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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Angiogenese
1.11 Historischer Ruckblick der Angiogenese-Forschung

Die BlutgefaBe und das Phanomen der GefaBbildung sind seit vielen Jahrhunderten
Gegenstand medizinischer Forschung. In den Anfangen lag das Augenmerk auf der
Anatomie und der Funktionsweise des Blutkreislaufes und erst im vergangenen Jahr-
hundert begannen Untersuchungen zur pathophysiologischen Bedeutung der Angio-

genese.

Abbildung 1: EXERCITATIO

William Harvey, ANATOMICA DE

geb. 1.4.1578, Mitglied MOTV CORDIS ET SAN-
des Royal College of GVINIS ‘};‘v QMMAU-

Physicans, Leibarzt ij; e[}x{;‘ ggg’ﬁé l%i;; ; WI; Zx I;L m;i ::TC f{‘L ],
Jacobs I. und Karls ., Lgio Medicorum Londinengi.
Professor fir Anatomie e %
und Physiologie
in London.

Abbildung 2:

Im Jahre 1628 veréffent-
lichte William Harvey
seine Arbeit zur Entde-
ckung des Blutkreislaufes. Sumptibus GVILIELMI FITZER

Titel ,,De Mortu cordis et ANNG M. BC: XXPIL
Sanguinis [ Titelblatt der Abhandlung Harveys zum Blutkreislauf

Der englische Leibarzt William Harvey (Abbildung 1) entdeckte im 17. Jahrhundert den
Blutkreislauf und postulierte das Herz als zentrales Antriebsorgan. Ebenso entdeckte er
Kommunikationen zwischen Arterien und Venen (communicating pores) (Abbildung 2).
Durch die Arbeiten von van Leeuwenhoek und Malpighi (Abbildung 3) konnte im
gleichen Jahrhundert gezeigt werden, dass diese Kommunikationen kleine réhrenhafte
Gebilde sind, die als Kapillaren bezeichnet wurden (Schipperges, 1990). Hales entdeck-
te im 18. Jahrhundert Kontraktionen und Dilatationen der kleinen Kapillaren. Billroth
forschte Mitte des 19. Jahrhunderts Uber die Entwicklung der BlutgefaBe. Rouget be-
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Abbildung 3:
Marcello Malpighi,
1628 — 1694, beschrieb
1661 Lungenkapillare und
bewies die Funktion des
kleinen Kreislaufes.

Abbildung 4:
Judah Folkman,
Direktor im Children‘s
Hospital Medical Center
der Harvard Medical
School, entdeckte
natlirliche Hemmstoffe
der GefdBneubildung wie
Angiostatin und
Endostatin.

schrieb Ende des 19. Jahrhunderts kleine kontrakrile Zellen, die mit dem Netzwerk der
Kapillaren in Verbindung stehen (Rouget-Zellen). Zu Beginn des 20. Jahrhunderts
konnte Hertig eine Beteiligung dieser Rouget-Zellen (Perizyten) an der Angiogenese der
maternalen BlutgefaBe der Plazenta aufzeigen (Schneck, 1997).

Anfang der 70er Jahre des 20. Jahrhunderts erlangte die Angiogenese bei malignen
Tumoren durch die Arbeiten von Folkman (Abbildung 4) groBes Interesse. Er beobach-
tete einen Wachstumsstillstand und ein Ausbleiben der GefaBbildung bei Tumorzellen,
die in isolierte Organe implantiert wurden. Die Frage nach der Abhangigkeit zwischen
Progression und Metastasierung von Krebserkrankungen und der Angiogenese war
geboren (Folkman, 1992).
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1.1.2 Grundlagen der embryonalen GefaBneubildung

Zu Beginn der dritten Woche beginnt die Bildung neuer BlutgefaBe bei menschlichen
Embryonen, die sich in Vaskulogenese und Angiogenese aufteilt. Zundchst wolben
mesodermale Zellhaufen im ventralen Teil des Dottersackes das Endoderm vor. Diese
Zellen werden als Hamangioblasten bezeichnet, da aus ihnen sowohl die primitiven
Blutzellen (Hamozytoblasten), als auch die endothelbildenden Zellen (Angioblasten)
entstehen. Die Zellhaufen haben eine enge Lagebeziehung zum Endoderm und bilden
in der Folge sogenannte Blutinseln aus. Dabei runden sich die zentral gelegenen Zellen
ab und differenzieren sich zu Vorlaufern der Blutzellen. Die peripher gelegenen Zellen
(Angioblasten) lagern sich zu abgrenzenden Endothelien zusammen (Abbildung 5). Es
entstehen weitlumige Sackchen. Die benachbart liegenden Angioblasten gehen Verbin-
dungen ein. Durch eine Vielzahl solcher Kommunikationen und durch weiteres paralle-
les Wachstum der GefaBanlagen entsteht ein Kapillarnetz (Christ et al., 1990). Eine
Interaktion zwischen den hdmangiogenetischen Zellen und dem Endoderm gilt als
gesicherte Voraussetzung fur die Endothelzelldifferenzierung. Zunédchst werden alle
GeféBe als einfache Endothelrohre angelegt (Vaskulogenese). Erst durch den hamody-
namischen Einfluss im weiteren Verlauf der Embryonalentwicklung bilden die GefaBan-

Abbildung 5: Dottersack eines Embryos
(1 = Ektoderm, 2 = Endoderm, Sterne: Hdmozytoblasten, Pfeile: Angioblasten).
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lagen charakteristische Muster aus. Perizyten, Fibroblasten und glatte Muskelzellen

differenzieren sich aus ortsstandigen Zellen.

Die Besiedlung der Organanlagen mit Angioblasten erfolgt durch Migration. Die Zellen
kennen Weg und Ziel durch Zell-Substrat- und Zell-Zell-Interaktionen. Angiogene Fak-
toren werden von verschiedenen Geweben produziert und stimulieren die GeféaBneubil-
dung (Angiogenese). Bestimmte Gewebe (Knorpel) werden nicht vaskularisiert oder die
zuvor angelegten Vorlaufer der BlutgefaBe gehen zu Grunde. Es ist nachgewiesen, dass
derartige Gewebe Faktoren bilden, die das Einwachsen von Kapillaren hemmen. Schon
langer wird eine gezielte Unterdriickung lokaler GefaBneubildung in der Tumortherapie
erforscht (Auerbach et al., 1994).

1.1.3 GefaBneubildung wahrend der physiologischen Wundheilung

Die Wundheilung ist ein komplexer und genau regulierter Vorgang mit lebenswichtiger
Bedeutung. Sie wird in drei Phasen unterschieden, in denen unter anderem auch die
Angiogenese eine Rolle spielt (Abbildung 6). In der Entziindungsphase wird nach der
Verletzung zun&chst die Gerinnungskaskade in Gang gesetzt. Vernetzte Fibrinmolekiile

Entziindungsphase Granulationsphase Narbenumbau

L Gerinnung

 ————————l = 1L TV I ES T W] Ve

8’ - Granulozyteninfiltration

N - — Monozyteneinwanderung

°

E, T T T T —— Fibroblastenaktivierung
5 R e R LS Angiogenese

©

©

o

G}

Granulations-
gewebeinvolution

Narbenumbau

>
>

Zeit

Abbildung 6: Phasen der Wundheilung.
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sowie Fibronektin und Thrombospondin dienen als Leitstrukturen flr einwandernde
Zellen. Eingewanderte Thrombozyten setzen Wachstumsfaktoren (PDGF, TGF-a, TGF-
B) frei, die die Wundheilung einleiten. Neutrophile Granulozyten treten hinzu und sorgen
Uber Phagozytose und Bildung von Sauerstoffradikalen fir die Abwehr eingedrungener
Mikroorganismen. Proteasen (Matrix-Metalloproteinasen, Proteinase 3, Cathepsin G)
induzieren ein endogenes Debridement. Proinflammatorische Zytokine (Interleukin-1a,
Interleukin-1B, Tumor-Nekrose-Faktor-a) stimulieren nachgeschaltete Mediatorsyste-
me (Interleukin-6, Interleukin-8, Monocyte Chemotactic Protein-1, Keratinocyte Growth
Faktor, GM-CSF). Monozyten steuern als aktivierte Wundmakrophagen die Angiogene-
se und die Fibroblastenproliferation. Das Uber die Mediatorkreislaufe entstandene
Granulationsgewebe sprosst in den Gewebedefekt ein. Nekrotisches Gewebe wird
abgebaut, Normalgewebe angelagert. Die Zellzahl nimmt massiv zu, die Epidermis
wandert Uber das Granulationsgewebe. Die Regeneration der Basalmembran beginnt
durch distal gelegene Keratinozyten, proximale Keratinozyten produzieren interstitielle
Kollagenasen und als Bestandteile der Basalmembran Fibronektin und Laminin. Nach
dem Wundschluss normalisieren sich in der dritten Phase (Narbenumbau) die epitheliale
Hyperproliferation und die Keratinisierung. Im darunter liegenden Bindegewebe finden
noch langere Zeit Umbauprozesse statt.

1.1.4 Tumorangiogenese

Ahnlich dem gesunden Gewebe kénnen maligne Neoplasmen nur dann wachsen, wenn
sie zur Angiogenese fahig sind und ausreichend mit BlutgeféBen versorgt werden, da
ab einer TumorgréBe von etwa 3 mm? die Erndhrung der Tumorzellen durch Diffusion

nicht mehr gewahrleistet ist.

Im Anfangsstadium werden alle soliden malignen Neoplasmen als eine Ansammlung
von transformierten Zellen bezeichnet. Das Wachstum ist avaskular und wird durch ein
Gleichgewicht von Proliferation und Apoptose gepragt. Mit wachsendem Abstand zum
GefaB wird die Versorgung der Zellen durch Diffusion immer schlechter. Im Tumorinne-
ren entsteht eine Hypoxie einiger Tumorzellen, die die Ausschuttung von Wachstums-
faktoren (v.a. VEGF) induziert. Per Diffusion gelangen diese Wachstumsfaktoren zu
einem nahegelegenen Blutgefa und binden dort an ein von Endothelzellen spezifisch

11
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expremierten Rezeptor mit Tyrosin-Kinase-Aktivitat. Diese Wechselwirkung |6st eine
Kaskade chemischer Reaktionen aus, an deren Ende u.a. die Expression von Matrix-
Metalloproteasen und Integrinen steht. Diese Substanzen sind in der Lage, die Basal-
membran des UrsprungsgefaBes abzubauen und die extrazelluldre Matrix zu remodel-
lieren, um eine Passage hindurch zu erleichtern. Die Endothelzellen beginnen nun zu
proliferieren und sprossen in den Perivasalraum ein. Die Migration wird durch die
Integrine ermdglicht, die den Kontakt zwischen den wandernden Zellen und der
extrazellularen Matrix herstellen. Es folgt die Bildung einer neuen Basalmembran.
Perizyten und glatte Muskelzellen kdnnen sich um das neue Gefal formieren. Kapillaren

werden zu Anastomosen vereinigt, die den Blutfluss freigeben.

Als ,,Angiogenic switch® wird die Transformation eines Tumors in den angiogenen
Phanotyp bezeichnet. Malignes Gewebe mit einem Durchmesser von wenigen Milime-
tern kann jahrelang im Kérper schlummern ohne zu wachsen. Durch den Einfluss von
Onkogenen folgt dann die UberschieBende Expression proangiogener Faktoren oder
die Reduktion endogener Angiogenese-Inhibitoren. Das Angiogeneseprogramm wird

gestartet, der Tumor bzw. die Metastase kann schneller und invasiver wachsen.

12
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1.1.5 Tumormetastasierung

Die metastatische Kaskade besteht aus mehreren Schritten und beginnt mit der
Loslésung von malignen Zellen aus dem Zellverband durch einen Verlust der Zell-
Zell-Adhéasionen. Dadurch entsteht ein Kohasivitatsverlust des Zellverbandes (Abbil-
dung 7 - @) ). Es folgt die Degradation von Proteinen der Basalmembran und der
extrazellularen Matrix durch verschiedene zelloberflichenassoziierte proteolytische
Systeme (Matrix-Metalloproteinasen, Aspartatproteinasen und Serinproteinasen) (Ab-
bildung 7 - @). Die Serinprotease Urokinase-Typ Plasminogenaktivator (uPA) und deren
System (Plasminogenaktivator/Plasmin-System) haben dabei zentrale Bedeutung. Sie

[Normalepithel—| e LTt ]
JOaee
LA e
000

embolus

Endothel

keine tumorspezifische organspezifische
Adhéasion Adhésion Adhasion

Abbildung 7: Schema der Metastasierungsschritte (Riede-Schéfer, Allgemeine und
spezielle Pathologie, Stuttgart, New York, 1995).
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besteht aus den Komponenten Plasmin, den Aktivatoren uPA und tPA, dem zellularen
Rezeptor uPAR und den Inhibitoren PAI-1 und PAI-2. Durch Bindung von uPA an seinen
Rezeptor wird die Umwandlung von inaktivem Plasmin in aktives Plasminogen, die
Aktivierung von Matrixmetalloproteasen und dartber hinaus eigene proteolytische Akti-

vitat bewerkstelligt, um extrazelluldre Matrixproteine spalten zu kénnen.

Nach dem Aufldsen der Basalmembran kdénnen sich von einem in das GefaBlumen
invadierten Tumor einzelne Zellen oder kleinere Zellverbande in die Zirkulation 16sen
(Abbildung 7 — €) ). Bleiben Tumorzellen in der Blutstrombahn haften, kénnen sie sich
vordem Immunsystem schitzen, indem sie die eigene HLA-Expression vermindern und
sich mit einer Fibrinummantelung umgeben (Abbildung 7 — @)). Mit Thrombozyten und
Leukozyten in Kontakt stehend, verbleiben die Tumorzellen im Zirkulationssystem, bis
sie an von Endothelzellen expremierte Adhésionsmolekiile andocken. Die Adh&sion
kann dabei durch die Wechselwirkung mit den Endothelzellen oder durch die Bindung
an die subendotheliale Matrix bewirkt werden (Abbildung 7 - @). So induzieren adha-
rente Tumorzellen eine Aktivierung und Retraktion von Endothelzellen innerhalb von ein
bis vier Stunden. AnschlieBend erfolgt die Anheftung an die subendotheliale Proteinma-
trix, die Migration der Tumorzelle in das darunter liegende Gewebe, der erneute Ab-
bau der Basalmembran und das Auswachsen des Tumors am Metastaseort (Abbildung
7 - @). Zellen eines bdsartigen Tumors kdnnen sich hier infolge ihrer Autonomie relativ
unabhé&ngig vom Wirtsgewebe vermehren. Allerdings wachsen tatséchlich nur etwa
0,1 % der im Blut zirkulierenden Tumorzellen tatsachlich auch zu einer Metastase aus.
Man unterscheidet die sogenannte Frihmetastasierung mit Absiedlungen innerhalb der
ersten Monate nach Diagnose von der Spatmetastasierung. Nach Organabsiedlung
maligner Zellen ist ihr invasives Wachstum nicht immer obligat. Vielmehr ist es méglich,
dass solche Zellen ihr Wachstum einstellen und erst nach 10 bis 15 Jahren zur
aggressiven Metastase auswachsen. Ausschlaggebend dabei sind chemische und
mechanische Noxen und endogene Faktoren (geschwéchtes Immunsystem).

Den Einfluss der Angiogenese und der Vaskularisation auf die Metastasierung zeigt eine
Untersuchung am malignen Melanom. Hauttumore mit einem Durchmesser kleiner
0,7 mm metastasieren nur spéarlich und flhren selten zum Tod des Patienten. Sie sind
oberhalb der Basalmembran, die Epidermis und Subkutis trennt, lokalisiert und selten

14
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vaskularisiert. GréBere Melanome haben eine weitaus schlechtere Prognose, da sie in
der gut durchbluteten Subkutis ideale Bedingungen fiir eine Angiogenese vorfinden und
dadurch ein gréBeres metastatisches Potenzial besitzen (Folkman, 1987). Das Wachs-
tum Uber die Diffusionsversorgungsgrenze hinaus induziert eine Hypoxie im Inneren des
Tumors, die eine Bildung von Wachstumsfaktoren (vor allem VEGF) zur Folge hat.

Beim Mammakarzinom ist ebenfalls eine Abh&ngigkeit zwischen Angiogenese und
Metastasierung beschrieben. In einem Kollektiv von 49 Patientinnen mit Mammakarzi-
nom zeigte die Gruppe mit der geringsten Kapillarisierung (0 bis 33 Kapillaren bei 200-
facher VergréBerung im histologischen Schnitt) nur zu 14 % eine Metastasierung. Die
Gruppe mit mehr als 100 Kapillaren pro Gesichtsfeld war zu 100 % mit Metastasen
behaftet (Weidner et al., 1991).

15
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1.1.6 Angiogenesefaktoren

In den letzten Jahren sind verschiedene Angiogenesefaktoren identifiziert worden. Sie
werden von Zellen wie Monozyten, Endothelzellen, Bindegewebszellen, Lymphozyten
und auch Tumorzellen freigesetzt (Auerbach et al., 1994). Dazu zahlen u.a. als angioge-
neseférdernde Proteine der basische Fibroblasten-Wachstumsfaktor (oFGF), der vas-
kuldre endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF), der Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-
o), der Acidic Fibroblast Growth Factor (aFGF), der Epidermal Growth Factor (EGF), das
Interleukin-8, das Angiopoetin 1 und 2, der Placental Growth Factor (PIGF) und
Angiogenin, ein 14 kD groBes, einkettiges Protein (Folkman, 1998). Die gefaBneubilden-
de Wirkung von VEGF und bFGF wird Gber rezeptorvermittelte Bindung an Endothelzel-
len erreicht. Nach der Aktivierung der Endothelzellen kommt es zum Verlust der
Kontaktinhibition, wodurch Endothelllicken entstehen. Es schliet sich die Endothel-
zellmigration, -proliferation und strukturelle Neuorganisation an. Als Folge der Aktivie-
rung der Endothelzellen produzieren diese in erhdhtem MaBe Proteasen (Bikfalvi, 1995).
Migration und Proliferation erfolgen in Richtung eines angiogenen Stimulus (Auerbach
et al., 1994). Angiogenin unterscheidet sich von anderen Angiogenesefaktoren, indem
es nicht an Heparin bindet, keine Sequenzhomologie zur FGF-Familie aufweist und fir
Endothelzellen in vitro nicht mitogen ist. Es ist ein basisches Protein, welches von
einigen Karzinomzellen und von Fibroblasten synthetisiert wird. Die angiogene Wirkung
erfolgt Uber seine Ribonukleasefunktion und ist durch die Aktivierung akzessorischer

Zellen gekennzeichnet.

1.1.7 Natdrliche Angiogenese-Inhibitoren

Die Neoangiogenese unterliegt einer strengen Regulation. Neben den erwahnten
Stimulatoren gibt es natirlich vorkommende Inhibitoren. Dies sind proteolytische
Spaltprodukte gréBerer Proteine, die selbst keine antiangiogenetische Wirkung haben
(Tabelle 1). Die Vorlauferproteine sind Bestandteile der extrazelluldren Matrix oder
gehdren zum Gerinnungssystem. Die naturlichen Inhibitoren werden durch die Wirkung
von Metalloproteasen im Sinne einer Rickkopplungshemmung aus den Vorlduferpro-
teinen freigesetzt. Das AusmaB der Neoangiogenese wird durch das Gleichgewicht
angiogenetischer und antiangiogenetischer Faktoren bestimmt.

16
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Tabelle 1: Natirliche endogene Inhibitoren der Neoangiogenese.

Inhibitor Vorlauferprotein
Endostatin Kollagen XVIII
Angiostatin Plasminogen
Vasostatin Calreticulin

Restin Kollagen XV
Thrombospondinfragmente Thrombospondin
Fragment von PF4 Plattchenfaktor 4
Antithrombinfragmente Antithrombin

Tissue Inhibitor of Metalloproteases

(TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3) (Kein Vorlauferprotein)
Interferon o und B (Kein Vorlauferprotein)
1.1.8 Therapeutische Angiogenese-Inhibitoren

In den vergangenen Jahren wurde eine Reihe von Medikamenten entwickelt, die
bestimmte Schritte der Neoangiogenese spezifisch blockieren sollen. Die Préparate
lassen sich in vier Klassen mit unterschiedlichem Wirkungsmechanismus aufteilen. Es
sind die Matrixmetalloprotease-Inhibitoren (z.B. Marimastat, AG3340, COL-3, Neovas-
tat, BMS-275291), die Inhibitoren fir Endothelzellen (z.B. TNP-470, Thalidomide,
Combretastatin, Endostatin), die Inhibitoren der proangiogenetischen Faktoren (z.B.
VEGF-, PDGF- und FGF-Rezeptorantagonisten, Anti-VEGF-Antikoérper) und die Integrin-
antagonisten (z.B. EMD 121974). Das Hauptziel dieser Substanzen ist es, mit Hilfe einer
Dauertherapie den Progress der Tumorerkrankung zu verhindern. Voll- oder Teilremis-
sionen sind bei alleiniger Gabe nur selten zu erreichen, da es sich bei den Angiogenese-
Inhibitoren nicht um zytotoxische Substanzen handelt. Die Zielzellen sind die Endothel-
zellen und nicht die Tumorzellen selbst. Resistenzmechanismen, wie sie bei der
Zytostatikatherapie zu beobachten sind, entfallen, da die Endothelzellen genetisch
stabil sind (Fiedler et al., 2001). Eine klinisch relevante Wirksamkeit wird sich dennoch
nur durch eine Verlangerung der Uberlebenszeit in Langzeitstudien nachweisen lassen.
Auch Kombinationstherapien aus Chemotherapeutika und Angiogenese-Inhibitoren

muassen in Zukunft getestet werden.
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1.1.9 Literaturtbersicht

Die Neoangiogenese nimmt wie beschrieben bei der Wundheilung und der embryona-
len und plazentaren Entwicklung, aber auch bei der koronaren Herzkrankheit, bei der
chronischen Polyarthritis, bei der diabetischen Retinopathie und anderen Krankheiten
eine wichtige Stellung ein. Gewebeneubildung und Gewebereparatur sind zentrale
Aufgaben, aber auch bei der Entstehung von Krankheiten spielt sie eine Rolle. Wie
erlautert sind Tumorwachstum und Metastasierung nur durch Einsprossung von Kapil-
laren und Tumorzellkontakt mit der Blutzirkulation méglich. Tumore mit eigener GefaB-
versorgung und GeféBneubildung in ihnren Metastasen wachsen schneller und aggres-
siver (Folkman, 1987). Dementsprechend korrelieren signifikant die Angiogenese und
die Prognose bei Patientinnen mit Mammakarzinom (Kato et al., 2001; Weidner et al.,
1991) (Abbildung 8), beim Blasenkarzinom (Dickinson et al., 1994), beim kolorektalen
Karzinom (Bossi et al., 1995), beim malignen Melanom (Folkman, 1987) und beim
Endometriumkarzinom (Obermair et al., 1998). Auch zum Ovarialkarzinom gibt es
bereits verschiedene Arbeiten hinsichtlich der Angiogenese (Abulafia et al., 1997; Darai
et al., 1998; Alvarez et al., 1999; Obermair et al., 1999; Shen et al., 2000). Oft sind aber
nur kleine Patientenkollektive Gegenstand der Untersuchung.
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Abbildung 8: Metastasiertes Tumorleiden von 49 Patienten mit Mammakarzinom in Abhéngigkeit
der Anzahl der Kapillaren (Weidner, 1991).
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1.1.10 Angiogenese als Prognosefaktor

Das zur Zeit am haufigsten verwendete Verfahren zur Quantifizierung der Angiogenese
in humanen malignen Tumoren ist die Bestimmung der intratumoralen GeféBdichte
(MVD). Spezifische Marker und eine immunhistochemische Untersuchung zur Darstel-
lung der Kapillaren sind flr diese Methode erforderlich. Im Tierversuch und in vielen
klinischen Studien konnte die Relevanz der Angiogenese bei Tumorerkrankungen
dargestellt werden. Um dies zu zeigen, bendtigt man eine sensitive und spezifische
Markierung von Endothelzellen. Mit CD 31 und CD 143 fanden zwei solcher Marker in
dieser Arbeit Verwendung, um endotheliale Zellen in menschlichen Geweben anzufar-

ben.

1.1.10.1 CD 31 (PECAM-1)

Das Zelloberflachenprotein CD 31 gehért zu der Immunglobulin-Gen-Superfamilie mit
adhasiven Eigenschaften. Das einstrangige Glykoprotein vom Typ | ist Bestandteil der
Zellmembran. Die Molekilmasse von 130 kD variiert in Abhéangigkeit des Glykosylie-
rungsstatuses verschiedener Zelltypen. Unterteilt wird CD 31 in drei Abschnitte: Den
aminoterminalen Teil (574 Aminosauren, sechs homologe Doméanen vom C2-Typ), den
transmembrandsen Teil (19 Aminosduren mit hydrophobem Rest) und den carboxyter-
minalen, zytoplasmatischen Teil (118 Aminosauren, Threonin- und Tyrosinreste, die eine
Phosphorilierung ermdglichen, Kohlenwasserstoffe flr stickstoffgebundene Glykosilie-
rung) (Newmann, 1997).

CD 31 ist auf Zellen des vaskularen Systems weit verbreitet. Mit einer Dichte von einer
Million Molekllen pro Zelle ist es auf den Endothelzellen am starksten vertreten.
Neutrophile Granulozyten und Monozyten enthalten etwa 100.000 Molekile pro Zelle.
Als einziges Mitglied der Zelladhdsionsmolekule ist es auch auf Thrombozyten zu
finden. Ebenso wird es von hdmatopoetischen Stammzellen, Subpopulationen der
Lymphozyten und Zellen der myeloischen Reihe exprimiert. Die Verteilung und Auspra-
gung von CD 31 lasst auf eine wichtige Beteiligung an den GeféBfunktionen schlieBen.
Bedeutung hat CD 31 bei der Entstehung und Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Verbin-
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dungen (Newmann, 1990). Es kénnen drei Arten der Zell-Zell-Interaktion unterschieden
werden: Eine homophile Bindung zweier CD 31-Molektile und heterophile Verbindun-
gen zwischen CD 31 und einem Integrin bzw. einem Glucosaminoglykan. Alle drei
Adhé&sionsmechanismen stellen Schltsselsignale in der Proliferation der Endothelzellen
dar. Die Interaktion von Zell-Zell-Adhasionsmolekilen sind fiir die Formation neuer
BlutgefaBe wichtig. Bei der Angiogenese |6sen kapillare Endothelzellen die normalen
Zell-Zell-Verbindungen auf, migrieren in die perivaskulare Matrix, proliferieren dort und
und stellenihre Zell-Zell-Verbindung wieder neu her, um so neue Kapillaren zu bilden (De
Lisser et al., 1997). Bei Entziindungsprozessen spielen neutrophiles und endotheliales
CD 31 eine Rolle. Das Lésen der Zell-Zell-Verbindungen ist fir die transendotheliale
Migration von Leukozyten ins perivasale Gewebe und die Akkumulation von neutrophi-
len Granulozyten im Entzindungsgewebe unerldsslich. Der tatsdchliche Mechanismus
ist noch nicht geklért. Es werden Erhdhung adhéasiver Eigenschaften von Integrinen
durch CD 31 ebenso diskutiert, wie eine Interaktion zwischen den endothelialen und
neutrophilen CD 31-Molekilen, die eine Fihrung der Granulozyten zwischen den
Endothelzellen bewirken. Eine dritte Moglichkeit ist die Bildung von Proteasen durch
CD 31, die fur den Durchtritt durch das Endothel oder die Basalmembran nétig sind
(Christofidou-Solomidou et al., 1997). Immunhistochemisch kann CD 31 als Marker ftr
Endothelien, die ansonsten morphologisch nur schwer von anderen Zelltypen zu
unterscheiden sind, eingesetzt werden, da es ein gegen die Formalinfixierung resisten-
tes Epitop auf Endothelzellen zuverlassig anfarbt. CD 31 ist besonders bei der tumor-
induzierten Angiogenese vermehrt auf Endothelzellen und deren interzellulédren Verbin-
dungen zu finden (Berger et al., 1993).

1.1.10.2 CD 143 (Angiotensin-Converting-Enzym)

CD 143 ( Angiotensin-Converting-Enzym) ist eine unspezifische, membrangebundene
und heterogen verteilte Metalloprotease, die in erster Linie in der Blutdruckregulation
eine Rolle spielt. Weitere Funktionen liegen in der Elektrolyt- und FlUssigkeitshomdos-
tase, im Stoffwechsel der Neurotransmitter und in der Peptidresorption. Zwei moleku-
lare Isoformen werden unterschieden: Eine langere somatische Form mit einem Mole-
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kulargewicht von 170 kD und einer Sequenz von 1306 Aminos&uren und eine kirzere
testikulare Form mit einem Molekulargewicht von 110 kD und einer Aminoséuresequenz
von 732.

Eingebunden in das Renin-Angiotensin-System (RAS) ist die bekannteste Wirkung von
CD 143 das Uberfiihren von Angiotensin | in das stark vasokonstriktorisch wirksame
Angiotensin Il. Innerhalb des RAS spaltet das renal sezernierte Renin aus Angiotensi-
nogen das inaktive Angiotensin | ab, welches von CD 143 katalysiert in Angiotensin I
Uberfuhrt wird. Angiotensin Il wirkt im Organismus neben der Vasokonstriktion mit einer
kardialen Inotropie und Chronotropie, bei der Bildung von ACTH und Vasopressin, bei
der Aldosteron- und Katecholaminfreisetzung sowie wachstumsférdernd auf GefaB-
und Herzmuskulatur und damit Uberwiegend zur Stabilisierung des Blutdruckes.
CD 143 steuert die Autoregulation von Flissigkeits- und Bikarbonat-Resorption, da es

reichlich im mikrovillaren Blrstensaum von Niere und Diinndarm vorkommt.

Die starkste immunhistochemische Expression von CD 143 I&sst sich in Endothelzellen
kleiner muskularer Arterien und Arteriolen beobachten. Endothelien des Kapillarsys-
tems und groBer Arterien und Venen expremieren dagegen nur geringe immunreaktive
Mengen CD 143. Die Angiogenese wird durch verschiedene Zelltypen (Tumorzellen,
Endothelzellen, Makrophagen, Leukozyten) kontrolliert und reguliert. Angiogenesefak-
toren wie VEGF, bFGF, aFGF, FGF und TNF-a spielen eine Rolle. Aber auch proteolyti-
sche Enzyme (Plasminogenaktivatoren wie das Urokinase-Plasminogenaktivator-Sys-
tem), ihre Inhibitoren und Metalloproteasen, zur Auflésung von Basalmembranen und
umgebender Matrix sind von Bedeutung. Die Metalloprotease CD 143 exprimiert bisher
nur in Endothelien von Nierenzellkarzinomen (Skoldenberg et al., 2001) und Semino-
men. Dartber hinaus ist eine Expression von CD 143 in Keimzelltumoren und ihren
Vorlauferlasionen, den intratubuldren Keimzellneoplasien bekannt (Pauls et al., 1999).
Bei verschiedenen Malignomen kénnen erhdhte Serumspiegel von CD 143 nachgewie-
sen werden, beim Lungenkarzinom kommt ihm prognostische Bedeutung zu (Romer,
1981; Mansfield, 1984).
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1.2 Das Ovarialkarzinom

1.2.1 Epidemiologie, Inzidenz und Mortalitat

Mit zirka 28 % aller malignen Neubildungen des weiblichen Genitaltraktes stellt das
Ovarialkarzinom das dritthaufigste gynékologische Malignom dar. Von den weiblichen
Genitalmalignomen hat es mit einer Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von etwa 35 % die
deutlich ungunstigste Prognose. Die Neuerkrankungsrate zeigt in den letzten 20 Jahren
keine wesentliche Veranderung, die Mortalitat ist in diesem Zeitraum leicht abnehmend.
Im Jahre 2000 sind in Deutschland 6006 Frauen an einem malignen Ovarialtumor
verstorben. Eine von 70 Frauen muss damit rechnen, wdhrend ihres Lebens an diesem
Tumor zu erkranken. Die Zahl der jahrlichen Neuerkrankungen wird fir Europa, einem
Nord-Sud-Gefalle folgend, im Norden mit etwa 15 Fallen/100.000 Frauen und im
Mittelmeerraum mit etwa 5 Fallen/100.000 Frauen angegeben. Flr das Saarland, das
bisher als einziges deutsches Bundesland Uber ein Krebsregister verfugt, wird fur 1999

eine Inzidenz von 18,1 angegeben.

1.2.2 Atiologie

Die Atiologie des Ovarialkarzinoms ist bisher weitgehend unklar, jedoch sind einige
Risikofaktoren bekannt. Wie bei vielen anderen Krebserscheinungen ist das Lebensal-
ter ein Risikofaktor; mit zunehmendem Alter steigt auch die Inzidenz des Ovarialkarzi-
noms an (Tabelle 2). Umwelt und Erndhrungsfaktoren scheinen eine Rolle zu spielen,
Infertilitét, Nulliparitat, dauerhafte ovulatorische Zyklen und die medikament&dse Ovula-
tionsauslésungen werden ebenfalls als beglinstigende Faktoren beschrieben. Etwa 5 %
der Ovarialkarzinome sind durch eine familidre Belastung bedingt. Man unterscheidet
das organspezifische familidre Ovarialkarzinomsyndrom mit einem Altersgipfel, der
etwa 10 Jahre friher als beim nicht familidren Ovarialkarzinom liegt. Frauen mit zwei
erkrankten nahen Verwandten haben bereits eine Inzidenz von 30 bis 40 %. Das
familidre Mamma-/Ovarialkarzinomsyndrom, das mit einer Mutation des Breast Cancer
Gen 1 (BRCA-1) auf Chromosom 17 q verbunden ist und eine Inzidenz fir ein Ovarial-
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Tabelle 2: Altersverteilung beim Ovarialkarzinom (Epidemiologisches Krebsregister Saarland,

Statistisches Bundesamt Deutschland).

Alters- Alterspezifische Mortalitat
gruppen Inzidenz Deutschland
Saarland 2000
1999 (n = Anzahl)

15-19 7,4 2

20-24 7,4 7

25-29 3,3 9

30-34 2,4 21

35-39 6,6 51

40 - 44 11,9 100

45 - 49 10,3 169

50 - 54 10,1 235

55 -59 35,1 486

60 — 64 29,7 702

65 - 69 29,3 733

70-74 46,3 876

75-79 53,0 1.103

80 -84 63,5 654

85 -89 57,3 596
>90 260

karzinom von 50 % hat. Und das Lynch-lI-Syndrom, welches eine Kombination aus

familiarem Kolonkarzinom und einem Ovarial-, Endometrium- oder Mammakarzinom

ist und ein dreifach erhéhtes Risiko fir ein Ovarialkarzinom hat. Im Gegensatz dazu

sind die Anzahl der Schwangerschaften und die Dauer der Einnahmen von Ovulations-

hemmern als protektive Faktoren anzusehen (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Risikofaktoren des Ovarialkarzinoms (Ozols et al., 1997).

Risikofaktor Geschatztes relatives Risiko
Hoheres Lebensalter 3
Wohnort in Nordamerika oder Nordeuropa 2-5
Hoheres Bildungsniveau und Einkommen 1,5-2
WeiBe Rasse 1,5
Anamnese mit Sterilitatstherapie 2-5
Frihe Menarche 1,5
Spéate Menopause 1,5-2
Status nach Hysterektomie 0,5-0,7
Verwendung oraler Kontrazeptiva 0,3-0,5
Perineale Talkum-Puder-Anwendung 1,56-2
Ovarialkarzinom in der Verwandschaft 3-4

1.2.3 Klinische Symptomatik

Die Symptomatik beim Ovarialkarzinom ist uncharakteristisch und tritt sehr spat auf. Fur
die Vielféltigkeit der Symptome sind weniger histologische Merkmale verantwortlich.
Vielmehr sind die Zunahme des Leibesumfangs, das Fremdkdrpergefihl und die
Verdréangung von Nachbarorganen von Bedeutung. Uncharakteristische Schmerzen,
Peritonealreize, evtl. Stieldrehungserscheinungen mit den Zeichen eines akuten Abdo-
mens sind ebenfalls mdglich. Die Lage des Tumors kann Blasenbeschwerden (vor dem
Uterus), Defékationsschmerzen und Kreuzschmerzen (im Douglasschen Raum) hervor-
rufen. Es kénnen ferner vaginale Blutungen auftreten (bei 25 % der malignen Ovarialtu-
more nachweisbar). Bei peritonealer Karzinose tritt Aszites auf (Pfisterer, 2000). Die
Beteiligung der Pleura ist die haufigste Tumormanifestation auBerhalb der Bauchhéhle.
Dies erkléart sich Uber den Lymphabfluss der Bauchhdhle. Lebenslimitierender Faktor ist
der Tumor im Bereich der Bauchhdhle in Form eines nicht operablen Tumors oder einer
Peritonealkarzinose. Haufig fuhrt eine lleusproblematik zum Tode.
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1.2.4 Histologische Klassifikation

Eine essentiell wichtige Bedeutung in der Onkologie hat die histologische Musterung
von Tumorgewebe. Mikroskopisch-anatomische Eigenschaften, Differenzierungsgrad
und Typ, Nekrosebezirke und das dominierende Wachstumsmuster zeigen Charakteris-
tika der malignen Tumore auf und haben prognostische Bedeutung. Laut WHO werden
die primaren Ovarialkarzinome in finf groBe Gruppen eingeteilt: Die malignen epithelia-
len Tumore, die malignen Keimstrang-Stroma-Tumore, die Steroidzell-Tumore, die
malignen Keimzell-Tumore und die Gonadoblastome.

Blickt man auf die Inzidenzrate dieser finf Gruppen, so fallt auf, dass den epithelialen
Tumoren mit einem Vorkommen von 80 bis 90 % mit Abstand die gréBte Bedeutung
zukommt. Seltener treten mit weniger als 3 % die malignen Keimstrang-Stroma-
Tumoren auf, gefolgt von den Steroidzell-Tumoren, den Keimzelltumoren und den
Gonadoblastomen mit einer Inzidenz von jeweils 1 bis 2 %.

1.2.4.1 Maligne epitheliale Tumore

Die groBte Gruppe innerhalb der eindeutig malignen epithelialen Tumore bilden die
serdsen Karzinome, die durch die mehr oder weniger starke Ausbildung von papilléren
Strukturen auffallt. Da diese Gruppe oft als oberflachlich-peritoneale Karzinome evident
wird, ist sie durch friihe extra-ovarielle Ausbreitung gekennzeichnet (Horn et al., 1995).
Ein weiteres Charakteristikum dieser Gruppe bilden die Psammomkdrperchen, die als
rundbegrenzte Kalzifikationen mikroskopisch zu finden sind (Russell & Farnsworth,
1997). Aufgrund der frilhen Metastasierung gelten die serésen Ovarialkarzinome als
prognostisch ungunstig.

Eine wesentlich bessere Prognose wird den muzindsen epithelialen Karzinomen zuge-
schrieben, da sie in mehr als 60 % im FIGO-Stadium | und Il diagnostiziert werden, in
37 % sogar im Stadium la (Pfleiderer, 1991). Sie sind durch eine intestinale Differenzie-

rung charakterisiert und zeigen oft ein zystisches Wachstumsmuster.
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Die dritthaufigsten epithelialen Tumoren sind die endometrioiden Karzinome. Sie
wachsen oft tubuldr oder solide und sind wie auch die muzinésen Karzinome gréBten-
teils hochdifferenziert. Neuere Untersuchungen zeigen eindeutig Zusammenhénge
zwischen endometrioiden Karzinomen und einer Endometriose. Bei 30 bis 50 %

bestehen gleichzeitig prékanzerése oder maligne Verdnderungen des Endometriums.

Eine besonders auffallige Gruppe stellen die klarzelligen Karzinome dar, die groBe,
unregelmaBige Zellkerne in einem hellen Zytoplasma aufweisen. Ihre Prognose ist
durchweg ungtinstig, da sie meist niedrig differenziert sind (Horn et al., 1995).

Die transitionalzelligen Karzinome wurden zun&chst in die Gruppe der Blasenkarzinome
ausgehend vom Urothel eingeordnet. In der neueren Literatur sind sie aber als eigen-
standige, unabhangige Formation der Ovarialkarzinome beschrieben. Sie unterschei-
den sich immunhistochemisch von transitionalzelligen Blasenkarzinomen (Ordonez,
2000).

Die Beschreibung ,undifferenzierte und unklassifizierbare Karzinome* steht fir die
finfte histologische Gruppe innerhalb der epithelialen Karzinome. Hier werden alle,
nicht anderweitig zugeordneten Tumore zusammengefasst. Sie sind meist schlecht
differenziert, in der Halfte der Falle beidseitig und in 80 % metastasiert und inoperabel
(11 % 5-Jahres-Uberlebensrate).

1.2.5 Diagnostik

Die Stadieneinteilung und die Diagnosesicherung erfolgt intraoperativ. Zur Diagnostik
gehoren die ausfuhrliche Anamnese, die kdrperliche Untersuchung, der gynédkologi-
sche Tastbefund und der Spiegelbefund. Die Abdominalsonografie beurteilt die Tumor-
gréBe, kann Aszites, Pleuraerguss und vergréBerte Lymphknoten aufzeigen und kann
unter Umstadnden das Wachstumsmuster des Tumors (zystisch, papillar, solide) ein-
schatzen. Nierenstau und intrahepatische Metastasierung kdénnen ebenfalls mittels
Ultraschall gefunden werden. Gastroskopie, Zystoskopie und Rektoskopie geben
Aufschluss Uber einen Befall der entsprechenden Organe. Computertomografie und
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Magnetresonanztomografie sind flr das préoperative Staging geeignet. Eine Pleu-
rapunktion kann bei nachgewiesenem Erguss ein Stadium IV beweisen, was Einfluss auf
die Operation hatte. Tumormarker wie CA 125 eignen sich zur Verlaufskontrolle, sollten

aber auch praoperativ als Ausgangswert bestimmt werden (Pfisterer, 2000).

1.2.6 Therapie

Die Therapie des Ovarialkarzinoms beruht heute im Wesentlichen auf zwei Saulen. Die
Operation mit dem Ziel der Verminderung der Tumorlast. Daneben die post-operative
aggressive Chemotherapie mit einem Platin- und Taxanhaltigen Schema. Hinzu kommt
die Option der Bestrahlung, die in Deutschland nicht weit verbreitet ist.

1.2.6.1 Operative Therapie

Die operative Behandlung des Ovarialkarzinoms erfordert groBe Erfahrung und ist bei
fortgeschrittenen Befunden nur im interdisziplindren Ansatz adaquat durchfiihrbar. Das
Ziel der Operation ist die vollstandige Entfernung des Primartumors. Dabei muss die
perioperative Morbiditat und Mortalitét, der Allgemeinzustand und das biologische Alter
der Patientin berticksichtigt werden. Jeder Adnextumor, der zyklusunabhé&ngig nachge-
wiesen wird, sollte bis zum Beweis des Gegenteils als malignitatsverdachtig angesehen
werden. Die Einschétzung der Dignitdt und Ausbreitung des Tumors sollte bereits
praoperativ mit Hilfe der apparativen und klinischen Untersuchungsmethoden erfolgt
sein. Eine Planung mit Abdominalchirurgen und Urologen ist gegebenenfalls sinnvoll, da
ab dem FIGO-Stadium llic mit Darm- und/oder Blasenresektion gerechnet werden
muss. Mit einem Langsschnitt wird das Abdomen erdffnet. Dieser kann, wenn nétig, bis
zum Xyphoid erweitert werden. Eine zytologische Untersuchung des Aszites oder der
Peritonealflussigkeit ist obligat.

Es folgt die manuelle Exploration des Oberbauches, der Leber, der Zwerchfellkuppeln,
des Kolonrahmens, des Dinn- und Dickdarms mit jeweiligem Mesenterium sowie der
paraaortalen und pelvinen Lymphknoten. Jede sichtbare Veranderung wird mit Biopsie
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gesichert. Die Hysterektomie und beidseitige Adnektomie ist obligater Bestandteil der
Operation. Paraaortale Metastasen sind auf Grund des Lymphabflusses der Ovarien in
den Bereich der Vena renalis auch ohne Nachweis pelviner Metastasen maoglich.
Deshalb wird die pelvine und paraaortale Lymphonodektomie durchgefihrt. Die Omen-
tektomie wird je nach Tumorlokalisation infrakolisch oder infragastrisch durchgeftihrt.
Auch das Peritoneum wird bei Befall in der betreffenden Region (meist kleines Becken,
Blase) resiziert.

Von der Prim&roperation sind verschiedene Folgeeingriffe abzugrenzen. Eine ,,Komplet-
tierungsoperation® ist dann sinnvoll, wenn bei der Primaroperation die Vorraussetzun-
gen (apparativ, personell, strukturell) fir eine vollstdndige Tumorreduktion nicht gege-
ben waren. Das ,,sekundére Debulking® wird angewendet, wenn durch erneute Tumor-
reduktion bei initial zurtickgebliebenem Tumorrest eine Verlangerung der Gesamtuber-
lebenszeit erreicht werden kann. Dies ist dann der Fall, wenn sich nach Prim&roperation
und 3 — 4 Zyklen Chemotherapie zumindest eine partielle Remission eingestellt hat. Die
»Rezidivoperation® kommt bei einem Spatrezidiv (tumorfreies Intervall > 12 Monate)
zum Einsatz. Voraussetzungen daftr sind initial frihes Tumorstadium, makroskopische
Tumorfreiheit bei der Prim&roperation, gutes Ansprechen auf die primare Chemothera-
pie, langes Zeitintervall zwischen Primartherapie und Rezidiv. Die ,,Palliativoperation®

werden bei stenosierenden Tumoren im Darmbereich bzw. beim lleus angewendet.

»Organerhaltene Operationen” finden bei jungen Patientinnen mit besonderer histolo-
gischer Diagnose (Granulosazell- und Thekazelltumore, Dysgerminome, Androblasto-
me, Tumore mit niedriger maligner Potenz) Anwendung. Weitere Kriterien sind glatte
Tumoroberflache, negative Peritonealzytologie, keine Kapselruptur, FIGO-Stadium la,
kontralaterales Ovar makroskopisch tumorfrei, Omentum tumorfrei, pelvine und
paraaortale Lymphknoten tumorfrei. Die ,second-look-Operation” ist in den letzten
Jahren in den Hintergrund getreten, da verschiedene Studien ihren Nutzen in Frage

stellen.

28



Einleitung

1.2.6.2 Chemotherapie

Eine wesentliche Voraussetzung fur die optimale Wirksamkeit der Chemotherapie ist die
primare und radikale Operation, da die Effektivitdt der Chemotherapie exponentiell mit
der GréBe der Tumorreduktion steigt. Wichtig sind auch tumorbiologische Faktoren wie
das Grading und das histologische Wachstumsmuster sowie das Ansprechen der
ersten Chemotherapie bei einem zweiten Zyklus. Man unterscheidet die ,,Chemothera-
pie mit kurativem Ansatz* bei einem operativen Tumorrest kleiner 1 cm im Durchmesser
von der ,adjuvanten Chemotherapie“, die zur Beseitigung von Mikrometastasen nach
operativer Tumorreduktion eingesetzt wird. Ferner kommen die ,neoadjuvante Chemo-
therapie® mit nachfolgender operativer Tumorreduktion und die ,,palliative Chemothe-
rapie” zur Linderung von Beschwerden und Verkleinerung des Tumors zur Anwendung.

Eine Heilung durch den Einsatz von Kombinationschemotherapie setzt das Erreichen
einer Vollremission voraus. Die héchste Rate klinischer und histologischer Vollremissio-
nen wurde bisher mit der Kombination aus einer Platinverbindung und Paclitaxel
erreicht. Die adjuvante Chemotherapie gestaltet sich in den friihen Stadien noch immer
aus Cyclophosphamid und einer Platinverbindung (Tabelle 4). Zur Vermeidung einer
Uberbehandlung sollten in den friihen Stadien adjuvant vier Zyklen und in den fortge-

schrittenen Stadien sechs Zyklen gegeben werden (Tabelle 5).
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Tabelle 4: Praparateliste der gédngigen Zytostatika (Fiedler, 2001).

Praparateliste — Zytostatika

Wirkstoff Handelsname
o Cisplatin Cisplatin®

® Carboplatin Carboplat®

® Paclitaxel Taxol®

® Docetaxel Taxotere®

® Cyclophosphamid Endoxan®

® Treosulfan Ovastat®

e Etoposid Vepesid®

® Epirubicin Farmorubicin®
e \/inblastin Velbe®

® Bleomycin Bleomycinum Mack®

Tabelle 5: Ubersicht iiber die stadienadaptierte systemische Therapie beim

Ovarialkarzinom (Hélzel et al., 1996).

Tumorstadium Empfehlung

la/b G1 Keine adjuvante Therapie

la/b G>1 Adjuvant Carboplatin/Cyclophosphamid

Ic, lla/b Gx Adjuvant Carboplatin/Cyclophosphamid
evtl. Carboplatin/Paclitaxel)

lic, I Adjuvant Carboplatin/Paclitaxel

(makroskopisch ohne Tumorrest)

(oder Carboplatin/Cyclophosphamid)

mit minimalem (< 1 cm)
oder kleinem

(>1 cm <2 cm) Tumorrest

Carboplatin/Paclitaxel

mit Tumorrest > 2 cm

Individuelle Abwagung zwischen Nutzen

und Toxizitat
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1.2.6.3  Strahlentherapie

Die Strahlentherapie ist ein in Deutschland weniger verbreitetes Therapieprinzip. Sie
kann als perkutane Bestrahlung oder als Radiokolloidtherapie intraperitoneal erfolgen.
Die wenigen duchgefihrten Untersuchungen, die die Ganzabdomenbestrahlung mit
Alkylantien oder Platin-Chemotherapie vergleichen, ergaben eine gleiche Wirksamkeit
der Methoden. Das Indikationsgebiet der primaren adjuvanten Strahlentherapie er-
streckt sich bei Beriicksichtigung des Gradings vor allem auf die Stadien | und Il oder
auf hdhere Stadien, wenn die Tumorreste im Oberbauch keinen gréBeren Durchmesser
als 4 mm aufweisen. Die Vorteile der Strahlentherapie liegen in der kurzen Dauer von
sechs bis sieben Wochen, der relativ geringen Toxizitat und der Tatsache, dass die beim
Rezidiv erforderliche Chemotherapie nicht durch Resistenzen behindert ist. Nachteile
ergeben sich durch Adhésionen und strahleninduzierte Gewebeverdnderungen bei
operativen Folgeeingriffen, sowie als Akutreaktionen Diarrhde, Nausea, Meteorismus,
Leukopenie und Thrombopenie. Als Spatreaktionen sind Dinndarmkomplikationen

und chronische Diarrhée zu nennen (Hoélzel et al., 1996).

1.2.7 Prognosefaktoren des Ovarialkarzinoms

Ein Prognosefaktor ist ein zum Zeitpunkt der Diagnose verfigbarer Messwert, der in
Zusammenhang mit dem Gesamt-Uberleben steht. Er gibt Informationen beziiglich der
Uberlebenschance und hat unmittelbaren Einfluss auf die Primartherapie. Bei Patien-
tengruppen, die abhangig von Prognosefaktoren eingeteilt wurden, soll die Uberlebens-
zeit verlangert, das Rezidivrisiko gesenkt und die Lebensqualitat verbessert werden.

Beim Ovarialkarzinom gilt das Tumorstadium (FIGO) als gesicherter Prognosefaktor
(Brinkhuis et al., 1995), ebenso wie das Alter, der Aszites, der Aktivitatsindex, die
TumorgréBe, das Grading und die histologische Differenzierung (Lorigan et al., 1996). Im
Rezidivfall sprechen ein kurzes krankheitsfreies Intervall, ein schlechter Allgemeinzu-
stand, eine muzinése Tumordifferenzierung und eine groBe Anzahl von Rezidivherden

flr einen unginstigen Krankheitsverlauf (Lorigan et al., 1996).
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2 Fragestellung

In dieser retrospektiven Analyse wurde die intratumorale GeféBdichte in Prim&rtumor-
praparaten von 221 Patientinnen mit Ovarialkarzinom bestimmt. Anhand der Expres-
sion von CD 31 (PECAM-1) und CD 143 (Angiotensin-Converting-Enzym) soll diese
Arbeit prifen, inwiefern Tumorangionese beim Ovarialkarzinom mit klinisch-pathologi-
schen Befunden korreliert und welche Rolle sie bei der Prognose des Ovarialkarzinoms

spielt.

Fragestellungen:

1. Finden sich Zusammenhange zwischen der Angiogenese und den klassischen
Prognosefaktoren?

2. Besteht eine Relevanz der Marker CD 31 und CD 143 und ihrer Expression
hinsichtlich der Uberlebenswahrscheinlichkeit am Gesamtkollektiv sowie in Unter-
gruppen?

3. Kann die Relevanz der etablierten Prognosefaktoren erneut bestétigt werden?
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3 Patientinnen, Material und Methoden
3.1 Patientenkollektiv

Das Tumorgewebe, das formalinfixiert und in Paraffin eingebettet wurde, sowie die
Krankenakte von 221 Patientinnen, die im Zeitraum von 1982 bis 1996 in der Abteilung
Gynéakologische Onkologie und Strahlentherapie der Universitatsfrauenklinik GieBen
behandelt wurden, war Grundlage der vorliegenden Arbeit. Als Einschlusskriterium zur
Untersuchung der Prognosefaktoren musste ein histologisch gesichertes Karzinom der
Ovarien vorliegen, ebenso wie eine Nachbehandlung an der Universitatsfrauenklinik
GieBBen. Vollstandige klinische Daten insbesondere in Bezug auf Operationsbericht,
Original-Histologien und postoperativer Behandlungsplan, sowie ein komplettes Fol-
low-up der Patientinnen (bei noch lebenden Patientinnen letzter Patientenkontakt
< 1 Jahr) und in Paraffin eingebettetes Tumorgewebe der Primdroperation stellten
weitere Einschlusskriterien dieser Untersuchung dar.

3.2 Klinische und pathologische Kriterien

Folgende klinische und pathologische Parameter wurden im Rahmen der retrospekti-
ven Analyse erfasst:

e Alter

® Tumorstadium (FIGO)

e Radikaloperation (Hysterektomie, Ovarektomie beidseits, Omentektomie (ja/nein))
® Postoperativ verbliebene Resttumormasse

(keine Tumorresiduen, < 100 g, < 500 g, < 1000 g, > 1000 g)

GroBter Durchmesser des verbliebenen Resttumors (< 2 cm, > 2 cm)
Aszitesmenge bei Priméaroperation (nicht vorhanden, < 500 ml, > 500 ml)
Histologie (Format und Wachstumsmuster)

Tumordifferenzierung (Grading)

Erfolg der Therapie

Tumorwachstumsfraktion MIB-1
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3.3 Histologie

In Zusammenarbeit mit Herrn Dr. med. F. E. Franke, Institut fir Pathologie der Justus-
Liebig-Universitat GieBen, wurden samtliche histologische Diagnosen tUberprift und
einer einheitlichen Bewertungssystematik zugeflhrt. Unter Heranziehung des HE-
Schnittmaterials der Tumorprimaroperation wurde die Diagnose Ovarialkarzinom auch
unter Bertcksichtigung der weiteren Anamnese der Patientin sichergestellt, um insbe-
sondere Ovarmetastasen anderweitig lokalisierter epithelialer Tumoren auszuschlie-
Ben. Unter Beriicksichtigung der aktuellsten histologischen Typisierung der Ovarialkar-
zinome (Russell, Farnsworth: Surgical Pathology of the Ovaries 2" Edition, Churchill
Livingston New York, 1997) erfolgte histologische Subtypisierung. Inden meisten Féllen
vor 1990 wurde keine Beurteilung der histologischen Differenzierung (Grading) durch-
gefthrt. In allen Féllen erfolgte eine Reevaluation in Anlehnung an Baak et al. (1987).
Ferner wurde das Hauptwachstumsmuster der Tumore bestimmt, wobei zwischen den
Formen ,,zystisch, papilldr, tubulér, solid-tubulér und solide“ unterschieden wurde. Die
Histologie wurde in serds, muzinés, endometrioid, undifferenziert, transitionalzellig und
klarzellig unterteilt. Als weiterer moglicher Prognosefaktor wurde der relative Anteil der
Nekrose im Tumorgewebe bestimmt. Unterteilt wurde dieser in nicht vorhanden, gering,

maBig und ausgepragt.

3.4 Immunhistochemische Methode

Mit Hilfe der Immunhistochemie kénnen zelluldre und stromale Epitope durch Antikér-
per markiert werden. Uber Zwischenschritte werden diese Bindungen durch eine
chemische Reaktion farbig dargestellt. Bei der verwendeten APAAP-Methode (alkaline
phosphatase anti-alkaline phosphatase) wird an das betreffende Antigen der entspre-
chende murine Antikdrper gebunden. AnschlieBend bindet an diesen, ein ausschlieBlich
gegen Mauseantikdrper gerichteter, gegen alle menschlichen Proteine préaabsorbierter,
polyklonaler Antikérperim Uberschuss, welcher dann mit seiner zweiten Bindungsstelle
den anschlieBend aufgebrachten APAAP-Komplex bindet. Durch den Einsatz von
polyklonalen Bricken (,Links") ist trotz der Sensivitat eine hohe Spezifitat dieser
Methode gesichert. Die alkalische Phosphatase setzt abschlieBend Neufuchsinin einen
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intensiv roten Farbstoff um. Die Intensitat kann erhéht werden, wenn das Anti-Maus-
Immunglobulin und der APAAP-Komplex mehrfach auf die Schnitte aufgetragen wird
(Abbildung 9).

Von den geprft tumorreprasentativen Gewebeblécken wurden je 20 Schnitte a 2 um
Dicke mit einem Mikrotom (Modell Jung SM2000R, Fa. Leica, Nussloch) angefertigt und
nach Glattung im Wasserbad (Aqua destilata, 45 °C) auf spezielle, hochgereinigte
Objekttrager (Superfrost, Fa. Menzel-Glaser, USA) aufgezogen. Nach dem Trocknen
Uber Nacht im Brutschrank (BE 400, Fa. Memmert, Schwabach) bei 37 °C wurde zudem
je Block ein Hdmatoxylin-Eosin-Kontrolle angefertigt. Die restlichen Schnitte wurden bis
zur immunhistochemischen Farbung in einem Objekttragerschrank flr bis zu sechs

Monate aufbewahrt.

Intestinale alkalische Phosphatase

Muriner Antikérper gegen alkalische Phosphatase

anti-Maus-Ig (Schaf)

Primarantikérper (Maus, monoklonal)

Antigen

Abbildung 9: Schematische Darstellung der APAAP-Methode.
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3.4.1 Die APAAP-Methode

3.4.1.1  APAAP-Technik

Die Detektion der Primé&rantikorper erfolgte mit Hilfe der alkalische Phosphatase anti-
alkalische Phosphatase (APAAP)-Methode nach Cordell et al. (1984) mit einigen
Modifikationen (Zusammensetzung der Puffer unter 3.4.1.2). Das Prozedere umfasste

die im Folgenden dargestellten Schritte:

Entparaffinisierung der Paraffinschnitte in der folgenden Reihenfolge: 10 min Xylol,
10 min Aceton, 10 min Aceton-Waschpuffer-Gemisch (Verhéltnis 1:2 =1 + 1)
Re-Antigenisierung in der Mikrowelle (Behandlung der Objekttrager 6 x 5 Minuten bei
600 Watt in Citratpuffer geflllten Klvetten)

5 Minuten Abkihlen in Waschpuffer

Auftragen von ca. 140 pl Primé&rantikorper in der jeweils bendtigten Endverdiinnung
— Einwirkzeit 30 min bei Zimmertemperatur

anschlieBend mindestens 4mal Spulung in Waschpuffer

Auftragen des Brickenantikdrpers (LINK) mittels Humanserum-RPMI-Gemisch (Ver-
dinnung 1 : 25) — Einwirkzeit 30 min

anschlieBend mindestens 3mal Spulung in Waschpuffer

Auftragen des Endantikérpers (APAAP-Komplex) mit RPMI auf eine Endkonzentra-
tion von 1 : 50 verdinnt — Einwirkzeit 30 min

anschlieBend 3mal Spulung in Waschpuffer

erneutes Auftragen des Briickenantikdrpers (Reaktionsverstarkung) —

Einwirkzeit 10 min

anschlieBend 3mal Spulung in Waschpuffer

erneutes Auftragen von APAAP-Komplex — Einwirkzeit 10 min

anschlieBend 10mal Spilung in Waschpuffer

Entwicklung der Reaktion mit Hilfe der Entwicklerlésung auf langsamen Schuttler -
Entwicklungszeit 20 — 30 Minuten

Gegenfarbung mit Hamalaun — 1 Minute

anschlieBend 2mal Spilung mit Leitungswasser

Eindecken der fertig gefarbten Praparate mit 170 — 180 °C heiBem Glycergel

(Fa. DAKO Hamburg)
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3.4.1.2 Zusammensetzung der verwendeten Losungen

e Citratpuffer: 9 ml Stammlésung A + 41 ml Stammldsung B + 450 ml Aqua destilata

Stammlésung A: 21,01 g Zitronensaure (0,1M) + 1000 ml Aqua dest.
Stammldsung B: 29,41 g Natriumcitrat (0,1M) + 1000 ml Aqua dest.

e Waschpufferfur51:4,5 g Tris-Base, 34,25 g Tris-HCI, 43,9 g NaCl in 625 ml Aqua dest.
aufldsen, pH zwischen 7,4 und 7,6 einstellen und auf 5 | mit Aqua dest. aufflllen

e RPMI-Ansatz: 50 ml RPMI, 450 ml Aqua dest., 50 ml inaktiviertes Rinderserum,
0,5 g Natriumazid, pH zwischen 7,4 und 7,6 einstellen

® Entwicklungslosung:

Entwicklungspuffer: 87 g NaCl,

15 g Tris HCI,
49 g Tris Base,
1750 ml Aqua dest.

Propandiol: 21 g Propandiol,
1000 ml Aqua dest.
Neufuchsin: 5 g Neufuchsin,
100 ml 2 N HCI
Herstellung:

1.
2.
3.

© ® N oo

Entwicklungspuffer und Propandiol zusammengieBen, pH auf 9,75 einstellen
Laevamisol (20 mg/Klvette) abwiegen und der 0.g. Lésung hinzufligen
Lésung 1: Natriumnitrit (10 mg/Kivette) abwiegen und in 250 ul Aqua dest./
Klvette auflésen

Lésung 2: Naphtol (25 mg/Kivette) abwiegen und in 300 pl Dimethylformamid
aufldsen

Neufuchsin (100 pl/Kivette) abmessen und der Lésung 1 hinzufligen
Lésungen 1 und 2 fir 1 — 2 Minuten stehenlassen

Lésung 1 der Entwicklungspuffer-Propandiol-Lésung zugeben

Lésung 2 der Entwicklungspuffer-Propandiol-Lésung zugeben

pH-Wert der Gesamtlésung auf 8,80 einstellen

10. Gesamtlésung filtrieren

Hamalaun: 1 g Hamatoxylin + 0,2 g NaJO3 + 50 g Kalialaun + 1000 ml Aqua dest. +

50 g Chloralhydrat + 1 g Zitronenséaure
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3.4.1.3 Verwendete Primarantikdrper

Fir die immunhistochemische Analyse des Tumormaterials wurden Primarantikorper

gegen folgende Epitope verwendet:

e Cell CD 31 (PECAM-1) (Klon JC/70A), (Maus anti-Human), monoklonal, Typ 1gG1,
Kappa, Konzentration 0,35 mg/ml, Katalognummer M 0823, DAKO Hamburg,
Verdinnung 1:40

® Angiotensin-Converting-Enzym — CD 143 (ACE) (Klon CG2), (Maus), monoklonal,
Typ IgG1, lyophilisiert, Katalognummer T-1129, Chargennummer 1193-36-18, BMA,
Verdinnung 1:80 nach Rekonstitution in 1 ml Aqua dest.

Folgende Antikdrper wurden als Sekundar- bzw. Tertidrantikérper zur Detektion verwen-

det:

e LINKKaninchen anti-Maus Immunglobuline, polyklonal, iberwiegend IgG, Chargen-
nummer 065, Katalognummer Z 0259, DAKO Hamburg, Verdiinnung 1:250

® APAAP Mouse Monoclonal (Klon AP7/6/7), Typ IgG1, Kappa,

Konzentration 0,12 mg/ml, Chargennummer 025, Katalognummer D 651,
DAKO Hamburg, Verdinnung 1:50

3.4.2 Auswertung der Immunhistochemie von CD 31
Unterschieden wird zwischen schwacher Kapillarisierung (1 bis 20 Kapillaren pro

Gesichtsfeld), mittlerer Kapillarisierung (21 bis 60 Kapillaren pro Gesichtsfeld) und

starker Kapillarisierung (> 60 Kapillaren pro Gesichtsfeld).
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3.4.3 Auswertung der Immunhistochemie von CD 143

Firden CD 143-Antikorper erfolgt die Auswertung derimmunhistochemischen Schnitte
nach den Richtlinien von Remmele und Stegner (1987). Der genannte immunreaktive
Score (IRS) berlcksichtigt die beiden Parameter Farbeintensitat (Staining Intensity = Sl)
und den Prozentsatz der positiven Zellen (PP) und wird aus dem Produkt beider
Parameter errechnet. Bei der Beurteilung ist der vorherrschende Intensitadtsgrad maB-

gebend. Die Féarbeintensitét wird wie folgt unterteilt:

= keine Farbeintensitat
= schwache Farbereaktion
maBige Farbereaktion

w N =+ O
1]

= starke Farbereaktion

Der Prozentsatz positiver Zellen wird eingeteilt in:

keine positiven Zellen

< 10 % positive Zellen
10 - 50 % positive Zellen
51 - 80 % positive Zellen
> 80 % positive Zellen

A WO N 2+ O
1l

Bei der Multiplikation beider Faktoren ergibt sich somit ein Maximalwert des IRS
von 12. Die Unterteilung des Prozentsatzes der positiven Zellen tragt auch dem
Umstand Rechnung, dass diesem eine besondere Bedeutung zukommt (Remmele und
Stegner, 1987). Fur die Auswertung der Ergebnisse wurden die IRS wie folgt zusammen-

gefasst:

0 = keine Expression
1-3 = geringe Expression
4 -8 = mittlere Expression
9-12 = hohe Expression
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3.5 Statistik

Die Datenerfassung und Auswertung erfolgte mit Hilfe des Computerprogrammes
~SPSS for Windows*, Version 7.5. Grundlage fir die klinischen Daten war die Datenbank
des Tumorzentrums GieBen (Leiter: Prof. Dr. med. H. v. Lieven), wobei die Datensatze
Uberprift und um o.g. klinische, histologische und immunhistochemische Parameter
erganzt wurden. Bei der statistischen Datenanalyse wurden folgende Verfahren verwen-
det: Bivariate Korrelationen, Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalysen und Residualanaly-
se.

Das Vorhandensein bzw. das Fehlen von postoperativen Tumorresiduen hat unmittel-
bare Auswirkungen auf Prognose und Therapie. Daher erfolgen die Auswertungen der
Prognosefaktoren nicht nur am Gesamtkollektiv, sondern auch selektiv an den Unter-
gruppen der Patientinnen ohne (RO und R1) und mit makroskopischem postoperativem
Resttumor (R2). Eine sichere Unterscheidung zwischen Patientinnen mit RO- und R1-
Resektion war aufgrund der Angaben in den Operationsberichten und der dazugeh6-
rigen Histologie nur in wenigen Fallen zweifelsfrei moglich, so dass auf diese Unter-
scheidung verzichtet werden musste. Insbesondere Patientinnen mit makroskopi-
schem Resttumor sind als Hochrisiko-Kollektiv flr die Analyse prognostischer und
pradiktiver Faktoren besonders geeignet, da es sich Uberwiegend um Patientinnen in
fortgeschrittenen Tumorstadien handelt, bei denen von einer Heilung durch die Opera-
tion nicht ausgegangen werden kann. Der Einfluss verschiedener tumorbiologischer
Faktoren und therapeutischer Verfahren kann daher ohne Beeinflussung durch die
erfolgte operative MaBnahme geprift werden.

Die Korrelationen werden mit den Korrelationskoeffizienten nach Pearson und Spear-
man zweiseitig gepruft und tabellarisch dargestellt. Nicht gesondert aufgefiihrt werden
die Ergebnisse der Radikaloperation, postoperativer Resttumor und Durchmesser des
postoperativen Resttumors, Therapieerfolg und Verletzungen des Therapieprotokolls.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv, klinische und pathologische Daten

Die Krankenakten von 221 Patientinnen, die im Zeitraum von 1982 bis 1996 in der
Abteilung flr Gynékologische Onkologie und Strahlentherapie der Frauenklinik der
Justus-Liebig-Universitat mit histologisch gesicherter Diagnose Ovarialkarzinom be-
handelt wurden, sind bei der Auswertung beriicksichtigt worden. Dabei befanden sich
die Mehrzahl der Félle in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung, d.h. in 38,5 % der
Falle wurde ein Tumor im FIGO-Stadium Il diagnostiziert. In 15,4 % der Félle wurde ein
Tumor im FIGO-Stadium IV diagnostiziert. Die fortgeschrittenen Stadien FIGO Il und IV
machten 53,9 % und damit mehr als die Halfte des Gesamtkollektives aus. In 26,7 %
der Félle lag ein FIGO-Stadium | vor, d.h. der Tumor war auf ein Ovar oder beide Ovarien
begrenzt. Bei 17,2 % der Falle fand sich ein FIGO-Stadium Il entsprechend einer
Ausbreitung des Tumors auf andere Beckengewebe ohne Metastasierung. Bei funf
Patientinnen konnte das Stadium retrospektiv nicht exakt bestimmt und Uberprift

werden.

Bei der Hélfte (57 %) der Patientinnen lag bei Diagnose kein Aszites vor. Bei 8,2 % der
Erkrankten lieB sich eine Aszitesmenge von weniger als 500 ml nachweisen. In 32,6 %
der Félle lag die Aszitesmenge oberhalb von 500 ml. In wiederum vier Fallen konnte die
Aszitesmenge retrospektiv nicht bestimmt werden. Die Auswertung des histologischen
Differenzierungsgrades zeigte die folgende Verteilung: In 56,2 % der Félle lag ein
schlecht differenzierter Tumor vor (entsprechend einem G3-Tumor). Nur 17,5 % der
Patientinnen hatten einen gut differenzierten Tumor (G1). Bei 26,3 % der Patientinnen
war eine maBige Differenzierung (G2) zu registrieren. Bei 84 Féllen (= 38 %) des Ge-
samtkollektives konnte retrospektive keine Gradingeinteilung durchgefihrt werden. Im
Hinblick auf die EinflussgréBe postoperativer Tumorrest zeigte sich, dass bei der Halfte
der Patientinnen (51,6 %) kein Tumorrest verblieb. Bei 47,0 % verblieben postoperative
Tumorreste, die in zwei Gruppen (< 2 cm und > 2 cm) unterteilt wurden (Abbildung 10).
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60

n=114
51,6 %

Prozent
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gréBter Durchmesser — Tumorrest [cm]

Abbildung 10: Haufigkeitsverteilung des postoperativen Tumorrestes.
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Im Hinblick auf das Alter bei Diagnose lag der Mittelwert bei 60,6 Jahren und der Median
bei 62,60 Jahren. Die Standardabweichung betrug 12,4 Jahre. Das Erkrankungsalter
lag in der Mehrzahl der Falle zwischen 50 und 80 Jahren (= 78,3 %). Patientinnen unter
50 Jahre waren nur zu 17,7 % im Kollektiv reprasentiert, Patientinnen unter 30 Jahre nur
zu 2,3 % (Abbildung 11).

40
n=77

30 o

20 «

Prozent

10 =

<30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 > 81

Altersgruppen

Abbildung 11: Haufigkeitsverteilung des Alters der Patientinnen bei Diagnose.

Haufigster histologischer Tumortyp waren die serésen Ovarialkarzinome mit nahezu der
Hélfte aller Félle (48,8 %). An zweiter Stelle folgten die transitionalzelligen Tumore mit
einer Haufigkeit von 21,3 % (n = 47 Falle). Muzindse Karzinome standen mit 12,7 % der
Félle an dritter Stelle der Haufigkeitsrangliste. Endometrioide Karzinome folgten mit
6,8 %. Die Gruppe der klarzelligen Karzinome war mit 8,6 % vertreten, weiter undiffe-
renzierte Karzinome traten mit 2,3 % eher selten auf.

Zur Therapie fanden sich in den Akten folgende Angaben: Eine Radikaloperation mit
Entfernung des Priméartumors, derintra- und retroperitonealen Lymphknoten, Hysterek-
tomie, Adnektomie sowie Omentektomie wurde bei 52,0 % der Patientinnen durchge-
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fuhrt. Die Behandlung erfolgte stadiengerecht in Anlehnung an den Washingtoner
Konsensus (1994).

Als inoperabel wurden 46,6 % der Falle eingestuft. Mehrheitlich unterzogen sich fast
Dreiviertel aller Patientinnen (70,1 %) einer Chemotherapie. Eine Bestrahlung wurde bei
77,4 % zum Teil alleine, zum Teil in sequentieller Folge mit einer Chemotherapie
durchgeflthrt. Unter den Patientinnen mit postoperativem Tumorrest konnte durch die
nachfolgende Therapie bei etwa der Halfte der Patientinnen (48,8 % ) eine komplette
Remission erreicht werden, bei 11,3 % der Félle war eine partielle Remission eingetre-
ten. Ungunstigere Verlaufe waren seltener. In 7,2 % wurde das Fortschreiten der
Erkrankung durch die Therapie verhindert. Bei 27,6 % wuchs der Tumor trotz Therapie
weiter. In zwdlf Fallen konnte der Krankheitsverlauf und der Therapieerfolg retrospektiv

nicht bestimmt werden.

4.2 Haufigkeiten der exprimierten Angiogenesefaktoren CD 31 und CD 143

Folgende Verteilung der Endothelzellmarker wurde gefunden:

1. CD 31: Eine schwache Vaskularisation (1 bis 20 Kapillaren pro Gesichtsfeld) konnte
in 16,3 % der Falle registriert werden. Die mittlere Vaskularisation (21 bis 60 Kapillaren
pro Gesichtsfeld) lag mit 46,6 % am haufigsten vor, gefolgt von der starken Vaskulari-
sation (> 60 Kapillaren pro Gesichtsfeld) in 36,5 % der Falle.

2.CD143:1n42,5 % der Falle fehlte die Expression von CD 143 in den Tumorzellen. Eine
geringe Expression zeigten 38,3 % aller Tumore. Mittelgradige Expression wurde
in 18,7 % der Félle gefunden, eine starke Expression konnte nur bei einer Patientin

(n = 1) diagnostiziert werden.

4.3 Tumorkapillarisierung in Korrelation zu klinischen und pathologischen
Faktoren

Im Gesamtkollektiv wurden keine Zusammenhange zwischen der Expression von
CD 31 und den verwendeten klinisch-pathologischen Parametern (siehe Abschnitt 3.2)
gefunden. Lediglich die durch den Antikérper MIB-1 bestimmte Tumorwachstumsfrak-
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tion korrelierte mit der Expression von CD 31 (r = 0,22; p = < 0,01). Dabei hatten stark
vaskularisierte Tumore eine gréBere Mitoserate zu verzeichnen. Die Expression von
CD 143 zeigte keine Wechselbeziehungen.

4.4 Einfluss der Tumorkapillarisierung auf die Uberlebenswahrscheinlich-
keit am Gesamtkollektiv und innerhalb von Untergruppen der klinisch-
pathologischen Faktoren

Im Gesamtkollektiv fanden sich keine Zusammenhéange zwischen der Kapillarisierung
und den Faktoren tumorassoziierter Tod bzw. Uberlebenszeit in Jahren. Deswegen
wurde im folgenden Abschnitt die Kapillarisierung mit dem tumorassoziierten Tod bzw.
mit der Uberlebenszeit in Jahren in Abhéngigkeit verschiedener Untergruppen der
klinisch-pathologischen Faktoren korreliert.

Folgende Untergruppen wurden gebildet: einzelne FIGO-Stadien; Patientinnen mit und
ohne Aszites; Patientinnen mit und ohne postoperativ verbliebenem Resttumor; Tumor-
differenzierung (G1 - G3) und Untergruppen des Therapieerfolges. Signifikante Zusam-
menhé&nge fanden sich nur zwischen der Expression von CD 31 und dem tumorasso-

ziierten Tod bzw. der Uberlebenszeit in vereinzelten Untergruppen (s.u.).

4.41 Einfluss der Tumorkapillarisierung auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit in
Abhéangigkeit des FIGO-Stadiums

Die CD 31-Expression korrelierte signifikant mit dem tumorassoziierten Tod (r = - 0,25;
p < 0,05) bei Patientinnen in der Untergruppe FIGO-Stadium | und Il, wobei eine starke
Kapillarisierung mit einer schlechten Prognose einherging. In der Kaplan-Meier-Uber-
lebenszeitanalyse zeigte sich dieser Zusammenhang. Patientinnen mit mittlerer Expres-
sion von CD 31 hatten eine mittlere Uberlebenszeit von 7,45 +/- 1,22 Jahren, solche mit
starker Expression Uberlebten im Mittel 7,05 +/- 1,58 Jahre. Patientinnen mit einer
schwachen Kapillarisierung hatten eine sehr gute Prognose (Abbildung 12). In den
Ubrigen Untergruppen des FIGO-Stadiums (Stadium Il und IV, einzelnen FIGO-Stadien)
lieB sich kein Zusammenhang verfolgen.
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Abbildung 12: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse in Abhéngigkeit der Kapillarisierung (CD 31)
bei Patientinnen im FIGO-Stadium | und II.

Statistik  Freiheitsgrade Signifikanzniveau

Log Rank 9,92 2 0,007

Breslow 8,26 2 0,016

Tarone-Ware 9,08 2 0,011

Marker  Expression Falle Falle Falle Prozent

gesamt gewertet zensiert zensiert

CD 31 schwach 17 0 17 100,00
1 - 20 Kapillaren

CD 31 mittel 42 14 28 66,67
21 - 60 Kapillaren

CD 31 stark 37 16 21 56,76
> 60 Kapillaren

Insgesamt 96 30 66 68,75
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Ein Einfluss von CD 143 auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit fand sich in den einzelnen
Untergruppen nicht.

In der Gruppe der Patientinnen im FIGO-Stadium Il fand sich eine inverse Wechselbe-
ziehung zwischen der epithelialen CD 143-Expression und der Tumordifferenzierung
(r=-0,48; p<0,05). Je stéarker die Expression von CD 143 ausgepragt war, desto besser

war der Tumor differenziert.

4.4.2 Einfluss der Tumorkapillarisierung auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit in
Abhangigkeit der Aszitesbildung

In der Untergruppe der Patientinnen ohne Aszites korrelierte die Expression von CD 31
mit dem tumorassoziierten Tod (r = — 0,19, p < 0,05), ebenso mit der Uberlebenszeit in
Tagen (r = - 0,18, p < 0,05). Eine starke Kapillarisierung war mit einer schlechten
Prognose verkniipft. In der Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse lieB sich der Zusam-
menhang darstellen. Patientinnen mit schwacher CD 31-Expression Uberlebten im
Mittel 11,60 +/- 1,22 Jahre, solche mit mittlerer Expression 8,51 +/- 0,84 Jahre. Die
Gruppe mit starker Expression hatte bei mittlerer Uberlebenszeit von 6,58 +/- 0,89
Jahren die schlechteste Prognose (Abbildung 13). Die Untergruppen der Patientinnen
mit Aszites (< 500 ml; > 500 ml) zeigten keine Zusammenhange zwischen der Expression
von CD 31 und den verwendeten Parametern. Die Expression von CD 143 zeigte keine

Wechselbeziehungen in beiden Untergruppen.

47



Ergebnisse

1,07

)
@IIII@IIIIIC@IIIII@@
endotheliales CD31

® >60 Kapillaren

c
(o) s
o 6 v
@ V7 s 60 Kapillaren
= i YWW VvV V- VYV )
3 zensiert
D
£ 44 ] © 21-60 Kapillaren
g M v .
21 - 60 Kapillaren
zensiert
,2 o IDI [ I | .
et 1 - 20 Kapillaren
O 1 - 20 Kapillaren
0,0 , , , , , , , . zensiert
0 2 6 10 12 14 16

Uberlebenszeit [Jahre]

Abbildung 13: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse in Abhédngigkeit der Kapillarisierung (CD 31)
bei Patientinnen ohne Aszites.

Statistik  Freiheitsgrade Signifikanzniveau

Log Rank 7,81 2 0,020

Breslow 4,24 2 0,120

Tarone-Ware 5,65 2 0,059

Marker  Expression Falle Falle Falle Prozent

gesamt gewertet zensiert zensiert

CD 31 schwach 22 4 18 81,82
1 - 20 Kapillaren

CD 31 mittel 56 23 33 58,93
21 - 60 Kapillaren

CD 31 stark 47 26 21 44,68
> 60 Kapillaren

Insgesamt 125 53 72 57,60
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4.4.3 Einfluss der Tumorkapillarisierung auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit in
Abhangigkeit des postoperativen Tumorrestes

In der Untergruppe der Patientinnen ohne postoperativen Tumorrest korrelierte die
CD 31-Expression mit dem Tumortod (r = — 0,24; p < 0,05) und der Uberlebenszeit in
Tagen (r = 0,21; p < 0,05). Eine starkere Kapillarisierung zeigte eine schlechtere
Prognose. In der Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse wurde der Zusammenhang
deutlich. Patientinnen mit schwacher CD 31-Expression hatten ein mittleres Uberleben
von 13,41 +/- 0,69 Jahren. Eine mittlere Expression stand flir ein mittleres Uberleben
von 10,67 +/- 0,92 Jahren. Patientinnen mit starker CD 31-Expression Uberlebten im
Mittel 8,33 +/- 1,33 Jahre (Abbildung 14). Die Untergruppen mit postoperativ verbliebe-
nem Tumorrest zeigten keine Wechselbeziehungen. Die Expression von CD 143 zeigte

keine Wechselbeziehungen.
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Abbildung 14: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse in Abhéngigkeit der Kapillarisierung (CD 31)
bei Patientinnen ohne postoperativen Tumorrest.

Statistik  Freiheitsgrade Signifikanzniveau

Log Rank 11,19 2 0,003

Breslow 8,62 2 0,013

Tarone-Ware 9,87 2 0,007

Marker  Expression Falle Falle Falle Prozent

gesamt gewertet zensiert zensiert

CD 31 schwach 19 1 18 94,74
1 - 20 Kapillaren

CD 31 mittel 50 16 34 68,00
21 - 60 Kapillaren

CD 31 stark 43 21 22 51,16
> 60 Kapillaren

Insgesamt 112 38 74 66,07
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444 Einfluss der Tumorkapillarisierung auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit in
Abhangigkeit der Tumordifferenzierung

Die Untergruppe der Patientinnen mit gut differenziertem Tumor (G1) lieferte einen
Zusammenhang zwischen der Expression von CD 31 und dem tumorassoziierten Tod
(r=-0,56; p < 0,01). Je stérker die Expression, desto schlechter die Prognose. In den
beiden anderen Untergruppen mit maBig differenziertem Tumor und schlecht differen-
ziertem Tumor fanden sich keine Zusammenhange. Eine Kaplan-Meier-Uberlebenszeit-
analyse konnte auf Grund der geringen Fallzahl in diesen Untergruppen nicht erstellt
werden. Auch fanden sich keine Wechselbeziehungen zwischen der Expression von
CD 143 und den einzelnen Untergruppen.

4.4.5 Einfluss der Tumorkapillarisierung auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit in
Abhangigkeit des Therapieerfolges

Die Untergruppe der Patientinnen mit einer kompletten Remission lieferte einen signi-
fikanten Zusammenhang zwischen der CD 31-Expression und dem tumorassoziierten
Tod bzw. der Uberlebenszeit. Je stérker die Kapillarisierung in dieser Gruppe ausge-
pragt war, desto schlechter war die Prognose (r =-0,22; p < 0,05). In der Kaplan-Meier-
Uberlebenszeitanalyse konnte der Zusammenhang dargestellt werden. In der Gruppe
der Patientinnen mit kompletter Remission hatten die Patientinnen mit schwach
kapillarisiertem Tumor ein mittleres Uberleben von 13,49 +/- 0,61 Jahre, Patientinnen
mit einem maBig kapillarisiertem Tumor lebten im Mittel 12,68 +/- 0,81 Jahre und
Patientinnen mit einem stark kapillarisiertem Tumor waren im Mittel 9,86 +/- 1,13 Jahre
am Leben (Abbildung 15). In den drei anderen Untergruppen (partielle Remission,
Stillstand der Erkrankung, Fortschreiten der Erkrankung) lieB sich ein solcher Zusam-
menhang nicht mehr aufzeigen. Die Expression von CD 143 zeigte keine Wechselbezie-
hungen.
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse in Abhéngigkeit der Kapillarisierung (CD 31)

bei Patientinnen mit kompletter Remission.

Statistik  Freiheitsgrade Signifikanzniveau

Log Rank 9,71 2 0,007

Breslow 6,99 2 0,030

Tarone-Ware 8,16 2 0,016

Marker  Expression Falle Falle Falle Prozent

gesamt gewertet zensiert zensiert

CD 31 schwach 19 1 18 94,74
1 - 20 Kapillaren

CD 31 mittel 47 8 39 82,98
21 - 60 Kapillaren

CD 31 stark 39 14 25 64,10
> 60 Kapillaren

Insgesamt 105 23 82 78,10
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4.5 Klinisch-pathologische EinflussgréBen und Uberlebenszeit am

Gesamtkollektiv

Im untersuchten Kollektiv zeigten die etablierten Prognosefaktoren eine signifikante

Korrelation zur Uberlebenszeit und bestatigten damit ihren Einfluss (Tabelle 6).

Tabelle 6: Wechselbeziehung zwischen klassischen EinflussgréBen und der Uberlebenszeit (Tagen).

Korrelierter Faktor Uberlebenszeit (Tagen)
r
FIGO-Stadium -0,43 **
Aszitesmenge -0,34 **
Alter bei Diagnose -0,22 **
Tumorgrading -0,46 **
Wachstumsfraktion (Mitosen) -0,26 **
Postoperativer Tumorrest -0,56 **

r = Pearson’s Korrelationskoeffizient
** = Signifikanz-Niveau < 0,01

Insgesamt korrelierte die Expression von CD 31 mit dem tumorassoziierten Tod und der
Uberlebenszeit (Tagen) signifikant in Untergruppen, die ein friihes Stadium der Krank-
heit reprasentierten (FIGO-Stadium | und Il, Patientinnen ohne Aszites, Patientinnen
ohne postoperativ verbliebenen Resttumor, gut differenzierte Tumore, Patientinnen mit
kompletter Remission nach Therapie). Dabei hatten die Patientinnen in diesen Unter-

gruppen mit stérker kapillarisierten Tumoren die schlechtere Prognose.

53



Ergebnisse

4.6 Multivariate Residualanalyse des Einflusses der Tumorkapillarisierung
auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit bestimmter Patientengruppen

Ein Zusammenhang der Kapillarisierung mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit konnte
fur bestimmte Untergruppen der Patientinnen aufgezeigt werden. Dabei wurde aber
nicht der starke Einfluss der klassischen Prognosefaktoren auf diese Ergebnisse
bertcksichtigt. Um den realen Effekt der Kapillarisierung herauszufiltern, wurde in der
Folge eine multivariate Residualanalyse durchgefihrt. Zunédchst wurden alle unabhan-
gigen Variablen, die hoch signifikant mit dem Uberleben korrelierten (FIGO-Stadium,
Aszites, postoperativer Tumorrest, Alter, Tumorwachstumsfraktion MIB-1, Tumordiffe-
renzierung) selektioniert. Danach folgte die Bildung der Differenzen (Residuen) zwi-
schen den beobachteten Werten und den durch die Regression geschatzten Werten.
Dies entspricht einer Schatzung der Fehlervariablen, die nicht von den unabhé&ngigen
Variablen abhangt. Eine theoretische Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse ohne den
Effekt der klassischen Prognosefaktoren war somit méglich.

Im Resultat zeigte sich nur innerhalb der Untergruppe der Patientinnen ohne post-
operativen Resttumor ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von
CD 31 und dem tumorassoziierten Tod bzw. der Uberlebenszeit. Patientinnen mit einer
mittleren Expression von CD 31 hatten eine mittlere Uberlebenszeit von 8,52 Jahren
+/-1,94. Solche mit einer starken Expression Uberlebten im Mittel 6,65 Jahre +/- 1,02
und hatten die schlechtere Prognose (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse der unstandardisierten Residuen bei Patientinnen

ohne postoperativen Resttumor.

Statistik  Freiheitsgrade Signifikanzniveau

Log Rank 5,52 2 0,063

Breslow 5,22 2 0,074

Tarone-Ware 5,57 2 0,062

Marker  Expression Falle Falle Falle Prozent

gesamt gewertet zensiert zensiert

CD 31 schwach 8 0 8 100,00
1 - 20 Kapillaren

CD 31 mittel 24 9 15 62,50
21 - 60 Kapillaren

CD 31 stark 25 13 12 48,00
> 60 Kapillaren

Insgesamt 57 22 35 61,40
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Im Gesamtkollektiv und den tbrigen vier Untergruppen (FIGO-Stadien, Patientinnen mit
und ohne Aszites, Untergruppen des Therapieerfolges, Tumordifferenzierung) konnte
kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von CD 31 und der

Uberlebenszeit gefunden werden.

Die Expression von CD 143 zeigte weder im Gesamtkollektiv (Abbildung 17), noch bei

Betrachtung der einzelnen Untergruppen Zusammenhénge mit der Uberlebenszeit.
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Abbildung 17: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse der unstandardisierten Residuen
am Gesamtkollektiv.

Statistik  Freiheitsgrade Signifikanzniveau

Log Rank 1,77 2 0,412

Breslow 2,13 2 0,345

Tarone-Ware 2,32 2 0,314

Marker Expression Falle Falle Falle Prozent

gesamt gewertet zensiert zensiert

CD 143 keine Expression 52 27 25 48,08
1 - 20 Kapillaren

CD 143 geringe Expression 47 30 17 36,17
21 - 60 Kapillaren

CD 143 maBige Expression 21 12 9 42,86
> 60 Kapillaren

Insgesamt 120 69 51 42,50
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4.7 Histologische Abbildungen der Tumorschnitte mit exemplarischer
Anfarbung von CD 31 und CD 143

Abbildung 18: Exemplarische Abbildungen der Immunhistochemischen Reaktionsmuster der
Endothelzellmarker CD 31 (M und N) und CD143 (O und P). Schwach expremierende Tumore
(M und O) sind Tumoren mit starker Vaskularisierung gegeniibergestellt (N und P). Die Pfeile in M
weisen auf eine spdrlich vorliegende Kapillarisierung in diesem Tumor hin.
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5 Diskussion

Die Kapillarisierung von Tumoren ist in vielen wissenschaftlichen Arbeiten als prognos-
tischer Marker bei verschiedenen Krebserkrankungen beschrieben worden. Beim
Mammakarzinom (Weidner et al., 1991), beim Bronchialkarzinom (Baillie et al., 2001),
beim Blasenkarzinom (Dickinson et al., 1994) und beim malignen Melanom (Berger et
al., 1993) kommt ihr Bedeutung zu. Fir das Ovarialkarzinom liegen ebenfalls verschie-
dene Arbeiten vor, die die Angiogenese und deren Einfluss auf den Krankheitsverlauf
beschreiben (Abulafia et al., 1997; Alvarez et al., 1999; Darai et al., 1998; Hollingsworth
et al., 1995; Obermair et al., 1999; van Diest et al., 1995). Allerdings handelt es sich

meist um kleinere Kollektive.

Die vorliegende Studie soll erstmals die Angiogenese und deren Einfluss auf die
Prognose am gréBeren Tumorkollektiv untersuchen. Sie beschreibt die Prédsenz von
CD 31 (PECAM-1)und CD 143 (Angiotensin-Converting-Enzym) und damit den Einfluss
der Angiogenese in malignen Ovarialtumoren. Die durch Expression von CD 31 und
CD 143 ausgedrickte Kapillarisierung bzw. die Angiogenese wird getrennt auf Korrela-
tionen mit den etablierten Prognosefaktoren und auf den Einfluss hinsichtlich der
Uberlebenswahrscheinlichkeit des Patientenkollektives sowie Untergruppen tiberpriift.
Untersucht werden auch die bisher etablierten klassischen Prognosefaktoren beim

Ovarialkarzinom.

Die in der Literatur beschriebenen klassischen EinflussgréBen kdnnen in dieser Arbeit
bestatigt werden. Der erwartete Zusammenhang zwischen dem Krankheitsstadium
nach FIGO und der Uberlebenswahrscheinlichkeit |4sst sich eindrucksvoll demonstrie-
ren. Im untersuchten Kollektiv I&sst sich die glnstigere Prognose der FIGO-Stadien |
und Il darstellen. Die FIGO-Stadien Ill und IV zeigen deutlich verminderte mittlere
Uberlebenszeiten (Brinkhuis et al., 1996; Chi et al., 2001).

Ebenfalls bekréftigt werden kann der Einfluss der Aszitesmenge auf die Uberlebens-
wahrscheinlichkeit. Patientinnen ohne Aszitesbildung haben eine deutlich bessere
Prognose als Patientinnen mit Aszitesbildung (Chi et al., 2001). Nach funf Jahren leben
60 % der Patientinnen ohne Aszitesbildung, gegentiber 20 % der Patientinnen mit As-
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zites. Auch im untersuchten Kollektiv finden wir 60 % lebende Patientinnen ohne Aszites
nach einer Zeitspanne von funf Jahren. Weniger als 40 % der Patientinnen mit 500 m|
und weniger Aszites leben nach funf Jahren und unter 20 % der Patientinnen sind mit
mehr als 500 ml Aszites nach funf Jahren noch am Leben. Die Bildung von Aszites, auch
die Menge, hat signifikanten Einfluss auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit. Ein Zusam-
menhang zwischen der Expression von CD 31 und der Aszitesbildung und Menge kann
nicht hergestellt werden. Dies bekréaftigen neuere Studien (Verheul et al., 2000) zur
Theorie der Aszitesbildung, die von VEGF als wichtigstem Faktor ausgehen. Neben der
insuffizienten Lymphdrainage als Folge der Tumorinvasion in abflieBende Lymphgefa-
Be, beschreibt Verheul funf Isoformen des VEGF-Faktors und zwei verschiedene
endotheliale Rezeptoren fir diesen Faktor. Eine signifikant h6here Konzentration von
VEGF fand Verheul in Aszites bzw. Pleuraergussproben von 47 Patienten mit einer
Krebserkrankung, im Gegensatz zu elf Patienten ohne ein Malignom (Erkrankungen hier:
Herzinsuffizienz, Leberzirrhose). Eine Blockade der Rezeptoren bzw. eine Behandlung
mit Antikérpern gegen VEGF konnten im Tierexperiment die Aszitesbildung minimieren
(Luo et al., 1998). Es wird weiter von einer Permeabilitdtssteigerung der Endothelzellen
durch den VEGF-Faktor ausgegangen.

Die Tumordifferenzierung hat literaturkonform Einfluss auf die Prognose der Erkran-
kung. Wie bekannt und erwartet haben Patientinnen mit einem gut differenzierten Tumor
eine deutlich gesteigerte Lebenserwartung, wahrend die Uberlebenszeit mit abneh-

mender Differenzierung ebenfalls abnimmt.

Der postoperativ verbliebene Tumorrest kann als wichtige EinflussgréBe beschrieben
werden. Ahnlich der Arbeit von Chi et al. (2001) haben Patientinnen ohne postoperativen
Resttumor eine entschieden bessere Uberlebenschance als solche mit Tumorresiduen
nach der Operation.

Das Alter bei Diagnose hat im untersuchten Kollektiv Einfluss auf die Prognose. Die
Auswertung der Altersverteilung stimmt mit den Literaturangaben Uberein. Das Ovari-
alkarzinom ist nach wie vor eine Krebserkrankung der &dlteren Frau, wenn gleich das
Durchschnittsalter der Erstmanifestation in den letzten Jahrzehnten sinkt. Patien-
tinnen jenseits der 50-Jahre-Grenze haben schlechtere Uberlebenschancen als jiinge-
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re. Dies stimmt mit der gangigen Literatur (Brinkhius et al., 1996; Thigpen et al., 1993)

Uberein.

In Bezug auf das Wachstumsformat zeigt das untersuchte Kollektiv ebenfalls eine in der
Literatur (Pfleiderer et al., 1991) vorbekannte Verteilung. Die serésen und muzindsen
Karzinome kommen in dieser Reihenfolge am h&ufigsten vor, endometrioide und
klarzellige Karzinome liegen darunter, undifferenzierte und unklassifizierbare sind sehr
selten. Im Einklang zur Arbeit von Ordonez (2000) stellt die Gruppe der transitionalzel-
ligen Karzinome eine eigene Formation innerhalb der Ovarialkarzinome dar. Ordonez
(2000) zeigt immunhistochemisch phenotypisch eindeutige Unterschiede zwischen
transitionalzelligen Karzinomen der Blase und des Ovars. Insgesamt verhélt sich das
untersuchte Kollektiv in Bezug auf die etablierten EinflussgréBen literaturkonform.

Zur Beantwortung der Frage, ob die Angiogenese beim Ovarialkarzinom erneut als
EinflussgréBe bestéatigt werden kann und wie sie mit klinisch-pathologischen Daten in
Zusammenhang steht, wird in dieser Studie anhand von Operationspraparaten von
221 Patientinnen mit Ovarialkarzinom zuné&chst die intratumorale GefaBdichte mit Hilfe
der CD 31-Expression ermittelt und anschlieBend mit klinischen und pathologischen
Faktoren in Beziehung gesetzt. Im Resultat korreliert die Expression von CD 31
vorwiegend in frilhen Krankheitsstadien mit der Uberlebenszeit. Eine positive Korrela-
tion von CD 31-Expression und Uberlebenszeit oder tumorabhéngigem Tod bei Patien-
tinnen ohne postoperativen Resttumor, bei Patientinnen ohne Aszites, bei gut differen-
zierten Tumoren und bei Patientinnen im FIGO-Stadium | oder |l deutet auf einen Einfluss
der Kapillarisierung vor allem zu Beginn der Erkrankung hin. In diesen Untergruppen
spricht eine erhéhte Vaskularisierung des Tumors fir eine schlechtere Prognose.
Ahnliche signifikante Zusammenhiange kdénnen bei Progress der Erkrankung (héhere
FIGO-Stadien, Aszitesprasenz, verbliebener Resttumor) nicht mehr nachvollzogen

werden. In der Literatur wird dies kontrovers dargestellt.

In der Arbeit von Darai et al. wird der Einfluss der CD 31-Expression auf die Prognose
von 20 Patientinnen (10 serdse, 10 muzindse) mit Ovarialkarzinom beschrieben. Eine
hdhere GefaBdichte in sogenannten ,hot spot areas” korreliert mit einer schlechteren
Prognose. Die Uberlebenszeitanalyse nach Kaplan-Meier zeigt eine deutliche Reduk-
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tion der Uberlebenszeit bei den Tumoren, die stirker vaskularisiert sind. Weiterhin
beschreibt Darai eine Korrelation zwischen der Expression von CD 31 und a) dem
histologischen Differenzierungsgrad (geringe Differenzierung entspricht gréBerer Kapil-
larisierung), b) dem FIGO-Stadium (Patientinnen mit geringer Kapillarisierungsdichte
reprasentieren niedrige FIGO-Stadien) und c) dem histologischen Typ (serése und
muzinése Tumore haben eine hdhere Kapillarisierung). Allerdings verwendet Darai et al.
nur 20 Karzinome. Gasparini et al. (1996) kénnen nur Korrelationen zwischen der
Kapillarisierungsdichte und der histologischen Differenzierung (muzinése Tumore ha-
ben gréBere Kapillarisierungsdichte) skizzieren.

Van Diest et al. (1995) beschreiben einen tendenziellen Zusammenhang zwischen der
Kapillarisierungsdichte und der Prognose bei 49 Patientinnen mit Ovarialkarzinom.
Auch hier haben die Patientinnen mit der gréBeren intratumoralen GeféBdichte die
schlechtere Prognose. Allerdings erreicht van Diest et al. zum einen keine statistische
Signifikanz der Uberlebenszeit-Analyse, zum anderen beriicksichtigt er nur FIGO-
Stadien Il und IV, was ihn zum Schluss kommen lasst, der Kapillarisierungsdichte nur

eine untergeordnete Rolle zukommen zu lassen.

In der Arbeit von Obermair et al. (1999) werden 63 Praparate von Patientinnen mit
Ovarialkarzinom im Stadium | - Il in Bezug auf die Kapillarisierungsdichte ausgedrtickt
durch die Expression des Markers CD 34 untersucht. Eine Kapillarisierungsdichte von
> 10/0.25 mm? zeigt eine deutlich schlechtere Lebenserwartung (Finf-Jahre-Uberle-
bensrate unter 30 %), wahrend eine Kapillarisierungsdichte von < 10/0.25 mm? eine
Fiinf-Jahre-Uberlebensrate von 60 % aufweist. Weiterhin findet Obermair keine Korre-
lationen der Kapillarisierungsdichte mit dem Tumorstadium, dem histologischen Wachs-
tumsmuster und dem histologischen Grading, wohl aber mit dem Alter der Patientinnen
(altere Patientinnen haben starker vaskularisierte Tumore).

In der Arbeit von Schoell et al. (1997) wird ebenfalls der Einfluss der Kapillarisierungs-
dichte auf die Uberlebenschancen von Patientinnen mit Ovarialkarzinom dargestellt.
Allerdings wird hier eine andere Erfassung der Kapillaren mit computergestitzter Bild-
Analyse durchgefiihrt. Die manuelle Erfassung der Kapillaren wird als subjektiv und
ungenau beschrieben, was sich in der vorliegenden Arbeit nicht bestétigen I&sst. Eine
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guinstigere Uberlebenszeit geht bei Schoell einher mit einer geringeren Expression der
Marker CD 31, CD 34 und Faktor VIIl. Keine Korrelationen kénnen mit der Histologie,
dem Grading oder dem Tumorrest hergestellt werden.

In der Arbeit von Hollingsworth et al. (1995) werden Ovarialkarzinome in den FIGO-
Stadien Ill und IV auf die Kapillarisierung untersucht. Hier dient der Marker CD 34 als
Angiogenese-Detektion. Zum krankheitsfreien Uberleben konnte ein signifikanter Zu-
sammenhang hergestellt werden. Patientinnen mit verstarkter Angiogenese haben eine

schlechtere Prognose.

Insgesamt scheinen die bisherigen Studien darin Gbereinzustimmen, dass der Grad der
Angiogenese beim Ovarialkarzinom einen Einfluss auf die Uberlebenswahrscheinlich-
keit hat. Eine wichtige Rolle der BlutgefaBneubildung bei Krankheitsentstehung, Pro-
gression und Metastasierung dieser Erkrankung scheint unbestritten. GréBeres Interes-
se wird der Fragestellung beigemessen, zu welchem Zeitpunkt des jahrelangen Krank-
heitsverlaufes die Angiogenese entscheidenden Einfluss hat und zu welchem Zeitpunkt
sie eine untergeordnete Rolle spielt. Ebenfalls kontrovers werden die Zusammenhénge
der Kapillarisierung mit klinischen und pathologischen Faktoren wie Wachstumsformat,

Grading, Alter der Patientinnen etc. diskutiert.

Eine mdgliche Erkldrung dieser Ergebnisbreite sind die in der Literatur beschriebenen
Unterschiede zum Einfluss der Kapillarisierung, die von Mutin et al. (1997) mit der Vielfalt
der in Endothelien vorkommenden Oberflaichenantigenen bezeichnet wird. Danach
exprimieren Kapillarendothelien unterschiedlich oft und unterschiedlich stark diverse
Oberflachenantigene, die Bestimmungsmethoden sind nicht immer einheitlich. In der
vorliegenden Arbeit gilt die Expression von CD 31 als Grad der Ausdifferenzierung von
Kapillaren. Den weniger ausdifferenzierten GefaBen bzw. GefaBendothelien wird nur
untergeordnet Rechnung getragen. Ein anderer Aspekt ist die mikroskopische Auswer-
tung und die subjektive Auswahl des Areals im Tumorgewebe mit den hdchsten
GefaBanteilen (sog. ,hot spot areas”). Diese wird von einigen Autoren kritisch betrach-
tet. Schoell et al. (1997) verwenden in ihrer Studie eine computergestltzte Bildanalyse
zur Quantifizierung des Angiogenesepotenzials in Ovarialkarzinomen. Auf diese Art
wollten sie den subjektiven Aspekt des ,Auszahlens der Kapillaren®, die mdgliche
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schlechte Qualitat des Parafinschnittes und Ubereinanderliegende Kapillaren, die als
eine Kapillare gezahlt werden, als Fehlerquelle ausschlieBen. Vergleichende Studien zu
dieser Methode fehlen aber bisher.

Die endotheliale Expression von CD 143 markiert nur einen kleinen Teil héher differen-
zierter Kapillaren (Franke et al., 1997). Eine Tumorzellexpression ist ferner beim
Nierenzellkarzinom (Takada et al., 1985) und bei Neuroblastomen und Ph&ochromo-
cytom-Zelllinien der Ratte beschrieben worden. Ebenso ist ein heterogenes Expres-
sionsmuster bei gonadalen und extragonadalen Seminomen bekannt. Im untersuchten
Gesamtkollektiv sowie in Untergruppen kdnnen keine Korrelationen zur Uberlebens-
wahrscheinlichkeit gefunden werden, ebenso nicht bei Patientinnen mit und ohne
postoperativem Resttumor. Es finden sich auch keine Korrelationen zu den klassischen
Prognosefaktoren, so dass davon ausgegangen werden muss, das die endotheliale und
tumorzelluldre Expression von CD 143 bei der Prognose des Ovarialkarzinoms keine
Rolle spielt.

Eine positive Korrelation zwischen der intratumoralen GeféBdichte als MaB fur die
Angiogenese im Primartumor und seiner Neigung zur Metastasierung kann bisher in
zahlreichen Studien dargelegt werden. Charpin et al. (1997) beschreiben, dass die
Expression von CD 31 signifikant mit der frihen Metastasenbildung beim Mammakar-
zinom korreliert. Eine Beziehung zu Alter, TumorgréBe, Grading oder Histopathologie
besteht in der Arbeit von Charpin et al. (1997) nicht. Horak et al. (1992) kénnen mit Hilfe
des CD 31-Antikdrpers eine Korrelation zwischen der Kapillarisierung und dem Maligni-
tatsgrad des Mammakarzinoms und dem Lymphknotenstatus aufzeigen. Desweiteren
kénnen sie eine hdhere Sensitivitat des Endothelzellmarkers CD 31 im Vergleich mit dem
von Willebrand-Faktor demonstrieren, was die Eignung des Markers zur Detektion der
Angiogenese unterstreicht. In Bezug auf die Angiogenese beim Ovarialkarzinom sind
bereits viele Studien durchgeflinrt worden. Shen et al. (2000) kénnen den Einfluss des
VEGF-Markers als wichtigen Faktor der Angiogenese auf die Prognose bei 64 Patien-
tinnen mit Ovarialkarzinom zeigen. Die VEGF-Expression korreliert mit dem Krankheits-
stadium und mit dem Tumorgrading. Patientinnen mit schwacher oder fehlender VEGF-
Expression haben eine deutlich bessere Uberlebenschance als solche mit starker
Expression. Yamamoto et al. (1997) untersuchen den Einfluss der VEGF-Expression bei

64



Diskussion

110 Patientinnen mit Ovarialtumor (70 Karzinome). Sie kdénnen zeigen, dass die
Expression von VEGF in den Karzinomen signifikant héher ist, als in den niedrig
malignen Tumoren. Desweiteren wird ein positiver Zusammenhang zwischen der VEGF-
Expression und dem Krankheitsstadium, dem klarzelligen Tumortyp, einer positiven
peritonealen Zytologie und letztendlich der Uberlebensrate deutlich.

Auch das an der Invasion und Metastasierung von Tumorzellen beteiligte Plasminogen-
Aktivierungssystem hat beim Ovarialkarzinom Einfluss auf die Prognose.

Die Arbeit von Chambers et al. (1999) skizziert die Prédsenz der Marker uPA und PAI-1
in einem Kollektiv von 131 Patientinnen mit Ovarialkarzinom. Eine starke Expression
dieser Marker zeigt einen signifikanten Zusammenhang mit dem krankheitsfreien Inter-

vall und der Uberlebenswahrscheinlichkeit.

Kuhn et al. (1999) beschreiben einen Zusammenhang zwischen den Faktoren uPA und
seinem Inhibitor PAI-1 und der Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Patientinnen mit
einem Ovarialkarzinom im Stadium llic nach FIGO. In einem Kollektiv von 86 Patient-

innen haben die Félle mit der starkeren Expression die schlechtere Prognose.

In der Arbeit von Kiziridou et al. (2002) wird die Expression von uPA in verschiedenen
Tumorentitaten des Ovars Uberprft. Die 16 Falle mit einem invasiven Karzinom zeigten
eine deutlich stérkere Expression von uPA im Vergleich zu 20 gutartigen Ovarialtumoren,
was den Stellenwert des Plasminogen-Aktivatorsystems unterstreicht.

Die Gruppe um Duffy et al. (2002) kann die Bedeutung von uPA und seinem Inhibitor
PAI-1 beim Mammakarzinom herausheben. Eine starkere Expression geht mit einer
schlechteren Prognose einher. Neben der eigentlichen Angiogenese haben somit auch
Faktoren des Plasminogenaktiovatorsystems Einfluss auf die Prognose bei gynékolo-

gischen Malignomen.

Insgesamt hat die Angiogenese beim Ovarialkarzinom in der vorliegenden Arbeit eine
untergeordnete Bedeutung. Bei Untersuchung des Gesamtkollektives kdnnen keine

Wechselbeziehungen aufgezeigt werden. Bei Betrachtung von Untergruppen, die ein
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frhes Krankheitsstadium repréasentieren, hangt der Grad der Vaskularisierung mit der
Prognose zusammen. Eine stéarkere Kapillarisierung geht mit einer schlechteren Prog-
nose einher. Ob die Angiogenese mit einzelnen klinischen oder pathologischen GréBen
in Wechselbeziehung steht, ist weiter unklar. In weiteren Studien ist eine einheitliche und
standardisierte Methode ndétig, um zuverldssige Daten insbesondere in Bezug auf
einzelne klinisch-pathologische Faktoren zu erlangen. Als Schlussfolgerung lasst sich
formulieren, dass die Rolle der Angiogenese bei der Entwicklung und beim Fortschrei-
ten des Ovarialkarzinoms nicht bis ins letzte Detail verstanden ist. Sicher scheint nicht
zuletzt durch die Arbeit von Shen et al. (2000), dass Wachstumsfaktoren wie VEGF ihren
Anteil an der Pathophysiologie dieser Erkrankung haben. Die Mdglichkeit der Anwen-
dung neuer Therapiestrategien sollte tUberprift werden. Hier ist insbesondere an die
Angiogenesefaktoren-Inhibition gedacht, die zur Zeit in Kombination mit einer Chemo-
therapie getestet wird. Weiter unbestritten bleibt der Wert der optimalen operativen
Zytoreduktion durch radikale Entfernung des Primartumors.
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6 Zusammenfassung

Die Angiogenese nimmt bei physiologischen Vorgdngen des menschlichen Organis-
mus, wie der plazentédren und embryonalen Entwicklung, der Gewebeneubildung und
Gewebereparatur eine wichtige Stellung ein, spielt aber auch bei der Entstehung von
Krankheiten, insbesondere bei der Entwicklung von malignen Tumoren und deren
Metastasierung eine Rolle. Tumorwachstum und Metastasierung sind nur durch Ein-
sprossung von Kapillaren und den Tumorzellkontakt mit der Blutzirkulation méglich.

Die vorliegende Dissertationsarbeit untersucht in einem Tumorkollektiv von 221 Patien-
tinnen mit einem Ovarialkarzinom die Korrelation der Angiogenese zu klinisch-patholo-
gischen Faktoren und den Einfluss der Tumorkapillarisierung auf die Prognose der
Erkrankung. Als immunhistologische Marker fur die Ermittlung der intratumoralen
GefaBdichte wurden die monoklonalen Antikérper gegen das endotheliale Thrombozy-
tenadhéasionsmolekil CD 31 und gegen CD 143 verwendet. Die so detektierten Kapil-
laren wurden bei 200-facher VergréBerung in einem reprasentativen Areal (hot spot area)
ausgezahlt. AnschlieBend erfolgte die Korrelation der erfassten intratumoralen GefaB-
dichte mit klinisch-pathologischen Daten. Im Ergebnis korreliert die Tumorkapillarisie-
rung, ausgedruckt durch die Expression von CD 31, vorwiegend in friihen Krankheits-
stadien (FIGO-Stadium | und Il) oder in Untergruppen, die einen frilhen Zeitpunkt des
Krankheitsverlaufes reprasentieren (kein Aszites, Patientinnen ohne postoperativen
Resttumor, gut differenzierter Tumor) mit der Uberlebenszeit. Ein Zusammenhang mit
dem Gesamtkollektiv und einzelnen klinisch-pathologischen Faktoren kann literatur-
konform nicht hergestellt werden. Der Marker CD 143 bietet keine Korrelation zu
anderen prognostischen Faktoren und scheint fur die Prognose des Ovarialkarzinoms
keine Rolle zu spielen.

Auch wenn bei bestimmten malignen Tumoren als auch Tumorsubgruppen entspre-
chende signifikante Zusammenhange gezeigt werden, der Vergleich zu anderen etab-
lierten prognostischen Faktoren macht deutlich, dass der Angiogenese beim Ovarial-
karzinom nur eine untergeordnete Bedeutung zukommt. Diese vergleichende Analyse
der verschiedenen Faktoren erlaubt die Einordnung der Bedeutung.
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Maligne epitheliale Tumore

Serdse Tumore

a) Serdse Tumore von niedriger maligner Potenz

b) Serése Adenokarzinome, serds-papilare Adenokarzinome, serds-papilare
Zystadenokarzinome, exophytische-papilare Karzinome

Muzinése Tumore

a) Muzinése Tumore von niedriger maligner Potenz

b) Muzindse Karzinome, Adenokarzinome und Zystadenokarzinome

Endometrioide Tumore

a) Endometrioide Tumore von niedriger maligner Potenz

b) Endometrioide Karzinome, Adenokarzinome und Zystadenokarzinome

Klarzellige Tumore

a) Klarzellige Tumore von niedriger maligner Potenz

b) Klarzellige Karzinome

Transitionalzellige Tumore

a) Von niedriger maligner Potenz

b) Maligne Brenner-Tumore

c) Transitionalzellkarzinome

Plattenepithel-Karzinome

Gemischt epitheliae Tumore

Undifferenzierte Karzinome

Unklassifizierbare Karzinome

Maligne Keimstrang-Stroma-Tumore
Maligner Granulosazell-Tumor

Maligne Thekome
Steroidzell-Tumore

Lipidzelltumore

Lipoidzelltumore
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IV Maligne Keimzelltumore
® Dysgerminome
Endodermaler Sinustumore
Embryonale Karzinome
Polyembryome
Chorionkarzinome

Maligne Teratome

a) Unreife Teratome

b) Reife Teratome mit maligner Entartung
c) Maligne Struma ovarii

d) Karzinoide

V Gonadoblastome
® Sondergruppe, die hauptsachlich aus zwei Zellbestandteilen besteht. Einerseits
gleichen sie den Keimzelltumoren, andererseits weisen sie Tumoranteile der Keim-

strangtumoren auf.
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Stadieneinteilung

TNM FIGO | Befund

T1a la Tumor auf ein Ovar begrenzt; Kapsel intakt; kein Tumor auf
der Oberflache des Ovars

T1b Ib Tumor auf beide Ovarien begrenzt; Kapsel intakt;
kein Tumor auf der Oberflache beider Ovarien

T1c Ic Tumor begrenzt auf ein oder beide Ovarien mit Kapselrup-
tur; Tumor an Ovaroberflache oder maligne Zellen im Aszi-
tes oder bei Peritonealspuilung

T2a lla Ausbreitung auf und/oder Implantate an Uterus und/oder
Tube

T2b lIb Ausbreitung auf andere Beckengewebe

T2c lic Ausbreitung im Becken und maligne Zellen im Aszites oder
bei Peritonealspilung

T3 und/ 1] Tumor beféllt ein oder beide Ovarien, mit histologisch

oder N1 gesicherten Peritonealmetastasen auBerhalb des Beckens
und/oder regiondre Lymphknotenmetastasen

T3a llla Mikroskopische Peritonealmetastasen jenseits des kleinen
Beckens

T3b b Makroskopische Peritonealmetastasen jenseits des
Beckens, groBte Ausdehnung > 2cm

T3c und/ lllc Peritonealmetastasen jenseits des Beckens;

oder N1 gréBte Ausdehnung < 2cm und/oder regionére Lymph-
knotenmetastasen

M1 v Fernmetastasen
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