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1 Einleitung

11 Das Hepatozellulare Karzinom

1.1.1 Epidemiologie, Risikofaktoren und Pathogenese

Das Hepatozellulare Karzinom (HCC) gehért zu den weltweit haufigsten
malignen Tumoren und ist die dritthaufigste Ursache flur krebsbedingte
Mortalitat.[69] Die Inzidenz liegt in Europa bei 2-7/100 000 Einwohnern und in
Asien bei 35-40/100.000 Einwohnern. Mehr als 80 % aller HCCs entstehen auf
dem Boden einer Leberzirrhose. Risikofaktoren fur die Erkrankung an einem
HCC sind Hepatitis B und C, Hamochromatose und Alkoholabusus, sowie die
Entwicklung einer Leberzirrhose anderer Atiologie.[7, 79, 95]

Das HCC ist ein hoch vaskularisierter Tumor mit schlechter Prognose. Es zeigt
zwei verschiedene schadigende Komponenten, zum einen eine lokale
Schadigung durch die entstandene Neoplasie, zum anderen die diffuse
Schadigung durch die in der Regel vorbestehende Lebererkrankung.[9] Dies

macht ihn zu einem schwer zu behandelnden Tumor.

Das Risiko fir Patienten mit einer Leberzirrhose, in ihnrem Leben an einem HCC
zu erkranken, liegt zwischen drei und finf %. Im Durchschnitt liegen zwischen
der Diagnose einer Zirrhose und der Erkrankung an einem HCC drei Jahre, dies
ist allerdings abhangig von der Genese der Zirrhose.[81]

Sowohl fur die Hepatitis B als auch fir die Hepatitis C liegt die Zeit zwischen
Infektion und Erkrankung an einem HCC im Mittel bei ca. 30 Jahren.[103]

In Afrika und Sudostasien liegt das Lebenszeitrisiko fur HBV-Infizierte, ein HCC
zu entwickeln, zwischen 20 % bei Frauen und 50 % bei Mannern.[61] Das HCC
ist bei schatzungsweise 30 bis 50 % aller Hepatitis B Virus (HBV) assoziierten
Todesfélle die Ursache.[63]



In einer grofRen Kohortenstudie konnte eine hohe Korrelation der HBV-
Ausgangsviruslast mit der Rate an HCC-Erkrankungen nachgewiesen
werden.[14] HBV interagiert mit der Telomerase Reverse Transkriptase (TERT)
und verandert die Expression von Enzymen des Zellzyklus. In vitro kann das

Protein x des HBV das Tumorsuppressorgen p53 ausschalten.[24, 82]

In Europa und den USA verursacht Hepatitis C die meisten HCC-Erkrankungen.
Als Folge der Infektion treten bei etwa 20 % eine Leberzirrhose und bei etwa
zwei % ein HCC auf. Das Risiko, an einem HCC zu erkranken, steigt auf das
24fache an, wenn im peripheren Blut HCV RNA nachweisbar ist.[21, 24, 55, 79]

Auch fir das HCV konnte gezeigt werden, dass es direkt an der Entstehung
eines HCC beteiligt ist. So kommt es bei Patienten mit chronischer Hepatitis C
zum Anstieg des transforming growth factor alpha (TGF-a) im Serum und einer
erhohten Genexpression des insulin-like growth factor-2 (IGF-2). Das
Hullenprotein des Hepatitis C-Virus fungiert als Wnt-Ligand und kann p53
inaktivieren.[69, 109]

Das Risiko, an einem HCC aufgrund einer alkoholtoxischen Leberzirrhose zu
erkranken, liegt zwischen drei und 15 %.[101] Ein weiterer Risikofaktor ist
Aflatoxin, ein Toxin des Pilzes Aspergillus flavus, welcher héaufig in
kontaminierten Lebensmitteln zu finden ist, vor allem wenn sie unter warmen
und feuchten Bedingungen gelagert werden. Im Aflatoxin assoziierten HCC
wurden erhbéhte Mutationsraten des p53 gemessen.[84, 100] Bei der
Hamochromatose liegt das Lebenszeitrisiko, an einem HCC zu versterben, bei
bis zu 45 %.[26]

Bei der autosomal rezessiv vererbten Tyrosinamie treten schon in der Kindheit
hepatozellulare Karzinome auf. In 37 % der Patienten, die alter als zwei Jahre

wurden, wurde das Auftreten eines HCCs beobachtet.[94]



Beim ebenfalls autosomal rezessiv vererbten Alpha-1-Antitrypsin-Mangel
entwickeln viele Betroffene schon im jungen Erwachsenenalter eine
Leberzirrhose und haben dadurch ein hohes Risiko, an einem HCC zu
erkranken.[17, 59]

Unabhangig von der Atiologie finden sich neben dem Primarkarzinom oft
weitere dysplastische Knoten in der Leber, die Vorlaufer fur die Entwicklung
eines HCC darstellen. Innerhalb von 36 Monaten nach Resektion des Primarius

erkranken ca. 40 % der Patienten an einem zweiten Primartumor.[55]

Das Verstandnis der molekularen Mechanismen in der Entstehung des HCC ist
von grol3er Bedeutung, um die Diagnostik zu verbessern und neue Therapien
zu entwickeln. Aufgrund von Leberzellschadigungen und anschliel3ender
Regeneration kommt es zu einer prokarzinogenen Umgebung.[78] In humanen
Hepatomen konnten Chromosomeninstabilitadten infolge von Verkirzung der
Telomere nachgewiesen werden.[86] Dariiber hinaus ist in der Genese des
HCC auch die Inaktivierung des p53 von zentraler Bedeutung. Intaktes p53
kann die Instabilitdt von Telomeren und damit die Progression zu einem
malignen Tumor verhindern, wahrend die Kombination aus Mutation des p53
und Dysfunktion der Telomere zu einer schnelleren Tumorentstehung fuhrt.
Oxidativer Stress kann durch die Bildung freier Radikale zu Veranderungen in
Onkogenen und Tumorsuppressorgenen flhren.[25]

1.1.2 Diagnostik des HCC

Fur die Diagnose eines HCC sind die Schnittbildgebung (Sonographie ggf. mit
Kontrastmittel, dynamische Computertomographie und Kernspintomographie)
sowie die Bestimmung des Serumspiegels von Alpha Fetoprotein (AFP) die
wichtigsten nichtinvasiven Verfahren. Je nach Konstellation erfolgt die
Diagnosesicherung durch Biopsie oder intraoperativ im Rahmen einer

Resektion.



1.1.3 Stadienteinteilung des HCC

Neben der TNM-Klassifikation kommen als weitere Stadieneinteilungen des
HCC die Cancer of the Liver Italian Program (CLIP)-Kriterien, die Okuda-
Kriterien und die Barcelona Clinic Liver Cancer-Kriterien (BCLC-Kriterien) zur
Anwendung.Die BCLC-Kriterien umfassen die Tumorgréf3e und -ausdehnung
nach der TNM-Klassifikation, die Leberfunktion gemald der Child-Pugh-
Einteilung sowie den WHO-Performance-Status Test (PST) und mit dem Tumor
verknupfte Symptome.[96] Die BCLC-Kriterien erwiesen sich fur den klinischen
Gebrauch ginstiger als die TNM-Klassifikation, da sie eine bessere
prognostische Aussagekraft haben und sich eher als Gundlage fir

Therapieentscheidungen eignen.[70]
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114 Behandlung des HCC

Bisher ist die operative Therapie, also eine Teilresektion der Leber oder gar
eine vollstandige Leberresektion mit anschlieRender Transplantation der einzige
kurative Ansatz.[67, 76] Die Lebertransplantation hat im Vergleich zur
Leberteilresektion den Vorteil, dass man auch die zugrunde liegende
Lebererkrankung, sowie die portale Hypertension und ihre Folgen
therapiert.[76]

Die Tumorresektion hat bei multiplen Lasionen, grof3eren L&asionen als 5 cm,
AFP >200ng/ml, Lymphknotenmetastasen, nicht tumorfreien Resektionsrandern
(R>0) und fortgeschrittenem Tumorstadium ein schlechtes Outcome.[32]
Rezidive sind haufig .[69]

Als palliative Methoden oder zum sogenannten ,bridging“ bis zu einer Operation
/Transplantation kommen die transarterielle Chemoembolisation, die perkutane
Ethanolinjektion und die Radiofrequenzablation zum Einsatz. Systemische
Chemotherapie, Bestrahlung, Kryotherapie, hepatische intra-arterielle
Chemotherapie (HIA) und Thermotherapie sind von untergeordneter klinischer

Bedeutung.

Hormontherapien  (Anti-Ostrogene,  Anti-Androgene  oder  Octreotid),
Immuntherapien (Interferon) und andere Anséatze mit dem Thymidylatsynthase-
Inhibitor Nolatrexed oder Seocalcitol, einem dem Vitamin D &hnlichen Wirkstoff
erfillten nicht die an sie gestellten Anforderungen.[15, 116]

Da die systemischen Chemotherapeutika nicht den erwinschten Durchbruch
brachten, setzt man nun groRe Hoffnungen in die sog. targeted therapies.
Hierbei handelt es sich um Substanzen, die direkt auf Wachstumsfaktoren
wirken und in die intrazellulare Signaltransdukion und in den Zellzyklus
eingreifen.[89] Grol3e Bedeutung erlangte Sorafenib, ein Multikinaseinhibitor,
der gegen Raf-1, B-Raf, VEGFR2, PDGFR und c-Kit-Rezeptoren wirkt.



Llovet et al konnten in einer wichtigen Phase Ill Studie mit Sorafenib - erstmals
fur eine systemische Therapie - eine signifikante Verlangerung von ca. drei
Montaten im durchschnittlichen Uberleben der Patienten und in der Zeit bis zur
radiologischen Progression des HCC erzielen.[71] Seither gilt Sorafenib als

Standard fur Patienten mit fortgeschrittener Erkrankung.[69]



1.2 Angiogenese

Die Entwicklung von BlutgefaRen in der Embryogenese verlauft Uber zwei
Wege, zum einen uUber die Vaskulogenese und zum anderen Uber die
Angiogenese. Vaskulogenese bedeutet, dass die Endothelzellen von
Vorlauferzellen abstammen. Angiogenese beschreibt die Bildung neuer

Blutgefal3e ausgehend von schon bestehenden Gefal3en. [46, 90]

Beim Erwachsenen spielt im gesunden Gewebe wie auch bei der

Tumorentstehung nur die Angiogenese eine Rolle.

Die Angiogenese ist ein dynamischer Prozess, der sich in verschiedene Schritte

einteilen lasst.

Zu Beginn muss zunachst die Basalmembran gelockert werden, um den
Endothelzellen das Einwandern in das umliegende Stroma zu ermdéglichen.
Gleichzeitig proliferieren die Endothelzellen an der Stelle, wo die neuen Gefal3e
entstehen sollen. Wahrend die Endothelzellen ihre Form &ndern und das
Lumen der neu entstehenden Kapillaren bilden, wandern murale Zellen wie
Perizyten und vaskulare glatte Muskelzellen zu den von Endothelzellen neu
geformten Schleifen, ummanteln diese und bilden dadurch Kapillaren, Arteriolen
und Venolen. Das Blut kann die neu erschlossene Region mit Nahrstoffen
versorgen. Dieser Prozess tritt physiologischerweise auf, wenn es zu einem
Gewebezuwachs kommt. In Tumoren sind die Kontrollmechanismen der
Angiogenese gestort, die Gefale verbleiben in stdndigem Umbau, zeigen einen
chaotischen Aufbau und eine lickenhafte Endothelauskleidung.[46, 50, 80]

Folkman et al formulierten die These, dass Tumoren bis zu einem Durchmesser
von 3 -4 mm in einem angiogenen Ruhezustand verbleiben.[29] Um weiter
wachsen zu konnen, benotigt der Tumor direkten Kontakt zu versorgenden
Gefallen, da die Diffusion allein dann nicht mehr ausreicht.[36] Das zentrale
Ereignis, das nun stattfindet, wird angiogenic switch genannt.[46] Das
Gleichgewicht verschiebt sich in Richtung Gefal3proliferation und der Tumor ist

nun in der Lage, weiter zu wachsen.



Es gibt verschiedene Moglichkeiten, wie der Tumor direkten Zugang zu

Blutgefalien erlangt, die folgenden vier sind am bedeutsamsten:[113]

- Angiogenese. Hierbei kommt es zur Aussprossung neuer Blutgefal3e

ausgehend von schon vorhandenen Gefal3en.

- Vaskulare Co-Option. In diesem Fall nutzt der Tumor schon bestehende

Gefalde zur Versorgung mit Nahstoffen und wachst an ihnen entlang.

- Vaskulogenese. Die Gefalle werden durch Vorlauferzellen aus dem

Knochenmark gebildet.

- Vaskulares Mimikry. Hierbei wird das Lumen nicht durch Endothelzellen,

sondern durch Tumorzellen gebildet.

Es ist mdglich, dass Tumore mehr als eine Mdglichkeit nutzen, dies hangt auch

vom Stadium des Tumors und dem Grad der Malignitat ab.

Die Ausschittung der pro- und anti-angiogenen Faktoren durch die Tumorzellen
wird durch Onkogene, Tumorsuppressorgene, Transkriptionsfaktoren und durch
die Umgebung des Tumors gesteuert. Bisher ist noch nicht genau bekannt,
wodurch dieser angiogenic switch initiiert wird, man weil3 aber, dass am
angiogenic switch unterschiedliche Zelltypen beteiligt sind. Es kommt zur
Ausschuittung von léslichen angiogenen Faktoren durch Tumorzellen, aber auch
durch Bindegewebs- und Immunzellen. Diese Faktoren stimulieren in der
Umgebung des Tumors vaskulare Zellen wie die Endothelzellen, die auf ihrer
Oberfache spezifische Rezeptoren tragen. Die Angiogenese ist also das
Ergebnis eines Balanceaktes der anti-angiogenen und pro-angiogenen

Faktoren, die auf die Endothelzellen Einfluss nehmen.[105, 113]



angiagenic switch

Diagramm 2: Pro-und anti-angiogene Faktoren stimuli  eren Uber den ,angiogenic switch*
die Angiogenese. TSP-1 Thrombospondin; PDGF Platele t Derived Growth Factor;
Ang Angiopoietin; IL-8 Interleukin-8; FGF Fibroblas t Growth Factor; VEGF Vascular
Endothelial Growth Factor, sSVEGF-R1 Igéslicher VEGF-  Rezeptor-1.[113]

Pro-angiogene Faktoren werden bei zellularem Stress freigesetzt, wie etwa
durch Hypoxie, Glucosemangel, freie Radikale und Azidose.[108]

Mit der wichtigste pro-angiogene Faktor ist der Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) A.[113] VEGF bindet an Transmembran-Tyrosinkinase
Rezeptoren auf den Endothelzellen, die Gber eine Signalkaskade in die Ablaufe
der Zelle eingreifen.[46, 98]

Auch der Fibroblast Growth Factor (FGF) spielt eine grof3e Rolle. Weitere pro-
angiogene Faktoren sind der Platelet-Derived Growth Factor B (PDGF-B), die
Zytokine und die Matrix-Metalloproteasen MMP 2 und 9, sowie die Familie der
Angiopoietine.[33, 113]

Anti-angiogene Faktoren lassen sich in 2 Gruppen einteilen:

1.) Proteine der Extrazellularmatrix und der Basalmembran, wie Fibronektin,

Thrombospondin und die Familie der Kollagene.
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2.) Wachstumsfaktoren, Zytokine und andere Proteine, die nicht von der
Extrazellularmatrix abstammen, wie Plasminogen, Antithrombin Ill, VEGFR1,
und Interferon.[38, 46, 113]

Nicht nur die Tumorzellen selbst produzieren pro-angiogene und anti-angiogene
Faktoren, auch die Umgebung des Tumors ist daran mafgeblich beteiligt. Man
weil3 dies von Endothelzellen, Perizyten und glatten Muskelzellen, Fibroblasten
und Zellen des Immunsystems (Naturliche Killerzellen, Makrophagen,
dendritische Zellen).[53, 113]

Bisher erwiesen sich einige angiogene Inhibitoren als geeignete Kandidaten in
der Tumortherapie, dazu gehéren Peptid- und Antikdrper-Integrinantagonisten,
anti-angiogene Proteine wie Endostatin, Matrix-Metalloprotease-Inhibitoren und

Hemmstoffe der angiogenen Wachstumsfaktoren.[22, 23, 43, 56]

Im HCC hat die Angiogenese aufgrund der starken Vaskularisierung eine

Schlusselrolle in Entwicklung, Wachstum und Metastasierung inne.[115]

Zu den Zelltypen, die in die Angiogenese involviert sind, z&hlen neben den
endothelialen Tumorzellen die HSCs (Hepatic Stellate Cells), die Bone Marrow-
Derived Endothelial Progenitor Cells und die Bone Marrow-Derived
Hemangiocytes.[48, 54, 85, 92]

Wichtige pro-angiogene Faktoren im HCC sind neben VEGF die Angiopoietine,
der Epidermal Growth Factor (EGF), der Platelet-derived Endothelial Cell
Growth Factor (PD-ECGF), der Fibroblast Growth Factor (FGF), Interleukin-8
(IL-8) sowie die Cyclooxygenase-2 (COX-2).[42, 86, 95, 98, 101, 103, 116]

Fur verschiedene anti-angiogene Substanzen konnte im Tiermodell und in
frihen klinischen Studien auch ein wachstumsinhibierender Effekt auf das HCC
nachgewiesen werden. Hierzu gehoéren der Tyrosinkinaseinhibitor PTK 787, das
Fumagillin-Analogon TNP-470, l6sliches Flt-1, Endostatin und der
monoklonalen VEGF Antikdrper Bevacizumab, in Kombination mit einer
Chemotherapie.[41, 68, 117]
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1.3 VEGF

1.3.1 Entdeckung von VEGF

Schon vor mehr als 100 Jahren ging man davon aus, dass das Tumorwachstum
von der Durchblutungssituation abhangt. Folkman stellte 1971 die These auf,
dass eine anti-angiogene Therapie als neuartiges Prinzip fur eine Inhibition des

Tumorwachstums geeignet sein musste.[30]

Daraufhin wurden einige angiogene Faktoren identifiziert, zu denen unter
anderem auch der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) gehort. VEGF

spielt eine zentrale Rolle in der Neoangiogenese von Tumoren.[30, 52]

VEGF wurde zuerst von Senger et al im Jahre 1983 als tumor vascular
permeability factor (VPF) beschrieben.[97] Man erkannte, dass VPF fur die
Durchlassigkeit von Plasmaproteinen in die Extrazellularmatrix des Tumors, die
Extravasation von Fibrinogen und die Aszitesbildung wichtig war. Der Name
vascular endothelial growth factor (VEGF) stammt von Ferrara und Henzel aus
dem Jahr 1989. Ihnen gelang die Isolation eines endothelialen Mitogens aus
follikularen Zellen der Rinderhypophyse. VEGF wies eine Wirksamkeit auf, die

400fach starker war als die von Histamin.
Nach Sequenzierung der cDNA stellte sich heraus, dass es sich bei VPF und

VEGF um dasselbe Molekul handelt.[28, 46] Die Bezeichnung VPF wird nicht

mehr verwendet.

1.3.2 Die VEGF-Familie

Zur VEGF-Familie gehtéren VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, PIGF-1 und
PIGF-2. VEGF-A ist ein wichtiger Koordinator des Wachstums von
Endothelzellen, die von Arterien, Venen und Lymphgefalen ausgehen. VEGF-A
besteht aus 8 Exons, durch variables Spleilien entstehen verschiedene
Isoformen wie etwa VEGF-121, VEGF-145, VEGF-165, VEGF-189, VEGF-206,

12



die unterschiedliche Eigenschaften aufweisen. So diffundiert VEGF-121 ins
Interstitium, da es nicht an die Extrazellularmatrix bindet, wahrend VEGF-165

an die Proteoglykane der Extrazelullarmatrix bindet.[27]

Die Hypoxie ist ein wichtiger Regulationsmechanismus der VEGF-Expression.
Dadurch kommt es zu einer Induktion des Transkriptionsfaktors HIF-1q,
(Hypoxie-induzierender Faktor 1a) der an die Promoterregion des VEGF bindet.
Dies resultiert in einer gesteigerten VEGF- Produktion.[6, 75] Auch eine
Mutation des ras-Onkogens fuhrt zu einer vermehrten VEGF-Expression.[88,
115]

VEGF hat viele verschiedene Funktionen, so tragt er zum Wachstum der
vaskularen Endothelzellen bei und fungiert auch gleichzeitig als protektiver
Faktor, da er die Apoptose verhindert. Des weiteren stof3t er die Bildung von
Bcl-2, einem anti-apoptotischen Protein, an und ist wichtig fiur die
Kapillarenbildung.

1.3.3 Die VEGF Rezeptoren

VEGF bindet an seine Rezeptoren VEGFR1 (Vascular Endothelial Growth
Factor Rezeptor 1), und VEGFR2 (Vascular Endothelial Growth Factor
Rezeptor 2), die sich auf der Oberflache von Endothelzellen befinden, sowie an
VEGFR3 (Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor 3), der auf
Lymphgefal3en lokalisiert ist. Auf Endothelzellen agiert Neuropilin-1 als Co-
Rezeptor von VEGFR2.[27, 115]

Die Rezeptoren gehdren zu der Familie der Klasse IlI-Rezeptor Tyrosinkinasen.
Von der Transmembranregion der Rezeptoren zeigen sieben Immunglobulin-
ahnliche Regionen in die extrazellulare Richtung, nach intrazellular weist eine
Tyrosinkinase-Domane. Uber eine Ligandenbindung erfolgt eine Dimerisierung
des Rezeptors mit anschlieRender Autophosphorylierung und Aktivierung der
intrazellularen Tyrosinkinasen, die verschiedene Signalkaskaden in der Zelle
anstofdt.[62, 65]
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1.3.4 Der Stellenwert von VEGF im HCC

Im HCC wurde VEGF zuerst von Mise et al im Jahr 1996 nachgewiesen.[77]
Inzwischen ist VEGF ein grindlich untersuchter angiogene Faktor im HCC. So
korreliert die VEGF-Expression im HCC mit der Mikrogefal3dichte und einem
niedrigeren mittleren Uberleben.[104, 110]
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14 Der Angiogeneseinhibitor VEGF Trap

Bei VEGF Trap handelt es sich um einen solchen l6slichen decoy Rezeptor, der

zirkulierendes VEGF abfangt.

VEGFR-1

VEGFR-2

VEGF Trap

Diagramm 3: VEGF Trap ist ein I6slicher decoy Rezep  tor. Hierbei bindet die zweite
Ig-Doméane des VEGFR1 und die dritte lg-Doméne des V' EGFR2 an die konstante Fc-

Region von humanem IgG1.[46]
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141 Herstellung von VEGF Trap

Ziel der Entwicklung von VEGF Trap durch die Arbeitsgruppe von Holash war
die Kombination der Bindungseigenschaften von VEGFR1 und VEGFR2. Bei
dem hierbei zunachst klonierten VEGFR1-Fc handelte es sich um einen
|6slichen Rezeptor, der aus den ersten drei Ig Domanen von VEGFR1, die an
die konstante Fc Region von humanem IgG1 binden, besteht. Er wirkt bei einer
500fach niedrigeren Konzentration als ein vergleichbares VEGFR2-Molekdl.
Allerdings wies VEGFR1-Fc schwierige pharmakokinetische Eigenschaften auf,
die zu einer hohen Toxizitat fuhrten.[49, 60] Bei der weiterentwickelten Form,
VEGF Traprirz, binden die zweite |g Domane des high affinity VEGFR1 und die
dritte Ig Doméne des low affinity VEGFR2 an die Fc-Region von menschlichem
IgG1. Zwei dieser Molekulle dimerisieren zu VEGF Trap.[49] Diese Variante, die
auch in der vorgelegten experimentellen Arbeit zum Einsatz kam, wird im
Weiteren als VEGF Trap bezeichnet. VEGF Trap kombiniert somit die gunstigen
Bindungseigenschaften der beiden VEGF-Rezeptoren und weist bessere

pharmakologische Eigenschaften als die urspringlichen Rezeptoren auf.[62]

1.4.2 Klinische Anwendungen von VEGF Trap

Bisher wurden verschiedene anti-angiogene Therapien getestet, dazu gehdren
Antikérper gegen VEGF, Antikérper gegen VEGF-Rezeptoren und
kleinmolekulare Hemmstoffe, sogenannte ,small molecule inhibitors* des
VEGF-Rezeptors.[31, 58, 87] Allein VEGF Trap erkennt die gesamte VEGF-
Familie, die VEGFR1 und VEGFR2 bindet, einschliel3lich des Placental Growth
Factors.[62]

In einer Phase-I klinischen Studie wurde die Wirksamkeit von VEGF Trap in
Patienten mit soliden Tumoren im fortgeschrittenen Stadium getestet. Die Gabe
erfolgte sechs mal wochentlich (50, 100, 200, 400 und 800 ug/kg KG), die

Hochtsdosis wurde ferner auch zweimal wochtenlich verabreicht.
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Es wurde zwar keine partielle oder vollstandige Remission erzielt, allerdings
erreichten 18 von 35 Patienten fir 10 Wochen eine Stabilisierung ihrer
Erkrankung.[102]

Dartber hinaus werden Therapieprotokolle mit VEGF Trap noch in anderen
Studien, wie etwa beim fortgeschrittenen Ovarial-Karzinom mit malignem
Aszites in einer Phase-lI-Studie getestet.[4] Unter der Therapie mit 4 mg/m?
VEGF Trap im zweiwochentlichen Abstand konnte eine Verdopplung der
Zeitspanne zwischen zwei Aszitespunktionen erreicht werden.[16] Beim
metastasierten Pankreas-Karzinom wird die Therapie mit VEGF Trap in einer
Phase-llI-Studie untersucht.[1] Auch bei Patienten mit nicht-kleinzelligem
Lungenkarzinom (NSCLC) wird VEGF Trap in Kombination mit Docetaxel in
einer Phase-lll-Studie getestet.[5]

Beim metastasierten Kolonkarzinom wurde eine Phase-llI-Studie mit VEGF
Trap, 5-FU und Irinotecan begonnen.[3] Im androgenunabhangigen
metastasiertem Prostatakarzinom findet im Rahmen einer Phase-IlI-Studie eine

Kombination aus VEGF Trap, Docetaxel und Prednison Anwendung.[2]

VEGF Trap findet auch in der Ophthalmologie Anwendung, so wurde es in der
Behandlung der altersbedingten Makuladegeneration und beim diabetischen
Makuladdem eingesetzt.[20, 83] In der Dermatologie wurden Erfolge in der

Psoriasistherapie verbucht.[114]
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15 Fragestellung der Arbeit

Bisher kann man nur wenigen Patienten mit einem HCC eine kurative Therapie
anbieten, da die Erkrankung zum Zeitpunkt der Diagnose meist schon
fortgeschritten ist. Hoffnungen setzt man in die Hemmung der Angiogenese,

besonders in die Inhibition von VEGF, der im HCC eine grof3e Rolle spielt.

Fur den VEGF decoy Rezeptor VEGF Trap, der fur die klinsche Anwendung in
der Ophathalmologie bereits zugelassen ist und derzeit in mehreren klinischen
Phase IlI-Studien zur Behandlung verschiedener solider Tumoren getestet wird,

liegen bislang keine Daten zur Behandlung des HCC vor.

In der vorliegenden Arbeit sollten in einem HCC-Xenotransplantat-Mausmodell
erstmalig Daten zur Eignung des Wirkstoffes fur die Behandlung des HCC
erhoben werden.

Primére Zielgrol3e war die Inhibition der Wachstumsgeschwindigkeit durch die
Gabe von VEGF Trap in zwei Dosierungsstufen im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe.

Durch die histologische Aufarbeitung der Tumoren sollten die Phanomenologie
der Behandlungseffekte beschrieben und erste Hinweise auf mdgliche

Wirkmechanismus gewonnen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

Im folgenden soll eine Ubersicht tiber das allgemeine Material fir die Zellkultur

gegeben werden:
- Pasteur-Pipetten (Fortuna, Poulten & Graf GmbH, Wertheim, Deutschland)
- Sterile Pipetten 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml
(Costar, Corning GmbH, Wiesbaden, Deutschland)
- Mikropipetten (Biohit, Helsinki, Finnland)
- Mikropipettenspitzen Safe Seal-Tips 10 pul, 100 pl, 200 pl, 1000 pl
(Biozym Diagnostik GmbH, Oldendorf, Deutschland)
- Zellkulturflaschen 260 ml (mittlere Grof3e)
(Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland)
- Handschuhe Safe Skin Satin Plus (Kimberley-Clark, Koblenz, Deutschland)
- Zentrifugen:
- Megafuge 1.0R mit Ausschwingrotor
(Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland)
- Megafuge 3.0R und Biofuge fresco
(Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland)
- Mikroskop: Olympus IMT-2
(Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg, Deutschland)
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LOosungen:
- Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium
(DMEM, Cambrex Bio Science, Verviers, Belgien):
Zu 450 ml DMEM npipettiert man 5 ml einer 200 mM L-Glutamin-Lésung
(Cambrex Bio Science, Verviers, Belgien) und 50 ml FCS (10 %).
- FCS (Fetales Kalberserum, Cambrex Bio Science, Verviers, Belgien)
- PBS: Zu 10 | Aqua bidest. gibt man 95,5 g Dulbecco’s PBS-Pulver
(Sigma- Aldrich GmbH, Taufkirchen, Deutschland).
- 0,2 g/l Kaliumchlorid (KCI)
- 0,2 g/l Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO,)
- 1,15 g/l Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
- 8 g/l Natriumchlorid (NacCl)
Samtliche Komponenten wurden von der Firma Merck KG, Darmstadt,
Deutschland, bezogen.
- Trypsin/ EDTA mit Phenolrot (Cambrex Bio Science, Verviers, Belgien):
Diese Losung enthéalt 0,25 g/l Trypsin.

Zum Auftauen der gefrorenen Zellen wird folgendes Material benétigt:
- DMEM
- Wasserbad: (GFL — Gesellschatft fir Labortechnik mbH, Burgwedel,
Deutschland)
- Zentrifuge : Megafuge 1.0R mit Ausschwingrotor
(Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland)

Die HuH7-Zellen werden von der Européischen Zellbank EC ACC bezogen und
auf Trockeneis geliefert. Die Zellen werden in einem 37<C warmen Wasserbad
aufgetaut. Anschliel3end pipettiert man 10 ml FCS-Lésung und zentrifugiert mit
200 U/min. Der Uberstand wird verworfen und das Zellsediment in frischer
FCS-LOsung in einer Zellkulturflasche ausgesat.
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Nach dem Auftauen erfolgt alle drei Tage eine Passage der Zellen. Hierzu
bendtigt man folgenden Substanzen:

- DMEM

- PBS

- Trypsin

Zuerst wird das alte Medium abpipettiert. Um das Medium vollstandig zu
entfernen, wascht man mit 5 ml PBS. Nun gibt man 1 ml Trypsin in die
Zellkulturflasche, damit sich die Zellen vom Flaschenboden I6sen. Hierfur ist es
wichtig, dass das Trypsin den Zellrasen komplett bedeckt. Losen sich die Zellen
vom Flaschenboden ab, pipettiert man DMEM mit 10 % FCS hinein. Das FCS

dient der Inaktivierung des Trypsins. Nun erfolgt die Passage der Zellen, um

schliefRlich die Flasche mit 13 bis 15 ml frischem Medium aufzufullen.

Um das Wachstum der Zellen zu Uberschauen, zdhlt man die Zellen in einer

Neubauer- Zahlkammer.

Diese Neubauer-Zahlkammer besteht aus einer Glasplatte, die in der Mitte eine
Vertiefung aufweist. In diese Vertiefung sind quadratische Felder eingelassen,

die dem Zahlen der Zellen dienen.

Folgendes Material wird benétigt:
- Deckglaser (Hecht-Assistent, Sondheim, Deutschland)
- Eppendorf-Tube Safe-Lock 1,5 ml
(Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland)
- Mikroskop Olympus IMT-2
(Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg, Deutschland)
- Neubauer- Zahlkammer (Hecht-Assistent, Sondheim, Deutschland)

- 0,4 % Trypanblau (Sigma- Aldrich GmbH, Taufkirchen, Deutschland)

21



Die Zellen werden mit PBS gewaschen. Zum Ldsen der Zellen vom
Flaschenboden pipettiert man 2 ml Trypsin hinein. Die Zellen gibt man in 8 ml
Medium, welches aus DMEM und 10 % FCS besteht. In einem Eppendorf-Cup
mischt man 10 pul dieser Zellsuspension mit 90 pl 0,4 %igem Trypanblau. Nun
legt man ein Deckglas auf die beiden Glasstege der Zahlkammer und pipettiert
seitlich einen Tropfen der Zellsuspension aus dem Eppendorf-Cup in den
Zwischenraum. Jetzt werden die vier gro3en Eckquadrate unter dem Mikroskop
ausgezahlt, es wird nur der linke und der obere Rand der Quadrate mitgezahlt.
Liegen Zellen Ubereinander, so werden sie als eine Zelle gewertet. Es werden
nur die vitalen (wei3en) Zellen gezahlt, erscheinen die Zellen blau, so sind sie

abgestorben.
Die Zellzahl wird nach folgender Formel berechnet:

Zellzahl/ml = durchschnittliche Zellzahl je Eckquadrat x 10* x 10

Ein groRes Quadrat hat ein Volumen von 10“ cm®. Die Verdiinnung der
Zellsuspension mit dem Trypanblau liegt bei 1:10. Die durchschnittliche Zellzahl
erhalt man Uber die Endsumme der Auszdhlung dividiert durch die vier

Quadrate.
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2.2 Tierversuch

2.2.1 Fallzahlabschatzung zum Tierversuch

Ziel des Tierversuches ist die Hemmung des Tumorwachstums mit dem

Angiogenesehemmer VEGF Trap in einem HuH7- Xenograft-Modell.

Fur die Planung des Tierversuches werden die Erwartungswerte der
Kubikwurzel der Tumorvolumina benétigt. Am ersten und zehnten Tag der
Behandlung werden die Erwartungswerte mithilfe der Ellipsoidformel bestimmit:
2 2
DA S
2 2

-1=0
a’ b?> ¢

a, b und c seien die Halbachsen.

Es wird von einer Gaul3schen Normalverteilung ausgegangen. Die Abschatzung
der jeweiligen Wachstumskurven erfolgt tGber die Annahme einer nicht-linearen
Regression, das heil3t, es werden eine Vielzahl nicht linearer Modelle zur
Abschatzung der Wachstumskurve und deren mittlerer Parameter
herangezogen. Mit Zuhilfenahme eines Konfidenzintervalls werden die
fehlenden Werte von Tag 14, dem Zieltag der statistischen Planung, fur die
Endauswertung abgeschétzt. Zur Ermittlung nicht mehr vertretbarer

TumorgréRen wird auf das Modell von Kaplan und Meier zurtickgegriffen.

Der Konfidenzgrad der Konfidenzintervalle soll bei 0,95 liegen. Der F-Test soll

das Signifikanzniveau 5 % mit einer Power von 0,8 haben.
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Von friheren Versuchsergebnissen aus der Arbeitsgruppe liegen Daten zum

Wachstumsverhalten der Tumore im Tiermodell vor.

Die Fallzahl wird unter der Annahme berechnet, dass in der ,low dose®
Behandlungsgruppe das Tumorwachstum auf die Halfte reduziert wird und in
der ,high dose* Behandlungsgruppe auf ein Viertel. Somit betragt die
Gruppenanzahl n; = 10 Tiere pro Gruppe. Laut Plan werden vier Tiere an Tag
14 fr die histologische Auswertung euthanasiert. Da die Tumorimplantation nur
in 80 % zum Erfolgt fuhrt, teilt man die 34 Tiere noch durch 0,8. Insgesamt

erhalt man dadurch eine Tierzahl von 43.

Die statistischen Berechnungen werden mit der JMP IN 5.1 Software
durchgefuhrt. (SAS Institute Inc. Cary NC 2003)

Fur die geblockte Randomisierung werden vom Institut fir Medizinische
Biometrie Randomisierungslisten erstellt. Die Verblindung wird erst nach

Auswertung der Versuche aufgehoben.
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2.2.2 Ablauf des Tierversuchs

Die Durchfihrung des Tierversuches wird unter dem AZ M1/07 vom
Regierungsprasidium Tubingen genehmigt.

Der Tierversuch wird in einem Xenotransplantat-Mausmodell durchgefihrt.
Weibliche Balb/cOlaHsd Foxnlnu/nu-Mause im Alter von acht Wochen werden
von Harlan Winkelmann, Borchen, bezogen. Die 43 Tiere werden in der
Tierhaltungsanlage der UKT-Kinderklinik in Gruppen von sechs Tieren in
einzelbellifteten Kafigen unter SPF-Bedingungen gehalten (12 Stunden Tag-
Nacht-Rhythmus, freier Zugang zu Trinkwasser und Standard-Kost). Die
tierarztliche Betreuung erfolgt durch die Mitarbeiter der Einrichtung fir

Tierschutz, Tierarztlichen Dienst und Labortierkunde der Universitat.

In diesem Modell kann etwa 14 Tage nach subcutaner Implantation der
humanen Hepatomzellen der Linie HuH7 in ca. 80 % der Tiere mit einem

Anwachsen tastbarer Tumoren gerechnet werden.

Der Versuch besteht aus drei unterschiedlichen Behandlungsgruppen, die erste
Gruppe erhalt eine niedrige Dosierung des Wirkstoffes VEGF Trap (,low dose®;
2,5 mg/kg Korpergewicht), die zweite Gruppe eine hohe Dosis (,high dose*;
25 mg/kg Korpergewicht). Die dritte Gruppe fungiert als Kontrollgruppe, es wird
humanes Fc- Fragment in einer Dosierung von 25 mg/kg Korpergewicht

appliziert.
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Tag -15| Subkutane Implantation des HuH7- Tumors in 43 Tiere |

| Bei 35 Tieren ist der Tumor angewachsen |
Tag O 11 Tiere 11 Tiere 11 Tiere
Jow dose* Kontroll- »high dose"
Behandlungs- UDDe Behandlungs-
gruppe grupp gruppe
Tag 19 | Versuchsende, alle Tiere werden euthanasiert

Diagramm 4: Schematischer Ablauf des Tierversuchs.

Zu Beginn werden die HuH7-Zellen aufgetaut und in Kultur genommen. Es
erfolgt die erneute Passage der 20 Flaschen HuH7-Zellen, diese werden sechs
Tage spater geerntet. Die Zellzahl belauft sich auf 1,4 * 10’ Zellen pro Flasche.
Die Zellen werden in DMEM gewaschen und auf 5 * 10° Zellen pro 100 pl
eingestellt. Als nachstes wird die Zellsuspension (5,6 ml) auf drei Kryordhrchen

verteilt.

Anschliel3end werden 100 pl Zellsuspension pro Maus s.c. rechts paravertebral
injiziert.

15 Tage spater sind bei 35 Tieren die Tumoren auf einen mittleren
Durchmesser von 10 mm angewachsen. Die Tiere werden mithilfe eines
Permanent Markers mit Nummern versehen. Das Ranking erfolgt nach
TumorgréRe. Tier Nr. 16 und Tier Nr. 43 werden vom Versuch ausgeschlossen,
da ersteres einen Uberdurchschnittlich groBen Tumor und letzteres zwei

Tumoren aufweist.
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Die Tiere werden nach der Randomisierungsliste geblockt randomisiert. Da bei
mehr Tieren als erwartet Tumoren angewachsen waren, befinden sich nun in
jeder Behandlungsgruppe elf statt der urspringlich angenommenen zehn
Tiere. Die Gruppe der acht unbehandelten Tiere wird weiter beobachtet, bei vier

Tieren kommt es zum Anwachsen eines Tumors.

Die Mause werden ab dem ersten Versuchstag taglich gewogen und Lange,
Breite und H6he der Tumoren mit einem Messschieber vermessen. Die erste
Injektion VEGF Trap s.c. erfolgt links paravertebral mit einem Volumen von

100 pl an Tag 1 des Tierversuches.

Im Rahmen der ersten Wirkstoffgabe kommt es durch eine Verwechslung der
Tiere 40 und 42 zu einer Protokollverletzung, die sofort bemerkt wird. Die
Gruppenzuordnung dieser beiden Tiere wird daher nicht gemald dem
Randomisierungsprotokoll, sondern entsprechend der Erstgabe des Wirkstoffes
fortgefihrt.

Am folgenden Tag werden die Tumorgrof3en per Messschieber und das
Gewicht aller Tiere erfasst. Es findet auf3erdem die Euthanasie der Tiere 16 und
43 (in Ather-Narkose) statt. Die Tumoren werden explantiert und je zur Halfte in
Formalin fixiert und kryokonserviert. Eine intracardiale Blutentnahme wird
ebenfalls durchgefihrt, schlie3lich wird das Blut in Sarstedt Monovetten fir

Serum abzentrifugiert und das Serum in 30 pl Aliquots kryokonserviert.

Das dreidimensionale Vermessen der TumorgréRen und die Gewichtsmessung
werden taglich mit dem Messschieber bzw. einer elektronischen Waage
durchgefuhrt. Um Messfehler im Rahmen zu halten, wird die Messung immer
vom gleichen Untersucher vorgenommen. Falls nétig, werden die Tiere bei der

Messung neu beschriftet.

Drei Tage nach der ersten VEGF Trap Injektion erfolgt die zweite Gabe, hierbei
tritt bei Tier 6 wieder etwas injizierte Flussigkeit aus dem Stichkanal aus,

weshalb ca. 30 ul VEGF Trap nachinjiziert werden.
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Insgesamt finden sechs Injektionen statt, vier Tage nach der letzten Injektion
wird der Tierversuch beendet und alle Tiere euthanasiert. Neben der
Tumorentnahme fur die Formalin- und Kryokonservierung werden auch Milz,
Leber und Lunge kryoasserviert. Schliel3lich erfolgt eine intracardiale
Blutentnahme und Fotodokumentation der Tiere.

2.2.3 Auswertung des Tierversuches

Zur Auswertung des Tierversuches werden ein Fisher- Test, ein t-Test, sowie

ein Tukey- Kramer- Test durchgefiihrt.[112]
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2.3 Tumorasservierung

Eine Asservierung in Formalin erfolgt neben den Tumoren auch von Milz,

Leber, Lunge und Peritoneum.

Die andere Halfte der Tumoren wird bei —-80C kryok onserviert. Das Blutserum

wird ebenfalls bei —80T gelagert.

2.3.1 Kryokonservierung

Material:

- Kryo-Réhrchen

- Tissue Teck (Tissue Tek O.C.T. Compound, Embedding Medium For Frozen
Tissue Specimens, Miles Inc. Diagnostics Division, Elkhart, USA)

Kryokonserviert werden Tumor-, Leber- und eine Peritoneumprobe. Sie
werden sofort nach der Entnahme in Tissue Teck gebettet und in Kryo-
Rohrchen bei —80C gelagert.

2.3.2 Formalinkonservierung

Material: Formalin 4 %

Aul3er den Tumorproben werden auch Leber-, Lunge- und Peritoneumproben in
Formalin asserviert. Der Zuschnitt der Proben erfolgt im Institut fir Pathologie
der Universitatsklinik Tubingen. Die zugeschnittenen Gewebeproben werden
nun fir 12 Stunden in 4 % gepuffertem Formalin fixiert. Anschlie3end erfolgt

eine Inkubation in einer aufsteigenden Alkoholreihe:
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45 Minuten 70 %ige Isopropanol-Lésung

1 Stunde 96 %ige Isopropanol-Lésung in Aqua dest.
1 Stunde 96 %ige Isopropanol-Lésung in Aqua dest.
1 Stunde 100 %ige Isopropanol-Lésung in Aqua dest.
1 Stunde 100 %ige Isopropanol-Lésung in Aqua dest.
1 Stunde 100 %ige Isopropanol-Losung

1 Stunde 100 %ige Isopropanol- Lésung

1 Stunde in Xylol

1,5 Stunden in Xylol

30 Minuten in 60C heiRem Paraffin

30 Minuten Paraffin

1 Stunde Paraffin

1,5 Stunden Paraffin

Danach wird das Gewebe eingeblockt.

2.4 Anfertigen von Kryoschnitten

Fur die Herstellung der Kryoschnitte werden die bei —80<T tiefgefrorenen
Tumoren Uber Nacht bei —-20C gelagert. Sobald das Kryotom eine
Betriebstemperatur von —20<C erreicht hat, wird der zu schneidende Tumor auf
den Schneidetrager mithilfe eines Tropfchens Tissue Teck aufgefroren. Nun
werden 7 um dicke Schnitte angefertigt, die auf Objekttrager gebracht wurden.

Die Schnitte trocknen eine Stunde Stunde bei Raumtemperatur.

Danach werden sie entweder bei —20C konserviert oder fir Farbungen

verwendet.
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2.5 Histopathologie und Immunhistochemie

251 HE- Farbung

Die Paraffinschnitte werden anschlieRend noch einer HE- Farbung unterzogen.
Reagenzien:

- Mayers Hamatoxylin (Bio Optica, Milano SpA , Mailand, Italien)
- Eosin (Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Ablauf:

Entparaffinieren

2 mal Xylol je 15 Minuten

2 mal 100 % Ethanol je 5 Minuten

2 mal 96 % Ethanol je 5 Minuten

2 mal 70 % Ethanol je 5 Minuten

Aqua dest. fur 5 Minuten

Anschliel3end farbt man fir 2 Minuten in Hamatoxylin.

10 Minuten in Leitungswasser zum Blauen

5 Minuten Eosin

1 Minute 96 % Ethanol

2 mal 3 Minuten 100 % Ethanol

2 mal 5 Minuten Xylol

Das Gewebe wird zum Schluss mit Pertex eingedeckt.
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2.5.2 Auswertung der Nekroseanteile und der Hamorrhagien

In den HE-gefarbten Schnitten erfolgt die Auswertung der Nekroseflache. Es
soll gezeigt werden, ob Nekroseanteil und Behandlungsgruppe miteinander

korrelieren.

Die Schnitte werden unter einem Zeiss Axioplan Mikroskop bei 1,25-facher
VergroRerung betrachtet und mit einer ProgRes C10 plus Fotokamera
fotografiert. Die Vermessung des Schnitts erfolgt an einem Flex Scan M1700
Multi Edge Monitor von EIZO mithilfe der Bildsoftware Image Access Enterprise
6 von der Imagic Bildverarbeitung AG, Glattbrugg, Schweiz. Taglich wird vor

jeder Auswertung eine Eichung vorgenommen.

Zuerst wird die gesamte Flache des auf dem Schnittpraparat erfassten
Gewebes vermessen, anschlieRend werden unter dem Mikroskop die
nekrotischen Teilflachen des Tumors aufgesucht und am Bildschirm

ausgemessen. Die Messwerte werden in eine Excel-Tabelle Gbertragen.

Ist es nicht moglich, den Schnitt aufgrund seiner Gro3e vollstandig auf dem
Bildschirm abzubilden, so wird er in Teilflachen unterteilt und dann die
Nekroseareale bestimmt. Zur Auswertung der Nekrosen wird ein t-Test

durchgefuhrt.

Bei der Betrachtung der HE-Praparate fallen in einem Teil der Schnitte
ausgedehnte Hamorrhagien auf. Um zu klaren, inwieweit das Ausmal’ dieser
Hamorrhagien mit der Art der Behandlung korreliert, wird eine Auswertung
durchgefuhrt. Anhand der HE-Farbungen wird von zwei unabhangigen
Untersuchern eine verblindete Auswertung der Hamorrhagien vorgenommen.
Die Auswertung erfolgt anhand einer drei-Punkte Scala von 1 (wenig
Einblutungen) bis 3 (viele Einblutungen). Die Ubereinstimmung der Betrachter
wird Uber ein x mit asymptotischem 95 %-Konfidenzintervall gemessen, der

Anteil an Ubereinstimmungen mittels der Blyth-Still-Casella Cl Methode.[12]

Der durchschnittiche = Hamorrhagie-Score  wird  benutzt, um  die
Behandlungsgruppen per Kruskal-Wallis-Test zu Gberprufen. Die Berechnungen
erfolgten mithilfe des Programms StatExact 8.0.0 (Cytel Inc. 2007).
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2.5.3 GefalRendothelfarbung

Zur Darstellung der GefalRe in den Tumorschnitten wurde auf zwei
unterschiedliche Farbungen zurlckgegriffen, die Alkalische Phosphatase-
Farbung und die Meca-32-Farbung. Ziel ist der Nachweis einer Korrelation von

Gefallanzahl und Behandlungsgruppe.

2.5.3.1 Alkalische Phosphatase (AP)-Féarbung

Material fur die Alkalische Phosphatase-Farbung:

- Aqua dest.

- Naphtholphosphat: Naphthol- AS-Bi- Phosphate, Sodium Salt, No. N-2250
(Sigma Chemical Company, St. Louis, USA)

- Fast Red: Fast Red TR Salt, S-Chloro-2-Toluenediazonium Chloride Hemi
Zinc Chloride, No. F-1500 (Sigma Chemical Company, St. Louis, USA)

- Magnesiumsulfat (MgSQ,): Magnesiumsulfat- Heptahydrat
(Merck, Darmstadt, Deutschland)

- Borsaure (H3BO3) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

- Natronlauge (NaOH) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

- Hamatoxylin (Merck, Darmstadt, Deutschland)

- Aceton (Merck, Darmstadt, Deutschland)

- Methanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)

- Fettstift: InlmEdge Pen (Vector Laboratories, Inc. Burlingame, USA)

- Eindeckelungsmittel: Fluor Save TM Reagent
(EMD Biosciences, Inc. La Jolla, USA)

- Objekttrager: Super Frost Objekttrager
(R. Langenbrick, Labor- und Medizintechnik, Teningen, Deutschland)

- Deckglaser: Starke 24*50 mm, Glasdicke 0,08 - 0,12 mm. (G. Menzel,

Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG, Braunschweig, Deutschland)
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Herstellung des Puffers:

172,2 mg MgSO, und 167 mg H3BO3; werden mit einer Feinwaage abgewogen
und dann mit Aqua dest. auf ein Volumen von 80 ml aufgefullt. Tropfchenweise
gibt man NaOH hinzu, bis man einen pH-Wert von 9,2 erreicht hat.

Abschlie3end fullt man die Lésung auf 100 ml auf.

Herstellung der Féarbeldsung:

20 mg Naphtholphosphat werden mit Methanol bis zu einem Volumen von
10 ml ergénzt.

100 mg Fast Red werden mit der oben beschriebenen Pufferlésung auf 10 ml
aufgefillt.

Die bei —80° C gelagerten Tumor- und Leberproben werden auf eine
Temperatur von —20° C gebracht und im Kryotom bei —18° C gelagert. Es
werden 7 um und 10 um dicke Schnitte angefertigt. Diese werden eine Stunde
bei Raumtemperatur getrocknet. Danach werden die Schnitte entweder bei
-20° C aufbewahrt oder fur die Alkalische Phosphata se-Farbung verwendet.
Besonders die 7 um dicken Schnitte eignen sich fiur die Farbung, da das

Gewebe bei dieser Dicke nicht so sehr einreif3t.

Wahrend die Schnitte trocknen, stellt man in 1 ml Eppendorf-Cups die
Farbeverdinnung her, bestehend aus 75 pl Fast Red, 75 pl Naphtholphosphat
und 850 ul Puffer. Ein weiteres Eppendorf-Cup enthalt lediglich den Puffer als

Ansatz zur Kontrolle.

Nach der Trocknungsphase werden die Objekttrager fur zwei bis drei Minuten in
-20C kaltes Aceton gestellt. Als nachsten Schritt kreist man die einzelnen
Schnitte auf den Objekttragern mit dem Fettstift ein. AnschlieRend werden die
Schnitte fir 30 Sekunden mit dem Puffer befeuchtet. Die Pufferlésung kippt
man bei allen Objekttragern aufler den Kontrollen wieder ab und die

Farbeverdiinnung wird auf die Schnitte gegeben.
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Nun inkubiert man die Schnitte fur eine Stunde in einer feuchten Kammer bei
37C. Nach der Inkubation wird die Flussigkeit abge kippt und die Schnitte
werden fur funf Minuten mit Aqua dest. gewaschen. Anschliel3end erfolgt eine
Farbung mit Hamatoxylin fur zwei Minuten. Die Objekttrager werden danach
unter flieBendem Leitungswasser so lange gewaschen, bis das Wasser ganz
klar ist. Die Objekttrager missen noch feucht sein, wenn man das
Eindeckelungsmittel auf die Deckglaschen gibt und die Schnitte damit

verschliefit.

253.1.1 Auswertung

Die Schnitte werden bei 10-facher VergroRerung betrachtet. Fur die
Quantifizierung der GefalRe werden pro erfasstem Schnittpraparat vier
Gesichtsfelder ausgewertet. Fir den Herstellernachweis des Mikroskops, der

Fotokamera, des Scanners und der Bildverarbeitungssoftware siehe 2.5.2.
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2.5.3.2 Meca32- Farbung

Material fur die Meca32- Farbung:
- PBST: PBS wird 1:10 mit VE-Wasser verdinnt und 1 ml Tween
hinzugegeben.
- Tween (Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
- H,O,/ MeOH (Dako Denmark AlS, Glostrup, Ddnemark)
- Mausserum/ Ziegenserum: selbst gewonnen
- 1. Antikorper: Meca32 (BD Pharmingen San Diego, USA)
- 2. Antikorper (Ratte) (Vector Laboratories Inc. ,Burlingame, USA)
- DAB Reagenz: 3,3’ Diaminobenzidin
(Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA)
- ABC- Reagenz: Avitin- Biotin-Complex.
(Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA)
- Hamatoxylin (Dako Denmark AIS, Glostrup, Danemark)
- PapPen (Dako Denmark AlS, Glostrup, Danemark)
- Objekttrager: Super Frost Objekttrager
(R. Langenbrick, Labor- und Medizintechnik, Teningen, Deutschland)
- Deckglaser: Starke 24*50 mm, Glasdicke 0,08- 0,12mm
(G. Menzel, Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG, Braunschweig,
Deutschland)

Die bei —-20C gelagerten Gefrierschnitte werden 30 Minuten bei
Raumtemperatur aufgetaut. Es ist ratsam, zu den Objekttragern ein kleines
Kissen aus Kieselgel (aus Zellstoff ein Kissen formen, in das man die Kieselgel-
Kigelchen gibt) zu legen. Das Kieselgel nimmt die beim Auftauprozess

enstehende Feuchtigkeit auf und schitzt dadurch die Schnitte.
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Als né&chstes inkubiert man die Schnitte zehn Minuten lang mit —20C kaltem
Aceton und lasst sie dann 30 Minuten trocknen. AnschlieBend werden die
Objekttrager mit PBST befeuchtet, um sie danach fur 15 Minuten in 0,3 %iger
Losung von H,O,/MeOH (Wasserstoffperoxid/Methanol) inkubieren zu lassen.
Danach wascht man drei mal funf Minuten lang mit PBST. Schliel3lich werden
die Schnitte mit einem PapPen Fettstift umrandet. Nun werden die Schnitte mit
10 % Mausserum/Ziegenserum geblockt, um unspezifische Bindungen
abzufangen. Nach einer Stunde Einwirkzeit gibt man den ersten Antikorper, das
Meca32 (Iso rat, das 1:10 mit PBST verdunnt wird), ebenfalls fur die Dauer von
einer Stunde auf die Schnitte. Der Meca32-Antikorper richtet sich gegen
panendotheliales Antigen. Anschliel3end wéascht man die Objekttrager drei mal
fur funf Minuten mit PBST, um dann den zweiten Antikdrper auf die Schnitte zu
geben. Hierbei handelt es sich um einen anti-Ratte-Antikérper, der 1:250 mit
PBST verdunnt wird und gegen den Fc-Teil des ersten Antikdrpers gerichtet ist.
Auch der zweite Antikdrper wirkt eine Stunde lang ein. Danach inkubiert man
die Schnitte fur 30 Minuten mit einem ABC- Reagenz bei Raumtemperatur.
Wieder wascht man mit PBST fur drei mal fiunf Minuten. Die Entwicklung erfolgt
mithilfe eines DAB- Reagenz, die Dauer der Einwirkzeit wird unter dem
Mikroskop kontrolliert und liegt zwischen zehn und 30 Minuten. Ist die Féarbung
intensiv genug, so inkubiert man die Schnitte in Leitungswasser und stoppt
damit die Reaktion des DAB- Reagenz. Die Gegenfarbung erfolgt mit
Hamatoxylin, in welches die Objekttrdger nur kurz eingetaucht werden. Nun
spult man die Objekttrager gut mit Leitungswasser und deckelt sie mit einem
wasserloslichen Eindeckmittel ein, z. B. Aquatex. Das Eindeckmittel muss

wasserloslich sein, da das ABC- Substrat nicht I6sungsmittelbestandig ist.

253.2.1 Auswertung

Die Auswertung ist nicht erfolgt, da der Versuch fehlgeschlagen ist. (siehe auch
4.4.2)
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254 MIB-1-Farbung

Zur Untersuchung der Proliferation der Tumorzellen wird eine MIB-Farbung
durchgefiihrt. Es soll gezeigt werden, ob die Proliferation und die

Behandlungsgruppen voneinander abhangig sind.

Der MIB-1-Antikorper fungiert als ein monoklonaler muriner Referenz-Antikorper
fur die Detektion des Ki-67-Antigens in Paraffinschnitten. Ki-67 wird lediglich
wahrend der aktiven Phasen des Zellzyklus (G1-, S-, G2- und M- Phase)
exprimiert, nicht in der GO-Phase. Nur wenn sich die Zelle in der Interphase
befindet, kann das Antigen im Nukleus nachgewiesen werden. Wéahrend der

Mitose wird das Antigen auf der Oberflache der Chromosomen exprimiert.

Die MIB-Farbung wird im Institut fir Pathologie der Universtitatsklinik Tubingen
durchgefuhrt, verwendet wird der Ventana Immunostainer, Bench Mark XT
Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA.

Material:

- EZ-Prap-Losung (Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA)

- MIB-1-Antikorper: Monoclonal Mouse Anti Human Ki-67 Antigen
(Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark)

- Detection Kit (Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA)

- Liquid Cover Slip

- Tris Puffer: selbst hergestellt

- 3-Hamatoxylin (Shandon, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA)
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Es wird zuerst eine Entparaffinisierung der Objekttrager mit der
EZ-Prap-Losung durchgefihrt. Nach jedem der folgenden Arbeitsschritte wird
ein Liquid Cover Slip auf die Schnitte aufgetragen, um sie vor Austrocknung zu
schutzen. AnschlieRend erfolgt eine Hitzevorbehandlung zur Freilegung der
Epitope bei 95T fur acht Minuten. Die Objekttrager werden dann bei einem
pH von 8,4 in Tris Puffer inkubiert. Nun wird der MIB-Antikérper fur 32 Minuten
bei 37C aufgetragen. Bei dem Antikorper wird nach der Avitin-Biotin Methode
als Enzym vorgegangen. MIB-1 positive Kerne erscheinen unter dem Mikroskop
braun. Die Gegenfarbung erfolgt mit einer Hamatoxylinfarbung nach Gill's.
Hierfir werden zu 7 ml Hamatoxylin (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA) 10 ml Eisessig pipettiert und mit 12 ml Aqua dest. aufgeflillt. Die Schnitte
werden fur acht Minuten gegengefarbt, die Zellkerne erscheinen unter dem
Mikroskop blau. Um den Olfilm abzuwaschen, inkubiert man die Objekttrager in
warmem  Pril-Leitungswasser, danach fur funf Minuten in kaltem
Leitungswasser. Nun durchlaufen die Schnitte noch eine aufsteigende
Alkoholreihe:

2 mal 2 Minuten in 70 % Isopropanol
2 mal 2 Minuten in 90 % Isopropanol
4 mal 2 Minuten in 100 % Isopropanol

Abschliel3end inkubiert man noch fur vier mal zwei Minuten in Xylol, versiegelt

werden die Schnitte mit Aquatex.

2541 Auswertung

Bei einer 40-fachen Vergréf3erung wird in acht Kreisen a 50 um, die zufallig
Uber den Schnitten verteilt werden, eine Auszahlung der positiven
(dunkelbraunen) und negativen (blauen) Zellen vorgenommen. Es werden
Schnitte von allen Tumoren ausgezahlt. AnschlieRend erfolgt eine Ubertragung
der Werte in eine Excel-Tabelle. Zur Auswertung der Proliferation wird ein

Wilcoxon-Test durchgefihrt.
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255 Untersuchung der Apoptose mittels Caspase-Farbung

Anhand der Farbung auf aktivierte Caspase-3 wird eine Untersuchung
apoptotischer Zellen vorgenommen. Ziel ist der Nachweis einer Korrelation von

Apoptose und Behandlungsgruppe.

Material:

- Ventana Immunostainer Bench Mark XT
(Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA)

- EZ Prep (Ventana, Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA)

- aktivierte Caspase-3 (DCS Innovative Diagnostik- Systeme GmbH u.
Co.KG Poppenbdtteler, Hamburg)

- Reaktionspuffer (Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA)

- CC2- Puffer (Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA)

- Diluent (Zytomed Systems GmbH, Berlin, Deutschland)

- i-View DAB Detection Kit
(Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA)

- Cytoseal XYL (Microm, Microm Micromarketing-Systeme und Consult
GmbH, Neuss, Deutschland)

- Eindeckautomat CTM6 (Microm, Microm Micromarketing-Systeme und

Consult GmbH, Neuss, Deutschland)
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Die Farbung wird im vollautomatisierten Ventana Immunostainer Bench Mark
XT durchgefuhrt. Jedem Vorgang folgt eine Spulung mit Trispufferlésung bei
einem pH-Wert von 7,6 bis 7,8. Zunachst erfolgt die Vorbehandlung mit
EZ Prep, einer wassrigen Losung, zur Entparaffinierung bei einem pH- Wert von
7,0. Die anschliel3ende Denaturierung wird mit einem Citratpuffer bei pH 6 und
90T durchgefuhrt. Der aktivierte Caspase-3-Antikor per wird 1:200 in Diluent
verduinnt. Die Objekttrager werden fir 32 Minuten bei einer Temperatur von
37T inkubiert. Die Detektion erfolgt mit dem i-vie w DAB Detection Kit, einem
Nachweissystem basierend auf einem biotinyliertem Sekundarantikdrper mit
Streptavidin-gekoppeltem HRP-Komplex mit DAB als Substrat. Zur Kernfarbung

wird eine Hamatoxylinfarbung nach Gilles angewendet.

Die nachfolgende Dehydrierung findet auf3erhalb des Ventana Immunostainers
statt, sie wird manuell durchgefihrt. Die Schnitte durchlaufen eine aufsteigende

Alkoholreihe, hierbei wird folgendermaf3en vorgegangen:

70 % Alkoholldsung je 2 mal 2 Minuten
96 % Alkoholldsung je 2 mal 2 Minuten
100 % Alkohollésung je 2 mal 2 Minuten
Xylol 4 mal 2 Minuten

Die Eindeckelung erfolgt im Eindeckautomaten CTM6 mittels Cytoseal XYL.

2551 Auswertung

In die Auswertung werden nur solide vitale Tumorareale einbezogen. Es
werden jeweils zwei Runden a 10 ,high power fields* ausgezahlt, um einen
"learning" Effekt bzw. ein Driften bei der Auswertung zu vermeiden. Nur Zellen,

die eine Tumorzellmorphologie zeigen, werden gewertet.
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2.6 Untersuchungen des Serums

2.6.1 VEGF-Serumspiegel

Um frei zirkulierendes VEGF im Serum nachzuweisen, erfolgt bei der
Euthanasie der Tiere eine intracardiale Blutentnahme. Uber ein ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) wird der Serumspiegel quantifiziert. Der ELISA
wird von der Firma Regeneron durchgefihrt. Es soll Uberpruft werden, ob

Serumspiegel und Behandlungsgruppe voneinander abhangig sind.

2.6.2 Komplexbildung aus VEGF und VEGF Trap

Zur Quantifizierung des Komplexes aus VEGF und VEGF Trap in den
Behandlungsgruppen wird von der Firma Regeneron ein ELISA durchgefihrt.
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2.7 SRB- Assay zur Untersuchung der Zytotoxizitat von VEGF Trap

Um die toxische Wirkung von VEGF Trap auf die Tumorzellen zu untersuchen,
wird ein SRB-Assay durchgefiihrt. Ziel des Versuches ist der Nachweis, dass
VEGF Trap keine direkte zytotoxische Wirkung auf vitale Tumorzellen hat. Als
Kontrollsubstanz wird humanes Fc-Fragement in gepufferter PBS-LOsung

verwendet.

Der SRB-Assay wird in Konzentrationen von 0,00; 0,01; 0,1; 10 und
100 ug VEGF Trap/ml bzw. humanem Fc-Fragment in 24 Well Platten getestet.
Bei den statistischen Auswertungen werden in Varianzanalysen die
EinflussgréRen Wirkstoff, Kontrolle, Wiederholungen der Versuche und
Konzentrationen bezogen auf den Wirkstoff untersucht. Die Hypothesen werden
getestet; die Normalitdt durch einen Normalen-Quantilen- Plot sowie die
Varianzhomogenitat und die Unabhangigkeit in einem Streudiagramm der

Residuen der vorhergesagten Werte.

Material:
- Extraktionslosung: 10 mM Tris-Base (pH bei 10,5)
1,211 g Tris Base werden mit Aqua bidest. bis zu einem Volumen von
1 | aufgefullt.
- Farbeldsung: 0,4 %ige SRB
(Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland)
Zu 100 ml 1 %iger Essigsaurelésung gibt man 0,4 g Sulforhodamin B.
- Fixierlosung: 10 %ige Trichloressigséure (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Mit Aqua bidest. werden 100 g Trichloressigsaure auf ein Volumen
von 1 | aufgefillt.
- Pufferlésung: PBS- Puffer
- Waschlésung: 1% ige Essigsaureldsung (Merck, Darmstadt, Deutschland)

10 ml Essigsaure (konz.) werden mit 990 ml Aqua bidest. auf 1 | aufgefullt.
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Die Dauer des Versuchs ist auf funf Tage angelegt. Pro 24-Well Platten werden
20000 HuH7- Zellen ausgeséat. Die Konzentrationen belaufen sich auf 0; 0,01;
0,1; 1; 10; 100 pg/ml VEGF Trap. Die Zellen werden bei 36,5C inkubiert. Am
zweiten Tag findet ein Mediumwechsel statt, das heiRt, der Uberstand an
Losung wird vorsichtig abpipettiert, ohne den Boden der Wells zu berihren.
Anschliel3end wird neues Medium hinzugegeben.Unter dem Mikroskop beurteilt
man die Zellen. 48 Stunden danach wird ein weiterer Mediumwechsel
durchgefuhrt. 72 Stunden nach dem zweiten Mediumwechsel (also 120
Stunden nach Versuchsbeginn) wird der Versuch beendet.

Zum Abstoppen des Versuches werden die 24-Well-Platten auf Eis gekihlt, die
toten Zellen entfernt man durch Waschen mit gepufferter PBS-Losung. Die
vitalen Zellen werden durch 30 mindtige Inkubation in 4T kalter
Trichloressigsaure-(TCA) Losung gebunden. Durch viermaliges Waschen mit
Leitungswasser sind die Zellen frei von TCA- Rickstdnden und kénnen nun bei
37<C trocknen.

Als néchster Schritt werden am folgenden Tag die getrockneten Zellen gefarbt.
Fur eine Dauer von 10 Minuten wird nun bei Raumtemperatur je 250 pl
0,4%iger SRB- Farbstoff auf die Zellen gegeben. Uberschiissiger Farbstoff, der
von den Zellen nicht aufgenommen wurde, wird durch Hinzugeben von 1%iger
Essigsaureldosung entfernt. Nun trocknen die Zellen fir mindestens sechs
Stunden bei 37TC. Den restlichen Farbstoff entfernt man mit 10 mM Tris-Base,
dazu werden die Wells auf Eis gelagert.

2.7.1 Auswertung

Die Auswertung erfolgt im ELISA- Reader bei 550 nm. Der zytotoxische Effekt
ist umgekehrt proportional zur optischen Dichte, aber direkt proportional zur
Zahl der Uberlebenden Zellen.

Eine lineare Beziehung gqilt fur optische Dichte- Werte (OD) von <1,8.
Ubersteigen die Werte diese Grenze, so muss mit alkalischer Tris-Base-Ldsung

nochmals verdiinnt werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Tierversuch

3.1.1 Verlauf des Tumorwachstums

Durch eine Behandlung mit dem Angiogeneseinhibitor VEGF Trap sollte das

Tumorwachstum in einem HuH7-Xenograft-Modell gehemmt werden.

Die Fallzahlplanung zielte auf den Nachweis einer Reduktion des
Tumorvolumens auf 50 % der Kontrolle in der ,low dose” Behandlungsgruppe
und auf 25 % in der ,high dose* Behandlungsgruppe an Tag 14 des Versuches,
dem Zieltag der statistischen Planung. Das Tumorvolumen konnte im Vergleich
zur Kontrollgruppe in der ,low dose“ Behandlungsgruppe auf 42,2 % und in der
-high dose* Behandlungsgruppe auf 21,3 % reduziert werden. Somit wurde das

Wachstum in beiden Behandlungsgruppen signifikant gehemmt.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

H Kontrollgruppe

H "low dose" Gruppe

H "high dose" Gruppe

Kontrollgruppe  "low dose" "high dose"
Gruppe Gruppe
Diagramm 5: Darstellung des Tumorwachstums der ,low dose" Behandlungsgruppe, der
»high dose" Behandlungsgruppe und der Kontrollgrupp e. In der Kontrollgruppe war das

Tumorwachstum am starksten, gefolgt von der ,low do se" Behandlungsgrupppe und der

-high dose" Behandlungsgruppe.
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Diagramm 6 stellt die Volumenzunahme in den Behandlungsgruppen dar. Uber
die Differenz der Tumorvolumina von Tag 0 und Tag 14 wurde die prozentuale
Zunahme in diesem Zeitraum berechnet. In der Kontrollgruppe nahm das
Tumorvolumen um 1067 % zu, in der ,low dose“ Gruppe betrug die Zunahme
450 %, und in der ,high dose” Gruppe 227 %. In der Kontrollgruppe war somit
das starkste und in der ,high dose* Gruppe das geringste Wachstum zu

verzeichnen.

Versuchstag

—— Kontrollgruppe
— ,low dose" Gruppe
—— ,high dose" Gruppe

Diagramm 6: Die Volumenzunahme in den einzelnen Beh andlungsgruppen. In der
Kontrollgruppe war die Zunahme am grof3ten, in der ,, high dose" Behandlungsgruppe am

geringsten.
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Um die Unterschiede in den Wachstumsgeschwindigkeiten  der
Behandlungsgruppen zu berechnen, wurde ein Custom Test durchgefuhrt. Im
Vergleich ,high dose* mit Kontrollgruppe ergab sich ein Wert von p = 0,00004
(Standardfehler 0,024). Der Wert der ,low dose“ verglichen mit der Kontrolle
betrug p = 0,0067 (Standardfehler 0,024). In beiden Therapiegruppen konnte
somit eine signifikante Inhibition des Tumorwachstums nachgewiesen werden.
(Der nach Protokoll nicht geplante Vergleich ,Jow dose” mit ,high dose” verfehlte

mit einem Wert von 0,0564 die Signifikanz-Schwelle.)
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3.1.2 Makroskopische Aspekte der Tumoren

Schon  makroskopisch lieR sich ein Unterschied zwischen den
Behandlungsgruppen feststellen. Die Tumoren der Kontrollgruppe stellten sich
dunkelrot bis schwarz gefarbt dar, wohingegen die Tumoren der

Behandlungsgruppen wesentlich heller erschienen. (Abb. 1)

-high dose”

Kontrolle

,Jow dose* _

Abbildung 1: Blick auf Tumoren der unterschiedliche n Behandlungsgruppen. Die
Unterschiede sind deutlich zu erkennen, so erschein en die Tumoren der ,high dose“
Behandlungsgruppe klein und weil3lich, in der Kontro ligruppe hingegen sind die
Tumoren groBer und wirken fast schwarz. (siehe Pfei  le)

Als Ursache dieser von uns nicht quantifizierbaren Farbunterschiede
vermuteten wir Unterschiede in der ,Durchblutung” der Tumoren, die in der
histopathologischen Untersuchung weiter beschrieben werden sollen.
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3.2 Histopathologische Auswertungen

Fur die histopathologische Auswertung stand sowohl formalinfixiertes Material
als auch kryoasserviertes Material zur Verfligung. Zunachst erfolgte eine
allgemeine morphologische Betrachtung anhand von Hamatoxilin-Eosin
gefarbten Praparaten einschlie3lich morphometrischer Analysen. Diese wurden
durch histochemische und immunhistochemische Untersuchungen erganzt.

3.2.1 Verteilung der Nekrosen in HE gefarbten Tumoren

Abbildung 2: HE-geférbte Schnitte aus Tumorgewebe. VergrofRerung 1,25-fach.

Die Nekroseflachen stellen sich hellrosa dar (siehe Pfeile), wahrend vitales Gewebe lila
gefarbt ist.

Links: Schnitt eines Tumors aus der ,high dose” Beh andlungsgruppe.

Rechts: Schnitt eines Tumors aus der ,low dose” Beh andlungsgruppe.

Um den subjektiven Eindruck von sehr unterschiedlichen Nekroseanteilen in
den geblindeten Praparaten zu quantifizieren, wurde in den HE-gefarbten
Tumorschnitten der Anteil an Nekrose am Tumorgewebe morphometrisch
ermittelt. Ziel des Versuches war der Nachweis einer Korrelation von
Nekroseanteil und Behandlungsgruppe.

Der Median des Anteils der Nekroseflache an der Gesamtflache der Schnitte
betrug in der ,high dose" Behandlungsgruppe 26,04 %, in der ,low dose®
Behandlungsgruppe 20,37 % und in der Kontrollgruppe 20,15 %.
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Im Mittelwert belief sich der Anteil an Nekrose in der ,ow dose”
Behandlungsgruppe auf 18,8 % (Standardabweichung 7,65), in der ,high dose*
Gruppe auf 26,1 % (Standardabweichung 14,37) und in der Kontrollgruppe auf
25,6 % (Standardabweichung 17,25).
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Diagramm 7: Es wird der Anteil der Nekrose in % in der jeweiligen Behandlungsgruppe
gezeigt. Es ist erkennbar, dass der groRte Nekrosea  nteil mit 26,1 % in der ,high dose”
Behandlungsgruppe vorlag (Standardabweichung 14,37) , gefolgt von der Kontrollgruppe
mit 25,6 % (Standardabweichung 17,25) und der ,low  dose" Behandlungsgruppe mit
18,8 % (Standardabweichung 7,65).

Die Mittelwerte wurden in einem t-Test dberpruft. In keiner der
Behandlungsgruppen war eine Signifikanz nachweisbar. Die Unterschiede im
Anteil der Nekrose waren somit zufallig und keine Folge der unterschiedlichen

therapeutischen Interventionen.
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3.2.2 Hamorrhagien

Abbildung 3: HE-geféarbte Schnitte aus Tumorgewebe. VergréRerung 1,25-fach, ProgRes

C10 plus Fotokamera der Firma Jenoptik Jena Laser O  ptik Systeme.

Die Hamorrhagien grenzen sich in den HE-gefarbten T  umorschnitten dunkelrot vom
Ubrigen Gewebe ab. (siehe Pfeile)

Links: Schnitt eines Tumors aus der Kontrollgruppe.

Rechts: Schnitt eines Tumors aus der ,high dose" Be handlungsgruppe.

Bei der Betrachtung der HE-Schnitte fielen neben den z.T. ausgedehnten
Nekrosen auch deutliche Einblutungen in die Tumoren auf. Diese Unterschiede
wurden als maogliches Korrelat fur die makroskopisch bereits auffallenden
Farbunterschiede der Tumoren gesehen. Um einen Zusammenhang zwischen
Ausmal3 der Einblutungen und Therapiegruppe zu erkennen, wurde eine
Quantifizierung der Hamorrhagien durch zwei verblindete Betrachter in einer
drei-Punkte Skala von 1 (wenig Einblutungen) bis 3 (viele Einblutungen)
vorgenommen. Die Betrachter stimmten in 35 von 40 Schnitten in ihrer
Bewertung Uberein, in 5 Schnitten bestanden diskordante Einschatzungen

(k= 0,80, KI 0,64-0,97). Die Behandlungsgruppen unterschieden sich
signifikant im Ausmald der Hamorrhagien. Wahrend in der Kontrollgruppe
ausgedehnte Hamorrhagien mit einem Median von 2 zu beobachten waren,
traten nach der ,high dose* Behandlung mit VEGF Trap nur geringe
Einblutungen auf. Hier lag der niedrigste Median von 1 vor. In der ,low dose®
Gruppe lag der Median bei 1,5. (p = 0,00013)
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3.2.3 Gefallendothelfarbungen zur Quantifizierung der Gefale

Abbildung 4: AP-gefarbte Schnitte aus Tumorgewebe d  er ,low dose”

Behandlungsgruppe. Vergrof3erung 40-fach.

Die positiv gefarbten Endothelzellen erscheinen auf dem Bild rot. (siehe Pfeile)

Eine Quantifizierung der Endothelien wurde in der Farbung auf Alkalische
Phosphatase vorgenommen. Ziel war der Nachweis einer Abhéangigkeit von
Gefallanzahl und Behandlungsgruppe.

In der ,high dose* Behandlungsgruppe belief sich die mittlere Anzahl der
GefalRe pro Gesichtsfeld auf 15,57 (Standardabweichung 7,53).

In der ,low dose” Behandlungsgruppe betrug der Mittelwert 14,51 (Standardab-
weichung 6,99) und in der Kontrollgruppe lag der Mittelwert bei 12,76
(Standardabweichung 3,74).

Es konnte somit keine Abhangigkeit von Gefal3anzahl und Behandlungsgruppe

nachgewiesen werden.

52



3.24 Bestimmung der Proliferation anhand der MIB-1-Farbung

TSR

..’t" '—.-l \ .;
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Abbildung 5: MIB-1 geféarbte Schnitte aus Tumorgeweb  e. VergréRerung 40-fach.

Gut im Bild zu erkennen sind die MIB-1 positiv gefa  rbten dunkelbraunen Zellkerne
(schwarze Pfeile), hingegen erscheinen die MIB-1-ne  gativen Kerne hellblau. (weil3e Pfeile)

Links: Schnitt eines Tumors aus der Kontrollgruppe.

Rechts: Schnitt eines Tumors aus der ,low dose” Beh andlungsgruppe.

Die Proliferation der Tumorzellen wurde anhand einer MIB-Farbung
ausgewertet. Es sollte geprift werden, ob Unterschiede zwischen den

Behandlungsgruppen vorliegen.

Der mittlere Anteil der proliferierenden Zellen belief sich in der ,low dose®
Behandlungsgruppe auf 50,9 % (Standardabweichung 12,03), in der ,high
dose” Behandlungsgruppe auf 40,67 % (Standardabweichung 8,75) und in der
Kontrollgruppe auf 46,85 % (Standardabweichung 10,44). Der mediane Anteil
an proliferierenden Zellen lag in der ,low dose” Behandlungsgruppe bei 51,79%;
in der Kontrollgruppe bei 43,07% und in der ,high dose” Behandlungsgruppe bei
40,05 %.
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Diagramm 8: Darstellung der jeweiligen Anteile an p  roliferierenden Zellen nach der
Behandlung mit VEGF Trap in der ,low dose" Behandlu ngsgruppe, der ,high dose"
Behandlungsgruppe und der Kontrollgruppe. Den grof3t en Anteil an proliferierenden
Zellen hatte somit die ,low dose" Behandlungsgruppe mit 50,9 %
(Standardabweichung 12,03), gefolgt von der Kontrol  Igruppe mit 46,85 %
(Standardabweichung 10,44) und der ,high dose”“ Beha  ndlungsgruppe mit 40,67 %

(Standardabweichung 8,75). (Unterschiede nicht sign ifikant.)

Die Relation von Behandlung und Proliferation wurde in einer Chi-Quadrat-
Approximation untersucht. Fur die ,low dose” Behandlung betrug sie 65 %, fur
die ,high dose" Behandlungsgruppe 7 %. Weder in der Chi-Quadrat- noch in der

Normalapproximation ergab sich eine statistische Signifikanz.

Auch die Untersuchung mithilfe dem Wilcoxon-Test zeigte keinen statistisch

signifikanten Unterschied.
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3.25 Auswertung der Apoptose

Abbildung 6: Farbung mit aktivierter Caspase-3an T  umorgewebe. VergréRerung 40-fach.
Die apoptotischen Zellen sind dunkelbraun geféarbt. (siehe Pfeile)
Links: Schnitt eines Tumors aus der ,low dose" Beha ndlungsgruppe.

Rechts: Schnitt eines Tumors aus der ,high dose" Be handlungsgruppe.

Mittels einer Farbung auf aktivierte Caspase-3 wurde eine Auswertung der
Apoptose vorgenommen. Es sollte untersucht werden, ob die Apoptoserate von
der Behandlungsgruppe abhangig ist.

Der Mittelwert der Anzahl apoptotischer Zellen pro ,high power field belief sich
in der ,high dose* Behandlungsgruppe auf 7,9 (Standardabweichung 2,88). In
der ,ow dose“ Behandlungsgruppe betrug der Mittelwert 7,14
(Standardabweichung 3,10) und in der Kontrollgruppe 5,41
(Standardabweichung 2,35).

Eine Korrelation von Apoptoserate und Behandlungsgruppe lie3 sich somit
nicht feststellen.
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3.3 Untersuchungen des Serums

3.3.1 Quantifizierung des VEGF Spiegels mittels ELISA

Die VEGF-Serumspiegel wurden nach der Behandlung mit VEGF Trap in
ELISAs quantifiziert. Ziel war die Untersuchung einer Korrelation von

Serumspiegel und Behandlungsgruppe.

In den beiden Behandlungsgruppen konnte erwartungsgemal kein frei
zirkulierendes VEGF nachgewiesen werden. Der Mittelwert betrug fur die
Kontrollgruppe 453,4 pg/ml (Standardabweichung 454,7 pg/ml) und fur die
unbehandelte Gruppe 479,3 pg/ml (Standardabweichung 450,7 pg/ml).

3.3.2 Quantifizierung des Komplexes aus VEGF und VEGF Trap

Zur Quantifizierung der Komplexbildung aus VEGF und VEGF Trap wurde ein
ELISA durchgefinhrt.

Sowohl in der ,high dose* Behandlungsgruppe als auch in der ,low dose*

Behandlungsgruppe war der Komplex nachweisbar.

Fur die ,high dose" Behandlungsgruppe lag der Mittelwert des Komplexes bei
3124,1 ng/ml (Standardabweichung 732,7), fur die ,Jow dose” Behandlungs-
gruppe bei 2816,9 ng/ml (Standardabweichung 637,5) und fur die
Kontrollgruppe bei 24,2 ng/ml (Standardabweichung 76,4). In der ,high dose*
Behandlungsgruppe betrug der Median 3120 ng/ml (Spannweite 1680 bis
4493 ng/ml), in der ,ow dose* Behandlungsgruppe 3063 ng/ml
(Spannweite 1883 bis 3732 ng/ml) und in der Kontrollgruppe 0 ng/ml
(Spannweite 0 bis 241ng/ml).
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Diagramm 9: Serumspiegel des Komplexes aus VEGF und VEGF Trap.

Sowohl in der ,low dose" Behandlungsgruppe mit eine m Median von 3063 ng/ml

(Spannweite 1883 bis 3732 ng/ml) als auch in der ,h  igh dose" mit einem Median

von 3120 ng/ml (Spannweite 1680 bis 4493 ng/ml) war  der Komplex detektierbar. Der

Median in der Kontrollgruppe lag bei 24,2 ng/ml (Sp  annweite 0 bis 241ng/ml).
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3.4 Zytotoxizitat des VEGF Trap auf vitale HuH7-Zellen

Um eine direkte toxische Wirkung von VEGF Trap auf die Tumorzellen

auszuschliel3en, wurde in vitro ein SRB — Assay durchgefihrt.

Im SRB Assay wurde VEGF Trap bzw. als Kontrolle humanes Fc-Fragment in

Konzentrationen von 0,01 bis 100 ug/ml getestet.

Die univariate Varianzanalyse ergab ein adjustiertes R? von 25 % der gesamten
Varianz, mit einer Standardabweichung von 0,12. Die Residuen waren
normalverteilt, unabhéngig und varianzhomogen. Der Fisher-Test der
Konzentration in Abhangigkeit vom Wirkstoff war hinsichtlich des 5 %-Levels
nicht signifikant. Bezogen auf die Kontrolle mit humanem Fc-Fragment konnte
keine Hemmung des Wachstums der HuH7-Zellen nachgewiesen werden, da
die Werte der mit VEGF Trap behandelten Zellen unter denen der Kontrolle

lagen.

Die statistische Signifikanz wurde in einem t-Test berechnet. Statistische
Signifikanz ergab sich fur den Vergleich der Dosis 0 und 0,01 pg/ml VEGF Trap
mit einem Wert von p = 0,02; der Vergleich von 0,01 und 0,1 pg/ml VEGF Trap
erbrachte ein Resultat von p = 0,4; fur den Vergleich der Dosierungen 10 und
100 pg/ml VEGF Trap ergab sich p = 0,19; und fir 0,1 und 1 pg/ml VEGF Trap
p = 0,25. Als nicht signifikant stellte sich der Unterschied der Dosierungen
10 pg/ml VEGF Trap und 1lpg/ml VEGF Trap heraus, der Wert lag hier bei
p = 0,65. Im Vergleich der Dosierungen von humanem Fc-Fragment wurde fir
die Vergleiche der Dosierungen 0 und 0,01 pg/ml hFc-Fragment mit einem Wert
von p = 0,39 sowie bei 0,1 und 1 pg/ml hFc Fragment mit einem Wert von
p = 0,18 und bei 10 und 100 pg/ml hFc Fragment mit einem Wert von p = 0,27

ein statistisch signifikantes Ergebnis erzielt.

Im SRB- Assay liel3 sich in einem ANOVA (Analysis of Variance) nach
Adjustierung fur multiples Testen kein direkter Effekt des VEGF Trap auf die
vitalen Tumorzellen nachweisen. Es konnte also gezeigt werden, dass VEGF

Trap keine direkte Toxizitat auf die Tumorzellen hat.
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Diagramm 10: Ergebnis des SRB-Assays zur Testung de  r Toxizitat von VEGF Trap

auf die Tumorzellen. Als Kontrolle wurde humanes Fc

Man erkennt, dass VEGF Trap keinen direkten inhibit

hatte.

-Fragment (hFc) verwendet.

orischen Effekt auf die Tumorzellen
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4 Diskussion

4.1 Tierversuch

Das HCC als hoch vaskularisierter Tumor bietet sich fir eine anti-angiogene
Therapie an. In der Angiogenese des HCC spielt der VEGF eine grol3e Rolle,
eine Inhibition von VEGF mit VEGF Trap ist daher eine vielversprechende
Therapieoption. Bei VEGF Trap handelt es sich um einen l6slichen decoy

Rezeptor, der zirkulierendes VEGF bindet.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Hemmung des Tumorwachstums durch
eine Behandlung mit VEGF Trap in einem HuH7-Xenograft-Modell.

Im Vorfeld waren mit dem Tiermodell der Balb/cOlaHsd Foxnlnu/nuMause in
der Arbeitsgruppebereits im Rahmen anderer Untersuchungen erste
Erfahrungen gesammelt worden. Auf den Wachstumsdaten aus diesen
Versuchen basierte die Fallzahlplanung, die eine Mindestanzahl von 43 Tieren
ergab. Fur die Wahrscheinlichkeiten des Fehlers der ersten und der zweiten Art
wurden 95 %-Konfidenzintervalle festgelegt. Der F-Test sollte bei einer Macht
von 0,8 eine Signifikanz von 5 % haben. Als Zieltag der statistischen Planung
wurde der Versuchstag 14 definiert, als primare ZielgroRe der
Tumordurchmesser. Es wurde von einem linearen Tumorwachstum
ausgegangen.

Durch eine verblindete Medikamentengabe und die nach Tumorgréf3e geblockte
Randomisierung sollte eine Behandlungs- und Beobachtungsgleichheit
gewahrleistet sein. Nur Tiere mit einem zu messbarer Grol3e
herangewachsenen Tumor wurden in den Versuch eingeschlossen, so dass
letztendlich je elf Tiere pro Gruppe behandelt wurden. Auch die Tiere, bei
denen zum Randomisierungszeitpunkt noch kein Tumor nachweisbar war,
wurden (aul3erhalb des eigentlichen Versuches) weiter verfolgt. Es wurde

taglich das Korpergewicht sowie die Tumorgré3e der Tiere gemessen.
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Um einen Bias von vornherein zu minimieren, wurden die Messungen immer

von demselben Untersucher mit demselben Messschieber vorgenommen.

Die ,low dose" Behandlungsgruppe erhielt 2,5 mg/kg KG VEGF Trap, die
-high dose* Behandlungsgruppe 25 mg/kg KG VEGF Trap und die
Kontrollgruppe 25 mg/kg KG humanes Fc-Fragment subkutan injiziert. Die

subkutane Injektion gewahrleistet eine Depotwirkung des Wirkstoffes.

Die Fallzahlplanung zielte auf den Nachweis einer Hemmung des
Tumorwachstums auf mindestens 50 bzw. 25 % bis zu Tag 14. In der
,high dose” Behandlungsgruppe belief sich das Tumorvolumen nur auf 21,3 %
im Vergleich zur Kontrollgruppe, in der ,low dose“ Behandlungsgruppe wurde
ein Tumorvolumen von 42,2 % im Vergleich zur Kontrollgruppe erreicht. Somit
konnte erstmalig fur das HCC durch die Behandlung mit VEGF Trap eine
signifikante Wachstumsinhibition erzielt werden und das Versuchsziel sogar

noch Ubertroffen werden.

Die von uns im HCC-Modell erzielten Ergebnisse passen gut zu Berichten aus
anderen Arbeitsgruppen Uber die Behandlung anderer Tumorentitaten im

Tiermodell.

Holash et al erzielten in ihren Versuchen mit der Behandlung mit vergleichbaren
Dosierungen von VEGF Trap in verschiedenen Tumormodellen (Melanom,
Rhabdomyosarkom und Gliom) signifikante  Unterschiede zwischen
Kontrolltumoren und den mit 2,5 mg/kg KG VEGF Trap und 25mg/kg KG VEGF

Trap behandelten Tumoren.[49]

Kim et al untersuchten das Ansprechen einer Therapie verschiedener VEGF-
Inhibitoren im in vitro Neuroblastommodell. Die groRte Hemmung konnte von
ihnen mit der héchsten getesteten Dosis von 500 pg pro Dosis VEGF Trap
erzielt werden. Es wurde allerdings beobachtet, dass bei niedrigerer Dosierung
trotz VEGF-Hemmung die vaskulare Co-Option persistierte und so die anti-
angiogene Therapie unwirksam wurde. Durch eine wirksamere Blockade mit
VEGF Trap in einer Dosis von 500 pug war es jedoch mdglich, auch die
vaskulare Co-Option im Tumor zu unterbinden.[57]
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Die Anwendung von VEGF Trap konnte auch im Nierenzellkarzinom erfolgreich
getestet werden. Verheul et al gelang 2007 eine signifikante Inhibition sowohl
des Tumorwachstums (p < 0,001) als auch der Metastasierung (p < 0,004). Die

Mikrogefal3dichte konnte um 66 % gehemmt werden.[107]

Im Wilms-Tumor wurde das Tumorwachstum signifikant inhibiert (p = 0,0009)
und die Inzidenz von Lungenmetastasen reduziert (p <0,0055). Nach
Behandlung mit VEGF Trap war der Tumor fast vollstdndig avaskular.[34]
DarlUber hinaus gelang eine erfolgreiche Tumorblockade durch VEGF Trap im
Ewing-Sarkom.[18] Auch in einem Ovarialkarzinommodell wurde eine Blockade
des Tumorwachstums erzielt. Byrne et al beschrieben zusatzlich noch eine
gro3ere Dichte und Gewundenheit der Gefal3e.[11]

Ein Problem, das im Zuge der Behandlung mit VEGF Trap aufgetreten ist, stellt
die Resistenzentwicklung gegen das Medikament dar. Noch sind die
Pathomechanismen nicht bekannt, es wurden allerdings mehrere Hypothesen

hierzu aufgestellt:[107]
1) Aufgrund von Mutationen sinkt die Selektivitat des Rezeptors.

2) Tumorzellen produzieren selektiv andere Wachstumsfaktoren, die von VEGF
Trap nicht gehemmt werden.

3) Es kommt zu einer Uberproduktion von VEGF, welches nicht in dem
erforderlichen Mal3e von VEGF Trap abgefangen werden kann.

Um die Angiogenese an verschiedenen Stellen zu blockieren und so die
Resistenzentwicklung zu reduzieren, erscheint eine Kombinationstherapie aus
VEGF Trap und weiteren Wirkstoffen als eine erfolgversprechendes Strategie

der anti-angiogenen Tumortherapie.

So konnte in einem Xenograftmodell fur das HER2 positive Mamma-Karzinom
eine signifikante Hemmung des Tumorwachstums, der Mikrogefal3dichte (MVD)
und der Tumorzellproliferation durch die Kombination des HER2/neu
Antik6rpers  Trastuzumab (1mg/kg Korpergewicht) und VEGF Trap
(2,5 bis 10 mg/kg Kdrpergewicht) gezeigt werden.[64]
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Lu et al wiesen in einem Xenograftmodell fur das Lungen-und
Pankreaskarzinom die Hemmung des Tumorwachstums um 40 bis 50 % im
Vergleich zur Kontrollgruppe nach. Die Therapie erfolgte hierbei durch die
Kombination aus einem small molecule Inhibitor der Thymidinphosphorylase
und VEGF Trap.[73]

Auch der duale Einsatz von Platelet Derived Growth Factor (PDGF) Trap und

VEGF Trap wurde fur das Ovarialkarzinom im Mausmodell erfolgreich

getestet.[72]
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4.2 Nekrosequantifizierung

In der Literatur finden sich Berichte Uber die Auswirkung einer VEGF Trap

Therapie auf die Nekrosenbildung innerhalb von Tumoren.

So beschrieben Holash et al in ihren Xenograft-Mausmodellen verschiedener
Tumorentitaten ausgedehnte Nekrosen, die sowohl in der Dosierung mit
2,5 mg/kg Korpergewicht als auch in der hdéheren Dosierung mit 25 mg/kg
Korpergewicht VEGF Trap statistisch signifkant waren.[49]

Hu et al erzielten eine Nekrosebildung in einem Xenograft-Modell des
Ovarialkarzinoms von 90 % in der Kombinationstherapie aus Paclitaxel und
10 mg/kg Korpergewicht VEGF Trap.[51]

Auch fur das Gliom konnten in der Behandlung mit VEGF Trap zentrale
Nekrosen im Mausmodell beschrieben werden.[37]

Der Anteil an Nekrose im Tumorgewebe wurde auch von uns in HE-gefarbten
Tumorschnitten ermittelt. Ziel war der Nachweis einer Korrelation von

Nekroseanteil und Behandlungsgruppe.

Der Mittelwert der Nekroseanteile an der Gesamtflache der Tumorschnitte lag in
der ,low dose” Behandlungsgruppe bei 18,8 % (Standardabweichung 7,65), in
der Kontrollgruppe bei 25,6 % (Standardabweichung 17,25) und in der
»high dose” Gruppe bei 26,1 % (Standardabweichung 14,37). Die Unterschiede
waren innerhalb der von uns untersuchten HCC-Tumoren nicht signifikant.
Dabei ist die kleine Fallzahl von elf Tieren pro Gruppe zu beriicksichtigen. Die
Nekrosebildung scheint somit im untersuchten Modell eher eine Folge des
raschen Tumorwachstums zu sein und einer daraus resultierenden

Minderversorgung der Tumorzellen.
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4.3 Hamorrhagien

Bei der Betrachtung der HE-gefarbten Tumorschnitten fiel auf, dass die
Tumoren Einblutungen sehr unterschiedlichen Ausmal3es aufwiesen. Daraufhin
wurde die Korrelation zwischen dem Ausmald der Hamorrhagien und den
Behandlungsgruppen uberprift. Es konnte ein signifikanter Unterschied gezeigt
werden. So waren in der Kontrollgruppe mit einem Median von 2 grof3flachige
Einblutungen vorhanden, wahrend in der ,high dose* Behandlungsgruppe nur
minime Einblutungen auftraten. Hier lag der Median bei 1 (p = 0,00013), in der
.low dose* Behandlungsgruppe betrug der Median 1,5.

Eine Ursache kdnnte in dem ungebremsten Tumorwachstum der Kontrollgruppe
liegen, welches zu grofRen Einblutungen gefuhrt hat. Dies kann durch die
fragilen Gefal3e bzw. die inkompletten GefaBwande des Tumors bedingt sein.
Es ist bekannt, dass die Endothelzellen in Tumorgefal3en im Vergleich zu
gesundem Lebergewebe eine andere Morphologie aufweisen. Allerdings wurde
auch beschrieben, dass die GefalRe im HCC einen gréReren Durchmesser und

weniger Fenestrationen aufweisen. [47]

Die von uns beobachtete Abnahme im Ausmald der Einblutungen kann als
indirektes Zeichen fur eine Abnahme der Durchblutung bzw. Stabilisierung der
Gefallwande durch die anti-angiogene Therapie gewertet werden. Aufgrund der
weiter unten angefiihrten Probleme in der immunhistologischen Darstellbarkeit
der Gefalwande konnte diese Frage nicht weiter geklart werden.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen waren nicht Gegenstand dieses
Projektes.
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4.4 GefalRendothelfarbungen

Die GefalRendothelien wurden mit einer Alkalischen Phosphatase-Farbung und
einer Meca32-Farbung dargestellt. Es sollte untersucht werden, ob die Anzahl

an Gefallen mit der Behandlungsgruppe korreliert.

4.4.1 Alkalische Phosphatase (AP)-Farbung

Ursprunglich war statt der AP-Farbung eine immunhistochemische Farbung auf
CD34 an formalinfixiertem Gewebe vorgesehen. CD34 spielt in den
Untersuchungen zur Malignitat des HCC und zur Unterscheidung von

gesundem Lebergewebe eine grof3e Rolle.[19, 111]

Vermutlich kam es aufgrund der Konservierung in Formalin zur Schadigung der
Gewebes, so dass die CD34-Farbung nicht mehr durchzufihren war. Als
Alternative wurde auf die AP-Farbung an Kryoschnitten zurtickgegriffen.

Es konnte keine Korrelation der GefaRanzahl und der Behandlungsgruppe
nachgewiesen werden. Hierbei ist die kleine Stichprobe von elf Tieren pro
Behandlungsgruppe zu berucksichtigen.

4.4.2 Meca32-Farbung

Die Meca32-Farbung ist ein gangiges Verfahren fir die Darstellung von
Endothelzellen der Maus.[44, 74]

Ein groRes Problem hierbei war die Qualitat der Kryoschnitte. Das Schneiden
des Tumorgewebes am Kryotom erwies sich als grof3e Herausforderung, die
Schnitte zeigten grol3e Risse und Faltungen. Bis zum Schluss konnte keine
zufriedenstellende Qualitat der Schnitte erreicht werden, die eine

Quantifizierung der Gefale ermoglicht hatte.
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4.5 Bestimmung der Proliferation in der MIB-Farbung

MIB-1, auch als KI-67 bezeichnet, wird von allen Zellen in der aktiven Phase
des Zellzyklus exprimiert und dient zur Charakterisierung maligner
Tumoren.[10] So korreliert es im Mammakarzinom beispielsweise mit dem

Tumorstadium und dem histologischen Grading.[66]

Auch im HCC ist die MIB-1-Expression erhoht. Es konnte ein Zusammenhang
zwischen der MIB-1-Expression und der Transaminasenerhthung im HCC
nachgewiesen werden.[13] Saito et al konnten zeigen, dass MiIB-1 die
wirkungsvollste Farbemethode fir die Einteilung der Agressivitat von kleinen
HCCs darstellt.[93]

Amaoka et al untersuchten den Zusammenhang zwischen der Proliferation der
Tumorzellen und der Expression der VEGF-Rezeptoren in MIB-1-gefarbten
humanen Zellen des HCC. Sie fanden heraus, dass die histologische

Differenzierung des Tumors vom VEGF-Rezeptorstatus beeinflusst wird.[8]

In dieser Arbeit wurde die Proliferation der Tumorzellen anhand einer MIB-1
Farbung ausgewertet. Ziel war die Untersuchung einer Korrelation von

proliferierenden Tumorzellen und Behandlungsgruppe.

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Proliferationsrate
zwischen Kontroll- und beiden Behandlungsgruppen. Auch hier muss der kleine
Stichprobenumfang berilcksichtigt werden. Eine direkte antiproliferative
Wirkung einer anti-angiogenen Therapie wird vom Konzept der Anti-
Angiogenese nicht erwartet und war auch in vitro im SRB-Assay nicht

nachweisbar.(siehe auch 4.8)
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4.6 Caspase-Farbung

Mit einer Farbung auf aktivierte Caspase-3 sollten die Auswirkungen der VEGF
Trap Therapie auf die Apoptoserate untersucht werden. Es ergaben sich keine
Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe. Es gilt auch hier, die kleine

Fallzahl von elf Tieren pro Behandlungsgruppe zu bericksichtigen.

In der Literatur finden sich ebenfalls Untersuchungen zur Apoptose nach der
Behandlung mit VEGF Trap in verschiedenen Tumormodellen. So konnten
Huang et al nach der Therapie mit 500 ug VEGF Trap zwei Mal wdchentlich in
ihrem Wilms-Tumormodell Apoptose in den TumorgefaRen nachweisen,
wahrend die Gefal3e im gesunden Gewebe unbehelligt blieben.[52] Die anti-
angiogene Therapie fuhrte sowohl in den perivaskuldren als auch in den
endothelialen Zellen zu einer Induktion der Apoptose. Dieses Resultat lassen
Hood et al darauf schlieRen, dass es einen Zusammenhang zwischen
perivaskularen Zellen und Endothelzellen gibt.[50] Obwohl man die Apoptose
dieser Zellen aufgrund des geringen Nahrstoffangebots erwarten konnte,
berichteten Huang et al, dass die Apoptose fast zeitgleich, n&dmlich einen Tag
nach Beginn der Behandlung mit VEGF Trap, begann. Moéglicherweise kam es
durch die Blockade von VEGF zu einer Signalunterbrechung in der GefaRwand,
die zur Apoptose fuhrt.[52] Eine andere Theorie von Hood et al stitzt sich
darauf, dass die Therapie das umgebaute Gefal3system des Tumors stark
beeinflusst. Viele Blutgefale im Tumor befinden sich in einem andauerndem
Wechsel von Wachstum und Regression. Durch ihre fehlende Reife kbnnten sie

sensibler auf die Behandlung mit einem starkeren VEGF-Inhibitor ansprechen.

Hood et al erwdhnen in ihrer Arbeit auch die Moéglichkeit, dass VEGF Trap
andere Wachstumsfaktoren bindet, die fir das weitere Uberleben der

vaskularen Zellen im wachsenden Tumor wichtig sind.[50]
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4.7 Untersuchungen des Serums

4.7.1 VEGF Trap senkt den VEGF-Spiegel im Serum

Fur eine Therapie mit VEGF Trap ist die VEGF-Produktion und -freisetzung
durch den Tumor grundlegende Voraussetzung. Zur Quantifizierung des VEGF
Serum-Spiegels der HuH7-Tumor-tragenden Tiere wurde ein ELISA
durchgefuhrt. Es stellte sich heraus, dass freies VEGF nur in der Kontrollgruppe
(und in der unbehandelten Gruppe mit verzégertem Anwachsen der Tumoren)
detektierbar war. In den beiden Behandlungsgruppen war frei zirkulierendes
VEGF nicht nachweisbar.

Gordon et al erzielten ahnliche Ergebnisse bei Patienten im fortgeschrittenen
Tumorstadium (u.a. Liposarkom, Mammakarzinom und Nierenzellkarzinom)
nach der Therapie mit intravends appliziertem Bevacizumab, einem
monoklonalen Antikorper gegen VEGF. In einer Dosierung von 0,1 bis 10 mg/kg

kam es zu einer Abnahme von freiem VEGF.[40]

4.7.2 Komplexbildung aus VEGF und VEGF Trap

Zur Quantifizierung der Komplexbildung aus VEGF und VEGF Trap wurde ein
ELISA durchgefinhrt.

Sowohl in der ,high dose“ Behandlungsgruppe als auch in der ,low dose”
Behandlungsgruppe war der Komplex nachweisbar.

Auch Rudge et al haben in ihren Versuchen an einem SCID-Mausmodell in den
Dosierungen von 1 mg/kg bis 25 mg/kg VEGF Trap s.c. stabile VEGF/VEGF
Trap-Komplexe gemessen. Dartiber hinaus konnten sie in einem

Rhabdomyosarkommodell zeigen, dass es eine Korrelation zwischen den
VEGF/VEGF Trap-Komplexen und der Tumorgrol3e gibt.[91]
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4.8 Ausschluss der Zytotoxizitat von VEGF Trap

Um die Zytotoxizitat des VEGF Trap auf die Tumorzellen zu untersuchen,
wurde ein SRB-Assay durchgefiihrt. Es konnte nachgewiesen werden, dass
VEGF Trap nicht toxisch auf die Zellen wirkt. Dies spricht daftr, dass die
Wachstumshemmung in vivo tber die Inhibition der Angiogenese ablauft.

SRB-Assays sind etablierte Verfahren, um den Effekt eines Wirkstoffes auf

Tumorzellen nachzuvollziehen. [35, 45, 99]
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5 Zusammenfassung

Das HCC gehort zu den weltweit haufigsten Tumoren. Aufgrund der langen
symptomfreien Latenzzeit und der meist gleichzeitig vorhandenen Leber-
Grunderkrankung gilt die friihe Detektion als schwierig. Entwickeln die
Patienten Symptome, so kommt eine kurative Therapie meist nicht mehr in
Frage. Zudem bedeutet die schon bestehende Grunderkrankung der Leber
einen haufig limitierenden Faktor fir eine radikale Operation oder eine
aggressive Chemotherapie. Neue Ansatze in der Therapie werden daher

dringend gebraucht.

Das HCC kommt aufgrund seiner starken Vaskularisierung fir eine anti-
angiogene Therapie in Frage, da die Angiogenese einen zentralen Schaltpunkt
in der Entstehung, im Wachstum und in der Metastasierung des HCC darstellt.

Bis zu einem Durchmesser von 3-4 mm verbleiben Tumoren in einem
angiogenen Gleichgewicht. Proliferation und Apoptose halten sich die Waage,
das Wachstum sistiert. Um weiter wachsen zu konnen, bendétigt der Tumor
direkten Kontakt zu versorgenden Gefal3en, da die Diffusion allein dann nicht
mehr ausreicht. Das zentrale Ereignis, das nun stattfindet, wird ,angiogenic
switch” genannt. Die Tumorzellen beginnen zu proliferieren, das Wachstum wird

wieder angestol3en.

Die Angiogenese im HCC wird zum einen Uber die Tumorzellen vermittelt, die
pro-angiogene Faktoren sezernieren, zum anderen exprimieren die
Endothelzellen die dazu passenden Rezeptoren auf ihrer Oberflache. Neben
den Tumorzellen produzieren auch die Endothelzellen und Lymphozyten pro-

angiogene Substanzen.

Der am besten untersuchte pro-angiogene Faktor ist VEGF, der Vascular
Endothelial Growth Factor.

71



VEGF wirkt Gber seine Rezeptoren VEGFR1 und VEGFR2, die sich auf der
Oberflache von Endothelzellen befinden, sowie Uber VEGFR3, der in
Lymphgefal3en lokalisiert ist. Von der Transmembranregion der Rezeptoren
weisen in die extrazellulare Richtung sieben Immunglobulin-ahnliche Regionen,
nach intrazellular folgt eine Tyrosinkinase-Doméne. Uber eine Ligandenbindung
erfolgt eine  Dimerisierung des Rezeptors mit  anschlieBender
Autophosphorylierung und Aktivierung der intrazellularen Tyrosinkinasen, die

eine Signalkaskade in der Zelle anstol3t.

In den letzten Jahrzehnten wurden einige Inhibitoren der Angiogenese
entwickelt, die VEGF angreifen. Sowohl humanisierte anti-angiogene Antikorper
als auch sogenannte small-molecule receptor tyrosine kinase Inhibitoren haben
bei Patienten im fortgeschrittenen Stadium klinische Wirksamkeit gezeigt.

Bei VEGF Trap handelt es sich um einen l6slichen decoy Rezeptor, der
zirkulierendes VEGF abfangt.

Die zweite Immunglobulin-Doméane des high affinity VEGF-Rezeptors 1
(VEGFR1) und die dritte Doméane des low affinity VEGF-Rezeptors 2 (VEGFR2)
binden an die Fc-Region von menschlichem 1gGl. Zwei dieser Molekile

dimerisieren zu VEGF Trap.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Therapie des Hepatozellularen Karzinoms
mittels des Angiogeneseinhibitors VEGF Trap in einem Xenotransplantat-

Mausmodell mit humanen Hepatomzellen der Linie HUH7.
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Material und Methoden:

Um eine direkte Zytotoxizitdt des VEGF Trap auf die Tumorzelllinie HuH7
auszuschliel3en, wurde in vitro ein SRB-Assay durchgefihrt.

Weiblichen Balb/c OlaHsd Foxnl nu/nu Mé&usen wurden 5 x 10° HuH7-
Hepatomzellen am Ricken s.c. implantiert. Am Tag O (= 15 Tage nach
Implantation) erfolgte bei einem mittleren Tumordurchmesser von 10 mm die
geblockte Randomisierung in drei Gruppen a 11 Tiere. Die Mause erhielten im
Abstand von 3 Tagen jeweils (verblindet) insgesamt 6 mal 2,5 mg/kg KG (,low
dose*) oder 25 mg/kg Kérpergewicht (,high dose*) VEGF Trap (Aflibercept®,
Regeneron Pharmaceuticals, Tarrytown, USA) bzw. 25 mg/kg Korpergewicht
hFc Fragment (Kontrolle). Die Fallzahlberechnung zielte auf eine Reduktion des
Tumorvolumenwachstums an Tag 14 in der ,Jow dose” Gruppe auf 50 % und in

der ,high dose” Gruppe auf 25 % bezogen auf die Kontrollgruppe.

Nach Abschluss des Versuchs wurden die Tiere euthanasiert, fotografiert und

Plasma und Gewebe kryoasserviert bzw. in Formalin fixiert.

Anschlieend wurden die Tumoren histopathologisch ausgewertet: In einer
HE-Farbung wurde zum einen die Abhéngigkeit des Nekroseanteils von der
Behandlungsgruppe und zum anderen die Abhangigkeit der Hamorrhagien von
der Behandlungsgruppe untersucht. Die Uberpriifung einer Korrelation von
proliferierenden Zellen und der Behandlungsgruppe erfolgte anhand einer MIB-
1-Farbung. In einer Farbung auf Caspase-3 wurde die Apoptose quantifiziert.
Mittels einer Alkalischen Phosphatase-Farbung wurde die Gefal3anzahl in den
Behandlungsgruppen bestimmt. Die Quantifizierung des Serumspiegels von
VEGF in einem ELISA sollte zeigen, dass frei zirkulierendes VEGF in den
Behandlungsgruppen nicht nachzuweisen war. Die Komplexbildung von VEGF
und VEGF Trap in den Behandlungsgruppen wurde ebenfalls in einem ELISA

untersucht.
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Ergebnisse:

Der Test auf die zytotoxische Wirkung von VEGF Trap im SRB Assay
bestétigte, dass VEGF Trap in Konzentrationen von 0,01 bis 100 pg/ml keine
direkte proliferationshemmende Wirkung auf die Hepatomzellen ausibt. Eine
Hemmung des Tumorwachstums in vivo ist folglich durch die Inhibition der

Angiogenese bedingt.

Tag 14 wurde als Zieltag der statistischen Auswertung festgelegt. Verglichen
mit der Kontrollgruppe betrug das Tumorvolumen in der ,Lhigh
dose” Behandlungsgruppe an diesem Tag 21,3%, in der ,low dose” Gruppe
42,2%. Der Vergleich der Steigungen der Wachstumskurven an Tag 14 im t-
Test zeigte signifikante Unterschiede der Wachstumsgeschwindigkeiten im
Vergleich ,low dose" gegen Kontrolle (p = 0,007) und im Vergleich ,high dose*
gegen Kontrolle (p = 0,00004).

Erstmalig fr das HCC konnte durch die Behandlung mit VEGF Trap somit eine
signifikante Wachstumsinhibition erzielt werden und das Versuchsziel sogar

noch Ubertroffen werden.

Der Einsatz von VEGF Trap war auch in Tumormodellen anderer
Arbeitsgruppen  erfolgreich. So gelang in Mausmodellen  des
Nierenzellkarzinoms, des Wilms-Tumors und des Ovarialkarzinoms ebenfalls

eine Hemmung des Tumorwachstums.

Der Anteil der Nekrose an der Gesamtflache betrug in der ,high dose®
Behandlungsgruppe 26,1 %, in der ,low dose“ Gruppe 18,8 % und in der
Kontrollgruppe 25,6 %. Im t-Test ergaben sich hierfir keine signifikanten
Unterschiede. Dies kann an der kleinen Stichprobe von 11 Tieren je Gruppe
liegen. In der Literatur wurde die Bildung ausgedehnter Nekrosen in einer
Reihe anderer Tumormodelle nach der Behandlung mit VEGF Trap

beschrieben, wie etwa dem Rhabdomyosarkom und dem Gliom.
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Die Tumoren der vorliegenden Arbeit wiesen Einblutungen unterschiedlichen
AusmalRes auf. Daraufhin konnte ein signifikanter Unterschied zwischen dem
Ausmald der Hamorrhagien und den Behandlungsgruppen gezeigt werden. So
waren in der Kontrollgruppe mit einem Median von 2 grof3flachige Einblutungen
vorhanden, wéhrend in der ,high dose“ Behandlungsgruppe nur minime
Einblutungen auftraten. Hier lag der Median bei 1, in der ,low dose®

Behandlungsgruppe betrug der Median 1,5. (p = 0,00013)

Die von uns beobachtete Abnahme im Ausmald der Einblutungen kann als
indirektes Zeichen fur eine Abnahme der Durchblutung bzw. Stabilisierung der
GefalBwande durch die anti-angiogene Therapie gewertet werden. Aufgrund
methodischer Probleme in der immunhistologischen Darstellbarkeit der
Gefallwande konnte diese Frage nicht weiter geklart werden. Die hierfur
notwendigen weiterfihrenden Untersuchungen wie etwa der Einsatz der

Elektronenmikroskopie waren nicht Gegenstand dieses Projektes.

Der Anteil proliferierender Zellen belief sich in der Kontrollgruppe auf 43,1 %, in
der ,high dose" Gruppe auf 40 % und in der ,low dose* Gruppe auf 51,8 %. Bei
einer Testung der Proliferation im x2-Test stellten sich keine signifikanten

Unterschiede heraus.

Auch hier muss die kleine Fallzahl berlcksichtigt werden. Bei einer anti-
angiogenen Therapie ist nicht von einer antiproliferativen Wirkung auszugehen,

diese war auch in vitro im SRB-Assay nicht nachweisbar.

In einer Caspasefarbung konnten wir in den Tumoren keinen erhdhte
Apoptoserate nachweisen. Der Mittelwert der Anzahl apoptotischer Zellen pro
.high power field* betrug in der ,high dose“ Behandlungsgruppe 7,9
(Standardabweichung 2,88), in der ,lowdose“ Behandlungsgruppe 7,14
(Standardabweichung 3,10) und in der Kontrollgruppe 541
(Standardabweichung 2,35).
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In der Literatur wurde in einem Wilms-Tumormodell die Detektion apoptotischer
Zellen in Tumorgefal3en nach der Therapie mit 500 ug VEGF Trap zwei Mal
wochentlich beschrieben. In gesunden Gefal3en konnte keine Apoptose

nachgewiesen werden.

Bei der Quantifizierung der GeféalRe betrug in der hier vorgelegten Arbeit die
mittlere  Anzahl der GefaRe pro Gesichtsfeld in der ,high dose*
Behandlungsgruppe 15,57 (Standardabweichung 7,53), in der ,low dose®
Behandlungsgruppe 14,51 (Standardabweichung 6,99) und in der
Kontrollgruppe 12,76 (Standardabweichung 3,74).

Die Gruppen unterschieden sich nicht. Mdglicherweise lag dies am kleinen

Stichprobenumfang von 11 Tieren je Gruppe.

Die in ELISAs untersuchten mittleren VEGF-Serumspiegel betrugen in der
Kontrollgruppe 453 pg/ml (95 % Konfidentinzervall: 106 bis 799 pg/ml), in den

Behandlungsgruppen war erwartungsgeman kein freies VEGF nachweisbar.

Der Komplex aus VEGF und VEGF Trap war in dem durchgefuhrten ELISA
sowohl in der ,high dose* als auch in der ,low dose* Behandlungsgruppe in
hohen Konzentrationen vorhanden. Wahrend der Median in der Kontrollgruppe
0 ng/ml betrug (Spannweite 0 bis 241 ng/ml), lag der Median in der ,low dose”
Gruppe bei 3063 ng/ml (Spannweite 1883 bis 3732 ng/ml) und in der ,high
dose” Gruppe bei 3120 ng/ml (Spannweite 1680 bis 4493 ng/ml).

Dieses Ergebnis deckt sich mit Berichten aus der Arbeitsgruppe von Rudge et
al, die in ihrem SCID-Mausmodell nach der Applikation von VEGF Trap s.c.
stabile VEGF/VEGF Trap-Komplexe messen konnten. Daruber hinaus wurde
von den Autoren im Rhabdomyosarkommodell eine Korrelation zwischen der
TumorgréRe und dem Serumpiegel des VEGF/VEGF Trap-Komplexes

festgestellt.
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Erstmals konnte in dieser Arbeit an einem humanen Xenograft-Mausmodell die
Wirksamkeit von VEGF Trap zur Behandlung des HCC gezeigt werden. Die
Ergebnisse erster Phase | und Il Studien an Patienten mit verschiedenen
soliden Tumoren (jedoch noch ohne HCC) lassen ein gutes Vertraglich-
keitsprofi von VEGF Trap erkennen. Die besonders gunstigen
Bindungseigenschaften von VEGF Trap zur Neutralisierung von VEGF kdnnten
in Zukunft neben Substanzen wie Sorafenib und Sunitinib eine wichtige
Erweiterung der Mdglichkeiten in der multimodalen Behandlung des HCC

darstellen.
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6 Abklrzungsverzeichnis

AASLD

aFGF

AFP

Ang

ANOVA

AP

Bcl-2
BCLC-Kriterien
bFGF

cDNA
CLIP-Kriterien
COX-2

DAB Reagenz
DMEM

DNA

ELISA

FCS

FGF

FudR

5-FU

H202

HsBO3

HBV

HCC

HCV

HDV

American Association for the Study of Liver Disease
acidic Fibroblast Growth Factor
Alpha-Feto-Protein

Angiopoietin

Analysis Of Variance

Alkalische Phosphatase

B- Cell Lymphoma -2

Barcelona Clinic Liver Cancer Einteilung
basic Fibroblast Growth Factor

Copy Desoxyribonukleinsaure

Cancer of the Liver Italian Program-Kriterien
Cyclooxygenase-2

3,3’ Diaminobenzidin

Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium
Desoxyribonukleinséaure

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Fetales Kalberserum

Fibroblast Growth Factor

Floxuridin

5-Fluorouracil

Wasserstoffperoxid

Borsaure

Hepatitis B Virus

Hepatozellulares Karzinom

Hepatitis C Virus

Hepatitis D Virus
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HE-Farbung Hamatoxylin-Eosin-Farbung

HER2/neu Humaner Epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor
HIA Hepatische intraarterielle Chemotherapie
HIF-1a Hypoxia Inducible Factor 1a

HSC Hepatic Stell Cells

HSP70 Hitzeschockprotein 70

HuH7 Humane Hepatomzelllinie

IGF-2 Insulin-like growth factor-2

lgG1 Immunglobulin G1

IL-8 Interleukin-8

KCI Kaliumchlorid

Kd Bindungsaffinitat

KG Kdrpergewicht

KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat

MeOH Methanol

MgSO, Magnesiumsulfat

MIB-1 Mitose-Bindendes Antingen 1

MMP 2 Matrixmetalloprotease 2

MMP 9 Matrixmetalloprotease 9

MRNA Messenger Ribonukleinséure

MVD microvessel density, Mikrogefal3dichte
Na;HPO, Dinatriumhydrogenphosphat

NacCl Natriumchlorid

NaOH Natronlauge

NSCLC Nicht Kleinzelliges Lungenkarzinom
oD Optische Dichte-Werte

OLT Orthotope Lebertransplantation

PBS Phosphate Buffered Saline



PDGF-B
PDGFR
PIGF

PVE

PST

Raf-1

RNA

s.C.

SCID

SRB Assay
SVEGF-R1
TACE
TCA-Ldsung
TERT
TGF-a
TNM-Stadium

TSP-1

U/min

VEGF

VEGF-A
VEGF-B
VEGFR1 (Flt-1)
VEGFR2 (Flk-1)
VEGFR3

VPF

Platelet-Derived Growth Factor B
Platelet Derived Growth Factor Rezeptor
Placenta Growth Factor
Portalvenenembolisation
Performance Status
Rapidly Growing Fibrosarcoma-1
Ribonukleinsaure
subkutan
Severe Combined Immunodeficiency
Sulforhodamine B Assay
l6slicher VEGF-Rezeptor 1
Transarterielle Chemoembolisation
Trichloressigsaureldésung
Telomerase Reverse Transkriptase
Transforming growth factor alpha
Einteilung nach der Weltgesundheitsorganisation von
Tumorerkrankungen nach Tumorgrof3e (T),
Lymphknotenstatus (N) und Fernmetastasen (M)
Thrombospondin-1
Umdrehungen pro Minute
Vascular Endothelial Growth Factor
Vascular Endothelial Growth Factor A
Vascular Endothelial Growth Factor B
Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor 1
Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor 2
Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor 3

Vascular Permeability Factor
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