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1 Fragestellung

Bei der Neurofibromatose Typ 1 handelt es sich um eine autosomal dominant vererbte
neurokutane Erkrankung mit einer weltweiten Inzidenz von 1: 2.500-3.500 Lebendgeburten.
Die Betroffenen leiden unter dem Auftreten multipler Symptome, wie zum Beispiel der
Ausbildung von Tumoren des zentralen und peripheren Nervensystems sowie kutanen,
skelettalen, endokrinen und kardiovaskularen pathologischen Veranderungen, bis hin zu
mentalen Auffalligkeiten. Eines der Hauptmerkmale der Erkrankung bilden die Tumoren der
peripheren Nervenscheiden, welche sowohl benigne als auch maligne sein kénnen. Die
operative Entfernung dieser Neubildungen gestaltet sich mitunter schwierig, da es sich um
sehr gefalreiche Gebilde handeln kann. In praklinischen Studien werden bereits
Therapieoptionen durch Inhibitoren der Neoangiogenese an diesen Tumorformen untersucht.
Ziel dieser Arbeit war es, unter der Annahme, dass maligne Tumoren gefaRreicher sind als
benigne und mehr Angiogenesefaktoren exprimieren, zu untersuchen, ob ein Zusammenhang
zwischen der Expression verschiedener Wachstumsfaktoren, bzw. deren Rezeptoren (bFGF,
VEGF, EGFR) und der Geféalidichte des Tumormaterials besteht. Weiterhin sollten eventuell
vorhandene Korrelationen zwischen den einzelnen Wachstumsfaktoren/ -rezeptoren
untereinander im Tumorgewebe aufgedeckt werden, da zwar die Expression dieser Faktoren
in der Literatur bereits beschrieben wurde, aber kaum Daten bezuglich ihrer
Wechselbeziehung vorliegen.

Es wurden unterschiedliche Tumortypen, welche dermale, dermal/diffuse und plexiforme
Neurofibrome sowie MPNSTSs einbezogen, aus einem 58 Patienten umfassenden Kollektiv
mittels immunhistochemischer Nachweisverfahren untersucht und die Wachstumsfaktor- bzw.
Rezeptorexpression sowie die GefaRdichte des jeweiligen Praparates ermittelt und
miteinander verglichen. Aulierdem wurde die GeféalRdichte unterschiedlicher Tumortypen

untereinander verglichen.



2 Einleitung
2.1 Neurofibromatose Typ 1

Bei der Neurofibromatose Typ 1 (NF1), vormals nach ihrem Erstbeschreiber auch Morbus
von Recklinghausen genannt (von Recklinghausen 1882), handelt es sich um eine hereditare
Erkrankung, die mit einem weiten Spektrum an kutanen, osséren, neurologischen und
kardiovaskuldren Symptomen sowie im Besonderen mit der Prédisposition zur Entstehung
benigner und maligner Tumoren des Nervensystems einhergeht. Die NF1 wird autosomal-
dominant mit vollstandiger Penetranz, aber variabler Expressivitét vererbt (Carey und
Viskochil 1999). In ca. 50% der Falle ist eine Neumutation urséchlich fir die
Krankheitsentstehung (Packer et al. 2002), wobei diese hohe Rate auf die GroRe des NF1-
Gens und der damit verbundenen groRen Angriffsflache fir Mutationen zurlickfuhrbar sein
konnte (Friedman 1999). Die Inzidenz der Neurofibromatose Typl wird in der Literatur mit
1:2.500 bis 1:3.500 Lebendgeburten angegeben (Huson et al. 1988, Friedman 1999, Lammert
et al. 2005, Ferner et al. 2007).

2.1.1 Klinische Manifestation
Klinisch diagnostizieren lasst sich die NF1 anhand der im National Institutes of Health
Consensus Development Conference Statement 1988 festgelegten Kriterien (NIH 1988), von
denen mindestens 2 erfiillt sein mlssen, um einem Patienten die Diagnose NF1 zuordnen zu
kénnen:

1. Sechs oder mehr Café-au-lait-Flecken, im Durchmesser groRer als 5 mm prapubertér,
bzw. groRer 15 mm postpubertar
Zwei oder mehr kutane Neurofibrome oder ein plexiformes Neurofibrom
Axillares und/oder inguinales freckling (Sommersprossen)
Gliom des N. opticus

Zwei oder mehr Hamartome der Iris (Lisch-Knétchen)
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Eine fiir die Erkrankung spezifische skelettale Auffalligkeit, wie die Dysplasie des
Keilbeinflugels oder eine Ausdiinnung der Corticalis der langen Réhrenknochen

7. Ein Verwandter ersten Grades mit NF1, diagnostiziert nach den oben genannten

Kriterien.

Die meisten Merkmale der NF1 treten altersabhangig auf (vgl. Tabelle 1) und aufgrund der
variablen Expressivitat der Erkrankung kann es selbst intrafamilidr zu unterschiedlichen
Auspragungen der Symptome kommen (Carey und Viskochil 1999, Carroll und Ratner 2008).
Zu den klinischen Manifestationen der NF1 gehdren vor allem Tumore des peripheren

Nervensystems, die Neurofibrome, welche das Hauptmerkmal der Erkrankung darstellen und
3



vornehmlich benigne sind, aber maligne entarten konnen. Weitere kutane Aufféalligkeiten sind

Café-au-lait Flecken, auffallige intertrigindse Sommersprossen (freckling) und Irishamartome

(sogenannte Lisch-Kndtchen) (vgl. Tabelle 1).

Des Weiteren treten Tumoren des zentralen Nervensystems auf, allen voran Gliome, wobei es

sich meist um Optikusgliome (pilozytische Astrozytome, WHO Grad 1) handelt, welche bei

15 % der kindlichen NF1-Patienten vorkommen und bevorzugt in der ersten Lebensdekade
entstehen (Williams et al. 2009). Bei NF1-Patienten findet man haufig skelettale

Auffalligkeiten, wie Minderwuchs, Skoliosen, Pseudarthrosen sowie eine Ausdiinnung der

langen Rohrenknochen mit Bevorzugung der Tibia, Makrocephalie oder die Dysplasie eines

Keilbeinflugels. Weiterhin kommt es bei NF1-Erkrankten gehduft zum Auftreten

neurologischer Symptome, wie einer Epilepsie, einer mentalen Retardierung, zu

Aufmerksamkeitsstorungen und Lernschwache (Mautner et al. 2002, Ferner et al. 2007).

Aulerdem besteht bei betroffenen Patienten ein erhéhtes Risiko fur die Entwicklung

neuroendokriner (besonders Phdochromzytom) sowie hdmatopoietischer Tumoren (hier vor

allem die chronisch myeloische Leukamie) und kardiovaskularer Aufféalligkeiten

(Hypertonus, Aneurysmen) (Ferner et al. 2007, Williams et al. 2009).

Tabelle 1: Haufigkeiten und Alter bei Auftreten der klinischen Hauptmerkmale der NF1 (Ferner et al. 2007)

Klinische Manifestation

Café-au-lait Flecken
Freckling
Irishamartome

Dermale Neurofibrome

Plexiforme Neurofibrome

MPNSTS

Optikusgliom

Keilbeinflugeldysplasie

Scoliose

Schwere mentale Retardierung (1Q<70)
Lernschwierigkeiten

Epilepsie

Ph&ochromozytom

Haufigkeit (%)

>99
85
90-95

>99

30 (klinisch) - 50
(Bildgebung)
2-5
15
<1
10
4-8
30- 60
6-7
2

Alter bei Auftreten

Geburt - 12
3 — Adoleszenz
>3
> 7

(gewohnlich spate
Adoleszenz)

Geburt - 18

5-75
Geburt - 30
Kongenital
Geburt - 18

Geburt

Geburt
Lebenslang

> 10



2.1.2 Genetischer Defekt

Der Basisdefekt bei der Neurofibromatose Typ 1 wird durch die Mutation eines
Tumorsuppressorgens, des NF1-Gens verursacht, welches beim Menschen auf dem
Chromosom 17g11.2 lokalisiert ist und eine GroRe von 350kB hat (Cawthon et al. 1990,
Viskochil et al. 1990, Wallace et al. 1990). Es erstreckt sich Giber 60 Exons. Das NF1-
Genprodukt Neurofibromin, ein 2818 Aminosauren umfassendes Protein (De Clue et al. 1991,
Carey und Viskochil 1999), wirkt als Tumorsuppressor, indem es die RAS-Signaltransduktion
durch Spaltung der aktiven RAS-Form (RAS-GTP) in die inaktive Form (RAS-GDB) negativ
reguliert (Viskochil et al. 1999, Packer et al. 2002).

Durch einen Mangel an funktionierendem Neurofibromin bleiben die RAS-Proteine in ihrer
die Zellteilung und -differenzierung férdernden Wirkung aktiv. Bei Neurofibromin handelt es
sich um ein ubiquitar vorkommendes, zytoplasmatisches Protein, mit einer hohen Expression
in Nervengewebe und Schwannzellen (Gottfried et al. 2010).

Bei NF1-Patienten tragen alle Korperzellen eine Mutation des NF1-Gens, aber erst durch den
Verlust des zweiten intakten Allels durch eine somatische Mutation kommt es zur Ausbildung
von Neurofibromen (two hit Hypothese) (Kluwe et al. 1999). Der Verlust beider
Neurofibrominallele (LOH= loss of heterozygosity) konnte in Schwannzellen, welche sowohl
aus Neurofibromen, als auch MPNSTs gewonnen wurden, nachgewiesen werden und damit
die Schwannzelle als Tumorzelle identifiziert werden (Kluwe et al. 1999). Es ist bislang
unklar, welche Art von Zelle der Schwannzellen, ob Vorlaufer- oder reife Zelle, den Ursprung
der Tumorformation bildet. Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Nf -/- Schwannzelle
als Ausloser bei der Tumorentstehung ein Umfeld verschiedener Zellen benétigt, welche ein
inaktives Nf-Allel besitzen. Des Weiteren scheinen mehrere Wachstumsfaktoren und —
rezeptoren an der Neurofibrombildung beteiligt zu sein (Caroll und Ratner 2008).

2.1.3 Periphere Nervenscheidentumore bei NF1

Neurofibrome stellen das Kenzeichen der Neurofibromatose Typ 1 dar und sind gutartige
periphere Nervenscheidentumoren, die kutan oder subkutan oder netz- bzw. knotenartig
entlang von Nervenstrangen auftreten konnen (Ferner et al. 2007). Neurofibrome bestehen —
wie andere Tumore auch- aus transformierten und untransformierten Zellen, wobei
Schwannzellen mit bis zu 80% den Hauptbestandteil der Neurofibrome ausmachen (Kluwe et
al. 1999, Muir et al. 2001). Des Weiteren finden sich Fibroblasten, Perineuralzellen,
Mastzellen, Endothelzellen sowie Leukozyten, die in eine Matrix aus Kollagenfasern und
Mucosubstanzen eingebettet sind (Packer et al. 2002, Gottfried et al. 2010). Obwohl es
unterschiedliche Subtypen der Neurofibrome mit jeweils typischen klinischen Symptomen



gibt, ist die zelluldre Zusammensetzung bei allen Formen gleich (Carroll und Ratner 2008).
Die Schwannzellen im Tumorgewebe zeigen gegenuber gesunden Zellen Auffalligkeiten,
indem sie die Basalmembran durchbrechen und die GefaRneubildung (Angiogenese) fordern
kdnnen (Sheela et al. 1990, Caroll und Ratner 2008). Aus plexiformen Neurofibromen kénnen

durch Dedifferenzierung maligne periphere Nervenscheidentumoren (MPNSTS) entstehen.

2.1.3.1 Dermale Neurofibrome

Die héufigste Tumorform bei NF1-Erkrankten stellen die dermalen Neurofibrome dar, welche
bei mehr als 90% der Patienten vorkommen. Die Anzahl der Hauttumoren kann von Patient
zu Patient stark variieren, von einigen wenigen bis hin zu hunderten am gesamten Korper. Sie
entstehen Uberwiegend prapubertdr, kdnnen im Erwachsenenalter jedoch weiter an Anzahl
und GroRe zunehmen, wobei sich Phasen von raschem Wachstum und Ruhephasen
abwechseln konnen (Packer et al. 2002). Als Begleitsymptom klagen Patienten gelegentlich
uber Pruritus. Dermale Neurofibrome gehen nicht in eine maligne Form (ber. Die
chirurgische Resektion ist das Mittel der Wahl, zum Beispiel aus kosmetischen Griinden
(Williams et al. 2009).

2.1.3.2 Plexiforme Neurofibrome

Bei ca. 60% der NF1-Patienten treten plexiforme Neurofibrome auf (Kissil et al. 2009),
welche meist congenital bestehen und oft mehrere Nervenstrange netzartig betreffen (Packer
et al. 2002). Diese Tumoren kénnen jederzeit wachsen, wobei eine vermehrte
GroRenzunahme vornehmlich in der frihen Kindheit sowie in Phasen hormoneller
Umstellung, wie zum Beispiel wéhrend einer Schwangerschaft zu beobachten ist. In diesen
Zeiten kann es auch zu einer Entstehung neuer Tumoren dieser Art kommen (Korf 1999).
Plexiforme Neurofibrome kdnnen im gesamten Korper sowohl an oberfl&chlich liegenden,
wie auch sehr tiefen Nerven, beispielsweise im Gastrointestinaltrakt, entstehen. Besonders
hervorzuheben sind dabei groRere Nervenstrange, wie der Plexus brachialis oder lumbalis,
aber auch die Gesichtsregion, wobei hier am haufigsten der Nervus trigeminus betroffen ist.
Es kann zu einem Einbruch des Tumors in die Orbita kommen, besonders bei einer
vorhandenen Dysplasie des Keilbeinfligels. Die uber dem plexiformen Neurofibrom liegende
Haut kann durch die Tumormasse vorgewdlbt sein und/oder eine Hyperpigmentierung
aufweisen. Hierbei ist die Diagnose durch klinische Untersuchung allein zu stellen, bei
tieferliegenden oder auch asymptomatischen plexiformen Neurofibromen hat sich das MRT
als hilfreich erwiesen (Korf 1999). Klinische Relevanz besteht, wenn es durch Kompression

des Nerven zu neurologischen Defiziten oder Schmerzen kommt. Nicht nur die flachenhafte



Ausbreitung und das netzartige Wachstumsmuster der plexiformen Neurofibrome, sondern
auch ihr Gefalireichtum sind der Grund daftir, dass eine chirurgische Entfernung dieser
Tumortypen Schwierigkeiten birgt (Ferner et al. 2007). Bei den plexiformen Neurofibromen
besteht die Mdglichkeit zur malignen Entartung in maligne periphere

Nervenscheidentumoren.

2.1.3.3 Maligne periphere Nervenscheidentumore (MPNST)

Maligne periphere Nervenscheidentumore (MPNST) sind aggressive Weichteilsarkome,
welche sporadisch selten vorkommen. Patienten mit Neurofibromatose Typ 1 hingegen haben
ein Lebenszeitrisiko von 8-13% einen MPNST zu entwickeln (Evans et al. 2002). Meist
gehen die malignen Tumore von einem plexiformen Neurofibrom aus (Woodruff 1999, Kissil
et al. 2010) und treten gewdhnlich in der 3. bis 6. Lebensdekade auf (Bodempudi et al. 2009).
Die bei NF1-Patienten auftretenden MPNSTSs entwickeln sich deutlich friher als die
sporadischen (Hagel et al. 2007). Molekulargenetisch scheint bei der malignen
Tumorentwicklung sowohl ein Verlust beider NF1-, als auch weiterer Tumorsuppressorgene
(beispielsweise des TP53- Gens) und eine Ral-Uberaktivierung (Ras-like protein) eine Rolle
spielen zu kénnen (Bodempudi et al. 2009). Ebenfalls wird vermutet, dass beim Ubergang
von plexiformen Neurofibromen in eine maligne Form mehrere Wachstumsfaktoren und ihre
—rezeptoren, wie zum Beispiel EGFR beteiligt sein kdnnten (Carroll und Ratner 2008).
Klinisch verdéchtig auf eine solche maligne Entartung sind persistierender Schmerz, schnelle
Grolkenzunahme, neu entstehende neurologische Defizite sowie eine Veranderung in der
Textur des Gewebes. MPNSTSs entstehen bevorzugt am Rumpf, seltener an Extremitaten und
Kopf und zeigen sich bei Diagnose haufig bereits groRer als 5 cm im Durchmesser (Woodruff
1999). Die Prognose der betroffenen Patienten ist schlecht, da eine kurable Therapie mit
weitrdumiger Exzision des malignen Gewebes im Gesunden oft nicht mdglich ist und die
Tumore eine schnelle Metastasierung zeigen, zum Beispiel in die Lunge (Rasmussen et al.
2001; Evans et al. 2002). Die 5-Jahres-Uberlebensrate wird lediglich mit 21% angegeben
(Holtkamp et al. 2007), womit MPNSTs die Hauptursache fiir eine Reduktion der
Lebenserwartung bei NF1-Patienten darstellen.



2.1.4 Therapieoptionen

Eine kausale Therapie der Neurofibromatose ist derzeit nicht moglich, sodass sich die
Behandlungsbemuhungen auf die Vermeidung, bzw. Therapie von Komplikationen
erstrecken. Die unterschiedlichen Therapiemdglichkeiten von peripheren Nerventumoren
reichen von Beobachtung tiber Biopsieentnahme und chirurgischer Tumorentfernung bis hin
zu Strahlen- und Chemotherapie. Besonders die chirurgische Resektion von Tumoren hat
dabei einen hohen Stellenwert. Dermale Neurofibrome werden unter anderem aus
kosmetischen Grlinden entfernt, plexiforme Neurofibromen zum Beispiel, weil sie Nerven
oder Organe komprimieren und Schmerzen oder neurologische Defizite verursachen.

Das Mikromilieu der NF1-assoziierten Tumore, welches Mastzellen, tumorbedingte Fibrose
und Neoangiogenese umfasst, spielt eine wichtige Rolle bei der Tumorentstehung und dem
Tumorwachstum. Bei dermalen Neurofibromen eingesetzte Mastzellstabilisatoren wie
Ketotifen erbrachten in klinischen Studien jedoch keine signifikante Besserung von Pruritus,
Blutungsrisiko bei chirurgischer Resektion oder einen Riickgang der TumorgréRRe (Riccardi
1993).

RAS-Inhibitoren, wie Sirolimus/ Rapamycin als Inhibitor der mTOR-Signalkaskade finden
Anwendung bei plexiformen Neurofibromen und MPNSTSs und konnten in Studien die

Proliferation sowie die Angiogenese hemmen ohne die Apoptoserate zu erh6hen oder eine
toxische Systemwirkung zu induzieren (Gottfried et al. 2010). Eine weitere klinische Studie
befasst sich derzeit mit der Wirkung des mTOR-Inhibitors RAD-001 bei progressiven
Gliomen (Kissil et al. 2010). AuBerdem konnten in einer Phase 1 Studie bei der Behandlung
plexiformer Neurofibrome mit Thalidomid Erfolge im Sinne einer TumorgréRenreduktion
erzielt werden (Gupta et al. 2003). Préklinische Studien konzentrieren sich unter anderem auf
den RAS-Inhibitor Farnesylthiosalicylsdure, wo der Wirkstoff in MPNST-Zelllinien zu einem
verminderten Tumorwachstum fuhrte (Barkan et al. 2006).

Ramibizumab als monoklonaler Antikorper gegen VEGF-A wird bezuglich seiner
Wirksamkeit bei dermalen Neurofibromen getestet, wo er zum einen lokal in die Tumore
injiziert, als auch systemisch angewendet wird und eine Hemmung der Vaskularisation
bewirken soll (Kissil et al. 2010). Auch Cediranib, ein molekularer Inhibitor des VEGFR und
andere Thyrosinkinasen-Hemmer werden derzeit in klinischen Studien an NF1-Patienten
getestet und fuhrten bei einigen Betroffenen zu einem Stillstand der Krankheitssymptome
(Huson et al. 2010).



Des Weiteren erfolgen Studien mit EGFR-Antagonisten (Bsp. Cetuximab), welche sich im
Mausmodell und in vitro bei der Erprobung an MPNST-Zelllinien bereits bewahrt haben,

indem sie unter anderem zu einer Abnahme der TumorgréRe fiihrten (Wu et al. 2006).

Im Folgenden werden die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Wachstumsfaktoren und —

rezeptoren naher beschrieben. Zusétzlich findet sich eine erlauternde Ubersicht in Tabelle 2.

2.2 Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)
Beim epidermal growth factor (EGF) handelt es sich um ein aus 53 Aminosauren bestehendes
Peptid mit einem Molekulargewicht von 6000 Dalton. Das fur den Wachstumsfaktor
kodierende Gen befindet sich auf Chromosom 4, das fur den Rezeptor (EGFR) codierende
Gen auf Chromosom 7 (Weimann und Kiess 1991). Der EGFR ist ein transmembrandses
Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von ca. 170 kD und stellt eine Tyrosinkinase dar.
Die EGF- Rezeptorfamilie, auch bekannt als ErbB-Tyrosinkinaserezeptoren, umfasst
insgesamt 4 unterschiedliche Rezeptoren: den Epidermal Growth Factor Receptor
(erbB1/EGFR/HERL), erbB2 (HER2/neu), erbB3 (HER3) und erbB4 (HER4). Insgesamt sind
bislang 6 verschiedene Liganden bekannt, wobei EGF, transforming growt# factor  (TGEp)
und Amphiregulin an EGFR binden (Dutta und Maity 2007).
Der Rezeptor besteht aus drei Segmenten: einer extrazellularen Liganden-Bindungsdomane,
einer transmembrandsen Verankerungsdomane und einer intrazellularen Tyrosinkinase-
Doméne. Der EGF-Rezeptor findet sich auf der Oberflache nahezu aller Saugetierzellen
(Carpenter und Cohen 1990), wobei pro Zelle etwa 20000-50000 dieser Rezeptoren
vorkommen. Als Antwort auf die Bindung mit einem Liganden dimerisiert der Rezeptor mit
einem weiteren EGFR-Monomer, wodurch es zu einer Konformationsanderung kommt,
welche die Tyrosinkinasen aktiviert. Der Rezeptor wird mitsamt dem gebundenen EGF
internalisiert und danach abgebaut. Die Autophosphorylierung des EGFR stimuliert tiber
Adapterproteine mehrere intrazellulére Signalkaskaden, wie die Proteinkinase C sowie die
Phosphatidylinositol-3-kinase (Carpenter und Cohen 1990). Es kommt zu einer erhéhten
Aktivitat und Expression von Transkriptionsfaktoren und somit zu einer Steigerung der
Tumorzellproliferation, der Angiogenese, der Migration, der Adhdsion und einer Hemmung
der Apoptose (Dutta und Maity 2007). Die Funktion von EGFR besteht in der Forderung der
Proliferation von Epithelien und epidermalen Zellen. EGF findet sich in Kdrperfliissigkeiten,
hauptsachlich Speichel und Urin, des Weiteren in Thrombozyten. Es unterstiitzt in normalem
Gewebe die Wundheilung (Weimann und Kiess 1991). Erhéhte EGFR-Spiegel oder mutierte
9



Formen des Rezeptors wurden bei einer Reihe unterschiedlicher Krebsarten gefunden, wie
Mamma- Ca, Colon-Ca, Prostata-Ca und Glioblastomen (Ling et al. 2005). EGFR beeinflusst
bei diesen Tumoren Uber die Zellproliferation, Apoptose und Angiogenese auch die
Metastasierung und fihrt zu einer gewissen Resistenz gegentiber Radiatio und Chemotherapie
(Wu et al. 2006, Dutta und Maity 2007, Lichtenberger et al. 2010). Im Zusammenhang mit
der Neurofibromatose Typ 1 sind in vitro Experimente interessant, nach denen eine
Uberexpression von EGFR und eine Aktivierung mittels EGF zu einer Proliferation von
Neurofibromin-negativen Schwannzellen flhrt, ebenso wie von Zellen, die aus MPNSTs
stammen (Ling et el. 2005, Bodempudi et al. 2009). Allerdings lasst sich eine Uberexpression
von EGF in Neurofibromen nicht nachweisen (Mashour et al. 2004). Durch eine
Uberexpression von EGFR konnen im Modell Tumoren induziert werden, welche von den
Schwannzellen ausgehen und charakteristisch fur die NF1 sind, obwohl normale
Schwannzellen EGFR nicht exprimieren und auf EGF als Ligand nicht reagieren (DeClue
2000, Thomas und DeVries 2007). Die EGFR-Expression in Schwannzellen fuhrt zu einem
tumorspezifischen Phanotyp der Zellen sowie zur Mastzellakkumulation und Fibrose,
typische Erscheinungen in Neurofibromen (Li et al. 2002, Ling et al. 2005, Wu et al. 2006).
Mashour et al. (2004) konnten keine Erhéhung von EGFR im Serum von NF1-Erkrankten als
diagnostischen Marker nachweisen.

EGF fuhrt in verschiedenen Zelllinien zur Expression von VEGF und umgekehrt fuhrt die
pharmakologische Hemmung von EGFR zu einer verminderten VEGF-Expression sowie
Angiogenese (Dutta und Maity 2007).

2.3 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
Bei dem vascular endothelial growth factor (VEGF), friiher auch als vascular permeability
factor (VPF) bezeichnet, handelt es sich um ein heparinbindendes Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von 45kDa (Carmeliet 2005). Das fur den Wachstumsfaktor codierende
Gen befindet sich beim Menschen auf Chromosom 6p21.3. Die VEGF-Familie umfasst
mehrere Faktoren, wie VEGF-A (im Folgenden als VEGF bezeichnet), placenta growth
factor (PIGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E und zwei VEGF &hnliche Proteine
(Ferrara 2004). VEGF besitzt mehrere Isoformen (VEGF121, VEGF165, VEGF189 und
VEGF206), die durch alternatives Spleif3en entstehen und von denen VEGF165 die hdufigste
Form darstellt. Diese Isoformen besitzen bis auf VEGF121 alle eine Heparinbindungsdomane,
unterscheiden sich allerdings in ihrer Bindungsféahigkeit an Heparin und Heparansulfat
(Cohen 1995). Im Gegensatz zu VEGF121, bei dem es sich um eine l6sliche Variante handelt,
bleiben VEGF189 und VEGF206 an der Zelloberflache gebunden. VEGF165 kommt sowohl
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in l6slicher, als auch in gebundener Form vor (Ferrara 2004). VEGF ist ein Hauptmediator der
GeféaRneubildung und zwar sowohl in gesundem Gewebe, zum Beispiel bei der embryonalen
GefaRentwicklung und der Wundheilung, als auch in pathologischem Gewebe, wo die
Expression durch Hypoxie, Hypoglykamie oder durch Wachstumsfaktoren stimuliert werden
kann (Angelov et al. 1999, Carmeliet 2005). Gewebehypoxie fuhrt zu einer vermehrten
Produktion und Sekretion von VEGF, was zusammen mit der Bindung von VEGF an seine
Rezeptoren eine Grundlage zur Angiogenese bildet. VEGF bindet an Tyrosinkinase-
gekoppelte Membranrezeptoren auf ruhenden Endothelzellen und regt diese zur Sekretion von
Proteasen an, die eine erhohte Permeabilitat der Gefallwénde herbeifuhren. Es kommt zur
Auflosung der extrazellularen Matrix und der vaskuldren Basalmembran. VEGF flhrt so zu
Fenestrationen im Endothel (Angelov et al. 1999, Ferrara 2004), was urséchlich fir ein
begleitendes Tumorddem ist (Angelov et al. 1999) sowie die Hypoxie wiederum verstéarkt und
damit erneut die Expression von VEGF stimuliert (Carmeliet 2005). In menschlichen
Endothelzellen induziert VEGF die Expression der Apoptose hemmenden Proteine Bcl-2 und
A-1 (Ferrara 2004) und sorgt somit fiir ein langeres Uberleben der Zellen. Weiterhin ist
VEGF an der Proliferation, Migration und Differenzierung der Endothelzellen beteiligt. Als
Rezeptoren fur den Wachstumsfaktor fungieren die Tyrosinkinase-Rezeptoren Flt-1 (VEGFR-
1) und KDR (VEGFR-2, FIk-1), die auf Endothelzellen exprimiert werden sowie VEGFR-3
(FIt-3), welcher hingegen fast ausschlieBlich im lymphatischen Endothel lokalisiert ist
(Veikkola et al 2000). VEGFR-1 findet sich auch auf weiteren Zellarten, wie etwa
Makrophagen, Neutrophilen und anderen hdmatopoietischen Vorlauferzellen. VEGF bindet
an VEGFR-1 und VEGFR-2B. VEGF-C und VEGF-D praferieren VEGFR-3, kdnnen aber
auch mit VEGFR-2 interagieren (Veikkola et al. 2000). Zusatzlich zu diesen spezifischen
Rezeptoren reagiert VEGF auch mit den so genannten Neuropilinen (NP), einer Familie von
Corezeptoren (Ferrara 2004). Die Schlisselrolle bei der Angiogenese spielt der VEGFR-2,
indem er chemotaktische, anti-apoptotische und mitogene Signale in den Endothelzellen
vermittelt.

VEGF ist auch wesentlich fiir die embryonale VVaskulogenese verantwortlich. Bei Inaktivitat

eines Allels kommt es zum Absterben des Embryos (Ferrara 2004).

2.4 Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF, FGF-2)

Die strukturell verwandte Familie der fibroblast growth factors (FGFs) spielt als parakrin
wirkende Faktoren eine grof3e Rolle in der Proliferation, Differenzierung und Migration von
Zellen, im Besonderen wahrend der Embryonalentwicklung. Im adulten Organismus haben

sie bei der Homeostase, der Wundheilung sowie in der neuronalen Signaltransduktion im
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zentralen und peripheren Nervensystem eine wichtige Funktion (Ornitz und Itoh 2001). Eine
Unterbrechung der endothelialen FGF-Funktion fuhrt zu einer erhdhten Gefal3permeabilitat
(Murakami et al. 2008). Die beiden am besten charakterisierten Faktoren dieser Gruppe
besitzen unterschiedliche chemische Eigenschaften, da der eine sauer ist (aFGF, FGF-1) und
der andere basisch (bFGF, FGF-2). Beide besitzen die Eigenschaft an Heparin zu binden,
weshalb sie auch heparin binding growth factor alpha und beta genannt werden. Die Familie
der FGFs umfasst insgesamt 22 Mitglieder (Murakami et al. 2008), wobei es sich neben den
bereits erwahnten hierbei zum Beispiel um die Onkogene FGF-3 (Int2) und FGF-4
(hst/Kaposi) handelt, weiterhin FGF-5, FGF-6, FGF-7 (KGF), FGF-8 (AIGF), FGF-9 (GAF)
und FGF-10. Die einzelnen Faktoren haben eine &hnliche Genstruktur, weisen auf der
Proteinebene eine 13-71%ige Homologie auf und haben ein Molekulargewicht zwischen 17
und 34kDa. Der Effekt an der Zielzelle wird tber an der Zelloberflache gebundene
Tyrosinkinaserezeptoren vermittelt, wovon bislang vier verschiedene bekannt sind, FGFR1,
FGFR2, FGFR3 und FGFR4 (Murakami et al. 2008). Durch eine Bindung an Heparin kann
eine Erhéhung der mitogenen Aktivitat festgestellt werden. Die genetische Information fiir
den bFGF liegt beim Menschen auf Chromosom 4q26-27 (Ornitz und Itoh 2001). Der
basische FGF kommt ubiquitér in vielen Geweben vor (Abraham et al. 1986) und liegt in vier
Isoformen mit unterschiedlichen Molekulargewichten vor. Den verschiedenen Formen des
bFGF konnten unterschiedliche Zellfunktionen und —lokalisationen zugeordnet werden. Die
Form mit dem leichtesten Molekulargewicht (18 kD) wird von den Zellen freigesetzt und
stimuliert durch Bindung an Oberflachenrezeptoren die Migration und Proliferation der Zellen
sowie eine negative Regulation der FGF-Rezeptordichte. Die schwereren Isoformen (22, 22.5
und 24kD) konnten im Zellkern nachgewiesen werden und modulieren die Zellproliferation
(Seghezzi et al. 1998). Die biologische Bedeutung des bFGF liegt daher hauptséachlich in der
Induktion des BlutgefaBwachstums sowie in der Wachstumsférderung von Neuronen wahrend
der Entwicklung, da der bFGF in der embryonalen Entwicklung die Formation von
mesodermalen und neuroektodermalen Zellen, wie Fibroblasten und Endothelzellen induziert
und deren Differenzierung und Proliferation moduliert. Somit fuhrt bFGF Uber einen Einfluss
auf die DNA-Synthese zur Differenzierung unterschiedlicher Gewebe und kann durch seine
chemotaktische Wirkung auf GeféalRendothelzellen die Zellwanderung beeinflussen.

Bezogen auf diese Arbeit ist hervorzuheben, dass FGF als hochpotenter parakriner
Wachstumsfaktor fir GefaRendothelzellen bei Neurofibromen die Tumorangiogenese fordert
(Gesundheit et al. 2010). Um eine vergleichbare Endothelzellproliferation zu induzieren, ist

eine deutlich kleinere Menge FGF, als zum Beispiel EGF notwendig.
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Tabelle 2: Angiogenesefaktoren /-inhibitoren (aus Conway et al. 2001).

Activators Function Inhibitors Function
VEGF, VEGF-C, PIGF Strmmilate anmogenesis, permeahulity; VEGF-C: VEGFE-1, soluble Smk for VEGF, VEGE-B, FIGF (VEGEFE-1)
and homologues® stimmlates lymphangiogenesis; PIGF: role in VEGFE-1 and newropilin- and for VEGF 5 (NP-1)
pathologic angiogenesis 1 (WP-1)
VEGF receptors (VEGER) VEGFR-2: anglogenic signaling receptor; VEGFE- Angiopoiatin- Antaponist of Angl: induces vessel regression
3: (lymph)angiogenic signaling receptor; m the absence of angiogemic signals

newropilin-1 (NP-1): bnds specifically VEGF 155
coreceptor of VEGFR-2

FGF, HGF, MCP-1 Stimulate angiogenesis (FGF, HGF) and Endostatin Fragment of type XVII collagen; inhibits
arteriogenesis (FGF, MCP-1) endothelial survival and migration

2.5 Angiogenese
Im Gegensatz zur Vaskulogenese, bei der es sich um die Neuentstehung von primaren
GeféaRen wéhrend der Embryogenese handelt, indem sich Endothelzellen aus Angioblasten,
multipotenten mesenchymalen Vorlauferzellen, differenzieren, bezeichnet man als
Angiogenese die Entstehung neuer Kapillaren aus bereits bestehenden Geféalien durch
aussprossende Endothelzellen (Conway et al. 2001). Um Uber eine gewisse Grof3e hinaus
wachsen zu konnen, muf in einem mehrzelligen Organismus Angiogenese stattfinden. In
gesundem Gewebe besteht normalerweise ein Gleichgewicht von Angiogenese fordernden
und hemmenden Faktoren. Im Tumorgewebe kann es jedoch durch zwei Prinzipien zu einer
erhohten GefaRneubildung kommen, entweder durch eine gesteigerte Expression angiogener
Faktoren, wie VEGF, oder durch eine Hemmung inhibierender Faktoren, wie zum Beispiel
Endostatin oder Angiostatin (Folkman 2002, Carmeliet und Jain 2000). Tumorzellen
sezernieren verschiedene Angiogenesefaktoren, darunter VEGF, FGF, placenta-like growth
factor (PIGF), transforming growth factor-beta (TGF-R), transforming growth factor-alpha
(TGF-a), insulin-like growth factor (IGF) und scatter factor/hepatocyte growth factor
(SF/HGF). Als Folge hiervon werden sie von inflammatorischen Zellen, wie Lymphozyten,
Neutrophilen, Macrophagen und Mastzellen umgeben, welche zu einer weiteren Stimulation
der Angiogenese fiihren (Crivellato et al. 2008). Eine physiologische Angiogenese findet
wahrend der Embryogenese, im Erwachsenenalter im Rahmen der Wundheilung sowie in den
weiblichen Reproduktionsorganen wahrend des Menstruationszyklus und bei einer
Schwangerschaft in der Plazenta statt (Folkman und Shing 1992, Seghezzi et al. 1998). Ohne
entsprechende Stimuli sind die GeféalRe weitgehend ruhend (Folkman 2002). Nur ca. 0,01%
der Endothelzellen sind wahrend eines bestimmten Zeitpunktes in Teilung begriffen
(Carmeliet und Jain 2000). Die Genese neuer Blutbahnen ist besonders bei Tumoren ab einer
Grole von 1mms3 entscheidend, da nur durch diesen Prozess genligend Néahrstoffe, Sauerstoff,
Wachstumsfaktoren, etc. flir die wachsende Tumormasse zur Verfligung gestellt werden
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kdnnen. Tumorzellen, die mehr als 100-200 um von dem néchsten Gefal entfernt liegen,
konnen nicht mehr per Diffusion mit Sauerstoff und Uberlebensnotwendigen Néahrstoffen
versorgt werden (Carmeliet und Jain 2000). AuBerdem kann bei dieser Entfernung kein
Abtransport von Stoffwechselprodukten allein durch Diffusion erfolgen. Der Tumor macht ab
einer Grof3e von ca. 1-2mm? einen so genannten angiogenic switch durch, womit der
Ubergang eines avaskularen Wachstums in den vaskuldren Zustand des Tumors bezeichnet
wird (Ferrara 2001, Folkman 2007). Dieser Ubergang kann durch verschiedene Faktoren, wie
Gewebehypoxie, Hypoglykamie, Aktivierung bestimmter Oncogene oder Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen ausgeldst werden (Folkman 2002). Die Tumorzellen fungieren dabei
als Trigger fir die Angiogenese, indem sie angiogene Wachstumsfaktoren, insbesondere
VEGF-A, exprimieren. Durch VEGF aktivierte Endothelzellen &ndern ihre urspringliche
Form und produzieren Proteasen und Kollagenasen, was zum Aufldsen interzellulérer
Kontakte und zum Abbau der Basalmembran durch proteolytische Enzyme
(Metalloproteinasen) fuhrt (Cross und Claesson-Welsh 2001). Den proliferierenden
Endothelzellen wird so eine Einwanderung in das umliegende Gewebe ermdglicht. Durch die
erhdhte Durchlassigkeit der Gefalle kommt es zu einem Austreten verschiedener
Plasmaproteine, die dann als eine Art provisorische Matrix oder Leitstruktur dienen, auf der
die Endothelzellen migrieren kdnnen (Conway et al. 2001). Die wandernden Endothelzellen
bilden eine lose Aneinanderreihung, die so genannte Migrationssaule, und folgen einem
angiogenen Stimulus. Die Migrationssaulen sprossen immer weiter aus und die enthaltenen
Endothelzellen nehmen spater wieder Zell-Zell-Kontakte auf, so dass sich letztendlich ein
neues Gefall mit einem Lumen formt (vgl. Abbildung 1). Physiologisch k&me es durch eine
Rekrutierung von Perizyten zur Bildung einer neuen Basalmembran und zur Reifung des neu
gebildeten Gefélies. Bei der Tumorangiogenese bleibt dieser Vorgang allerdings aus, woraus
sich die weitgehend unreifen Gefalle in Tumoren erklaren lassen (Carmeliet und Jain 2000,
Liu et al. 2006), welche strukturelle Auffalligkeiten in Bezug auf die GefaRgroRe, -form
sowie die normale GeféaBhierarchie mit Unterteilung in Arteriolen, Venolen und Kapillaren

zeigen (Crivellato et al. 2008).
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Abbildung 1: Angiogenese (aus Liu et al. 2006).
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3 Material und Methoden

3.1 Patienten und Tumormaterial

Es wurden Proben von 29 ménnlichen und 29 weiblichen NF1-Patienten hinsichtlich ihrer
EGFR-, bFGF- und VEGF-Expression beurteilt. Das Patientenalter lag zum Zeitpunkt der
Tumorentfernung zwischen 3 und 70 Jahren, das mittlere Alter bei 29,2 Jahren und das
mittlere geschlechtsbezogene Alter bei 27,5 Jahren (Frauen), bzw. 30,8 Jahren (Manner).

Alle Tumorproben wurden operativ in der Klinik und Poliklinik fur Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf gewonnen. Fir die
Routinediagnostik wurde das Tumorgewebe im Institut fiir Neuropathologie in Paraffinblocke
eingebettet und die Befundung anhand von histologischen Praparaten vorgenommen, welche
nach HE, van Giesson und PAS gefarbt waren. Des Weiteren wurde routinemagig die
proliferative Aktivitat mittels Markierung mit dem Proliferationsmarker Ki-67ermittelt und
die Schwannzellen mit S100-Protein Antikdrpern dargestellt.

Fur die vorliegende Untersuchung erfolgte eine Gruppierung der Tumortypen in 1 = dermal, 2
= dermal/diffus, 3 = plexiform und 4 = MPNST, wobei 18 Préparate der Gruppe 1, 9
Préparate der Gruppe 2, 22 Praparate der Gruppe 3 und 9 Préparate der Gruppe 4 entsprachen.
Des Weiteren wurden die Tumoren ihrer Lokalisation nach in drei Gruppen unterteilt, wobei
der Gruppe 1 = Extremitaten 23 Praparate zugeteilt werden konnten, der Gruppe 2 = Stamm 9

Préparate und der Gruppe 3 = Kopf/Hals 25 Préparate.

3.2 Reagenzien

= Antibody-Diluent Solution, (Zymed 00-3218) (Zymed Laboratories Inc, USA)

= Aguatex (Merck 1.08562) (Merck KGaA, Darmstadt)

= Citronensaure-Monohydrat, (Merck 244) (Merck KGaA, Darmstadt)

= DAB (3,3-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-dihydrat) -Lésung (Sigma Chemical
Co, USA)

= Ethanol (technisch, Apotheke UKE)

= Eukitt (Kindler, Freiburg)

= H,0, (30%), (Merck 1.07210) (Merck KGaA, Darmstadt)

= Mayers Hamalaun, (Merck 09249) (Merck KGaA, Darmstadt)

= Protease Type XXIV (Sigma 232-642-4) (Sigma Chemical Co., USA)

= Tri-Natriumcitrat-Dihydrat, (Merck 6448) (Merck KGaA, Darmstadt)

=  Triton-X-100 (Serva No. 37238) (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg)

= Trizma Base (Sigma T-1503) (Sigma Chemical Co, USA)

Xylol (SDS)
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Immunreagenzien

3.3

Faktor V111 assoziiertes Antigen Antikorper (A0082;Verdiinnung 1:1000)
(DakoCytomation, USA)

Goat Serum (DAKO X0907) (DakoCytomation, USA)

Monoclonal Mouse Anti-Human Epidermal Growth Factor Receptor Antikorper
(Clone:H11, Code M3563; Verdinnung 1:200) (DakoCytomation, USA)

Mouse monoclonal 1gG 2a Vascular Endothelial Growth Factor Antikdrper (C-1)
(Sc7269; Verdiunnung 1:200) ( Santa Cruz Biotechnology, USA)

Rabbit polyclonal IgG Fibroblast Growth Factor-2 Antikdrper (147) (Sc79;
Verdlnnung 1:50) (Santa Cruz Biotechnology, USA)

Strept ABComplex/HRP Duet (Mouse, Rabbit), (DAKO K0492) (DakoCytomation,
USA) mit Reagens A : Streptavidin, Reagens B : Biotinylated Peroxidase
(Horseradish) und Reagens C : Biotinylated Goat anti- Mouse/ Rabbit Ig

Losungen und Puffer
Wasserstoffperoxid fur die Blockierung der endogenen Peroxidase:
10 ml H,0, + 250 ml Ethanol 100% fiir 15 Minuten
DAB- Stammldsung:
200 mg DAB ad 40 ml TBS/Triton, 2 mal filtrieren, Portionen a 1ml bei -20°C
einfrieren
DAB-Reaktionslosung:
1 ml TBS/Triton + 100 ul H,O, mischen, davon 300 ul zu 9 ml TBS/Triton geben und
1 ml DAB-Stammlésung zusetzen, mischen
Puffer zur Verdinnung der Antikorper:
Ziegenserum und TRIS-Puffer im Verhaltnis 1:10 mischen, dann diesen Ansatz mit
der Antibody-Diluent Solution 1:2 mischen
TRIS-LoOsung, 0,2 M:
121,14 g Trizma Base + Aqua bidestillata ad 5000 ml
TRIS-Puffer (TRIS-BSS) 0,05 M; pH 7,6:
1225 ml TRIS-Losung 0,2M + 207 ml HCI 1N + 42,5 g NaCl + Aqua bidestillata ad
5000 ml, Zugabe von 5 ml Triton-X-100 fiir Benutzung bei Paraffinschnitten

0,1 M Citronenséure: 21,01 g + 1000 ml Aqua bidestillata, bei 4°C aufbewahren
0,1 M Natriumcitrat: 29,41 g + 1000 ml Aqua bidestillata, bei 4°C aufbewahren
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= Mikrowellen-Puffer: 9 ml Citronenséure + 41 ml Natriumcitrat + Aqua bidestillata ad
500 ml

3.4 Gerdte und Verbrauchsmaterial
= Brutschrank
= Eppendorf-Pipetten (Eppendorf, Hamburg)
= Feuchtkammer
= Mikrowelle (Sharp 750W)
» pH- Meter CG841 (Schott Instruments GmbH, Mainz)
= Schuttler Magnetic Stirrer Hi300N (Hama Instruments, Israel)
= Waage Mettler P1200N (Mettler-Toledo GmbH, Giessen)

= Deckgléser

= Filterpapier, Rundfilter (Whatman, USA)

= Glaskuvetten, -zylinder, -bechergléser etc.

= Objekttrager (SuperFrost), (Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig)
= Parafilm Laboratory Film (Pechiney Plastic Packaging, USA)

= Petrischalen

* Pinzetten

= Wachsstift Dakopen, DAKO S2002 (DakoCytomation, USA)

3.5 Immunhistochemische Firbungen am in Paraffin eingebetteten

Gewebe

3.5.1 Durchfithrung der Fiarbungen

Alle Paraffinschnitte wurden mit einem Schlittenmikrotom in einer Dicke von 4 um
angefertigt, in einem 56°C warmen Wasserbad gestreckt und auf Silan-beschichtete
Obijekttrager (Superfrost, 75 mm x 25 mm) aufgezogen. Danach erfolgten das Trocknen der
Préparate in einem Brutschrank (37°C) und die immunhistochemischen Férbungen (siehe
folgende Farbeprotokolle) der Schnitte in einer feuchten Kammer.
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3.5.2 Farbeprotokolle 1-4: Nachweis von EGFR, VEGF, bFGF und von-Willebrand-

Faktor/ Faktor VIII-assoziiertes Antigen im Paraffin-Material

1. Entparaffinieren der Schnitte in absteigender Alkoholreihe:

a) Xylol 7-8 min
b) Xylol 7—-8 min
c) Ethanol 100% 2 min
d) Ethanol 100% 2 min
2. Hemmung der endogenen Peroxidase
250 ml Alkohol absolut + 10 ml H,0O; 15 min
30%
3. Entparaffinieren in absteigender Alkoholreihe:
e) Ethanol 96% 2 min
f) Ethanol 96% 2 min
g) Ethanol 80% 2 min
h) Ethanol 70% 2 min
i) Ethanol 50% 2 min
J) Aqua bidestillata 2 min

4. a) Bei EGFR Andau mit Protease: 25 mg Protease bei 37°C im Brutschrank in 250 ml
vorgewarmter TBS-Pufferldsung auflsen. Préparate in der Losung 14 min auf dem
Schittler inkubieren. Reaktion stoppen, indem die Préparate zweimal flr jeweils 10 min
in 250 ml im Kihlschrank vorgekihlte TBS-Pufferlésung gegeben werden. Wéhrend der
Proteasebehandlung Antikdrper ansetzen und feuchte Kammer herstellen
b) Bei VWF hitzeinduzierte Demaskierung der Antigenepitope in der Mikrowelle mit
Citratpuffer 0,01 M, pH 6 fur 15 min. Schnitte in 250 ml TBS-Puffer geben und 15 min
spiilen
¢) VEGF und bFGF ohne Vorbehandlung

5. Tumormaterial mit Fettstift (Dakopen) auf dem Objekttréger eingrenzen

6. Pro Schnitt 300 pl Primér- Antikérper (EGFR und VEGF in Verdinnung 1:200, bFGF in
Verdinnung 1:50, VWF in Verdiinnung 1:1000) auftragen und 1 Stunde inkubieren
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10.

11.

12.
13.
14.
15.
16.

17.

Schnitte abtropfen lassen, in 250 ml TBS- Puffer geben und fur 10 min auf dem Schdttler
ausspllen

8.-13. Nur bei EGFR, VEGF und bFGF:

Schnitte aus der Pufferlésung nehmen und den Zweit-Antikorper (Ziege) auftragen (5 ml
TBS- Puffer + 50 pl Reagens C), fir 30 min inkubieren

Schnitte abtropfen lassen, in 250 ml TBS- Puffer geben und fur 5 min auf dem Schiittler
ausspilen

ABComplex auf die Schnitte auftragen (5 ml TBS- Puffer + jeweils 50 pl Reagens A und
B) und 30 min inkubieren

Schnitte abtropfen lassen, in 250 ml TBS-Puffer geben und 5 min auf dem Schuttler
ausspllen

Inkubieren mit chromogenem Substrat (DAB- Reaktionslésung) fur 7 min

Schnitte fir 10 min unter flieRendem Leitungswasser wéssern

Schnitte mit Hamalaun fiir 30 s gegen farben

erneut 10 min flielend wassern

Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe fixieren:

a) Ethanol 80% 2 min
b) Ethanol 96% 2 min
c) Ethanol 100% 2 min
d) Ethanol 100% 2 min
e) Xylol 2 min
f) Xylol 2 min

Schnitte mit Eukitt und Deckglaschen eindecken.

3.6 Immunhistochemische Firbungen und Ermittlung der Gefif3dichte

Die einzelnen Praparate wurden geméal? den oben beschriebenen Farbeprotokollen angefarbt.

Die Expressionsstéarke der einzelnen untersuchten Wachstumsfaktoren und —rezeptoren wurde

jeweils in 4 Abstufungen von 0 = keine Anféarbung tber 1 = geringe und 2 = mittlere bis 3 =

starke Anfarbung unterteilt.

Die Auszéhlung der Gefalkdichte erfolgte mittels eines Binokularmikroskops der Firma

Olympus (Modell BH-2), wobei pro Praparat ein Areal in der GroRe von 1mm? ausgewertet

wurde.
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3.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Rechenprogramms SPSS (IBM, Version
15.0) fur MS Windows. Es wurde eine nichtparametrische Korrelationsanalyse nach Kendall-
Tau-b fur die Faktoren VEGF, bFGF, EGFR, Patientenalter, Dekade, Tumortyp und
Tumorlokalisation durchgefihrt. Unterschiede wurden ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit
<5% (p<0,05) als signifikant erachtet. Des Weiteren erfolgte ein Mann-Whitney-U-Test
bezogen auf die Daten von Tumortyp und VEGF.
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4 Ergebnisse

4.1.1 Farbung von VEGF

Von den 18 untersuchten dermalen Tumoren zeigten sechs keine Anférbung fiir VEGF
(33,3%), acht eine geringe Anfarbung (44,4%), drei eine mittlere Anfarbung (16,6%) und ein
Préparat eine starke Anférbung (5,6%). Bei den diffusen Tumoren zeigten vier keine
Anféarbung von VEGF (44,4%), und flnf eine geringe Anfarbung (66,6%). Die 21
plexiformen Préparate teilten sich in drei ohne Anfarbung (14,3%), zehn mit geringer

Anféarbung (47,6%), sieben mit mittlerer Anfarbung (33,3%) und eins mit starker Anfarbung
(5%) auf. Bei den MPNSTSs zeigten zwei Tumoren keine Anfarbung von VEGF (22,2%), drei
eine geringe Anfarbung (33,3%), und vier eine mittlere Anfarbung (44,4%) (siehe Abbildung

2, 3, Tabelle 3 und Diagramm 1).

Tabelle 3: Mittelwerte Wachstumsfaktoren/-rezeptor und GeféRdichte vs. Tumortyp.

TUMORTYP VEGF FGF2 EGFR Gefalkdichte
1 Mittelwert ,89 1,17 ,67 36,06
N 18 18 18 18
Standardabweichung ,900 ,618 , 767 17,059
2 Mittelwert ,56 1,11 ,78 43,22
N 9 9 9 9
Standardabweichung 527 ,601 ,833 25,723
3 Mittelwert 1,27 1,45 1,18 35,27
N 22 22 22 22
Standardabweichung 767 ,510 ,958 11,544
4 Mittelwert 1,22 1,00 1,00 68,78
N 9 9 9 9
Standardabweichung ,833 , 707 ,866 38,858
Insgesamt Mittelwert 1,03 1,24 ,93 41,95
N 58 58 58 58
Standardabweichung ,816 ,601 ,876 24,140
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Diagramm 1: Tumortyp vs. VEGF im Zytoplasma. Tumortypl = dermal, 2 = dermal/ diffus, 3 = plexiform, 4 =
MPNST. * : p < 0,05

Vergleicht man die VEGF-Expression in den einzelnen Tumortypen, lasst sich eine
signifikante Beziehung dahingehend feststellen, dass plexiforme Neurofibrome und MPNSTs
eine hohere VEGF-Expression aufwiesen (r = 0,300; p = 0,009; N 0 58). Der zusétzlich mit
den Tumorgruppen 2 und 3 durchgefiihrte Mann-Whitney-U-Test bestétigte diese
Singnifikanz (r = 0,026).
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Abbildung 3: Anfarbung von VEGF in einem plexiformen Neurofibrom. Gleicher MaRstab wie Abb. 6.
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4.1.2 Farbung von bFGF

Zwei der dermalen Tumoren zeigten keine Anférbung fiir bFGF (11,1%), zwolf eine geringe
Anférbung (66,7%) und vier eine mittlere Anfarbung (22,2%). Die diffusen Tumoren zeigten
in einem Fall keine Anfarbung (11,1%), sechs Praparate wiesen eine geringe Anfarbung
(66,7%) und zwei Tumoren eine mittlere Anfarbung (22,2%) auf. Von den 21 plexiformen
Tumoren zeigten zwolf eine geringe (57,1%) und neun eine mittlere Anfarbung (42,9%). Die
MPNSTSs zeigten in zwei Féllen keine (22,2%), in funf Féllen eine geringe (55,6%) und in
zwei Féllen eine mittlere Anfarbung (22,2%) (siehe Abbildung 4, Tabelle 3 und Diagramm 2).

Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.

2,0

1,54

bFGF2 Expression (Mittelwerte +/- Standardfehler des
Mittelwertes)
-
2

1 2 3 4
TUMORTYP

Diagramm 2: Tumortyp vs. bFGF im Zytoplasma. Tumortyp 1 = dermal, 2 = dermal/diffus, 3 = plexiform, 4 =
MPNST.

Eine erhohte b-FGF-Expression im Zytoplasma ging mit einer ebenfalls erhhten VEGF-
Expression im Zytoplasma einher (r =0,289; p = 0,017; N = 58).
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Abbildung 4: Anfarbung von bFGF in einem dermalen Neurofibrom. Gleicher MaRstab wie Abb. 6.

4.1.3 Farbung von EGFR

Neun der untersuchten dermalen Tumoren wiesen keine Anfarbung fur EGFR auf (50%),
sechs eine geringe Anfarbung (33,3%) und drei eine mittlere Anfarbung (16,7%). Bei den
diffusen Tumoren zeigten vier keine Anfarbung (44,4%), drei eine leichte (33,3%) und zwei
eine mittlere (22,2%). Die Gruppe der plexiformen Tumoren teilte sich in finf Préparate,
welche keine Anféarbung fiir EGFR aufwiesen (23,8%) sowie acht mit leichter (38,1%), sechs
mit mittlerer (28,6%) und zwei mit starker Anfarbung (1,0%) auf. Bei den MPNSTs war bei
drei Préaparaten keine Anfarbung (33,3%), in drei Féllen eine geringe (33,3%) und in ebenfalls
drei Fallen eine mittlere Anfarbung (33,3%) nachweisbar (siehe Abbildung 5, 6, Tabelle 3
und Diagramm 3).
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Diagramm 3: Tumortyp vs. EGFR im Zytoplasma. Tumortyp 1 = dermal, 2 = dermal/ diffus, 3 = plexiform, 4 =
MPNST.

Bezogen auf die Expression von EGFR und den Tumortyp konnte keine signifikante
Korrelation festgestellt werden. Zwischen der EGFR-Expression und der Expression der
anderen untersuchten Angiogenesefaktoren liel sich ebenfalls kein signifikanter
Zusammenhang nachweisen.

Allerdings konnte bei allen untersuchten Wachstumsfaktoren eine Zunahme der Expression

von Tumorgruppe 2 zu 3 nachgewiesen werden.

Die EGFR-Expression zeigt sich bei jingeren Patienten deutlich erhéht (r = -0,238; p = 0,032;
N = 58). In der grafischen Darstellung der EGFR-Expression bezogen auf das Patientenalter
ergibt sich in der 7. Dekade eine auffallige Abweichung vom Mittelwert dadurch, dass in
dieser Altersstufe nur zwei Praparate einbezogen wurden, welche unterschiedliche
Tumortypen mit stark abweichender EGFR-Anfarbung umfassten (vgl. Diagramm 4 und
Tabelle 4).
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Mittelwertes)

Alter (Dekade)

Diagramm 4: Dekade vs. EGFR im Zytoplasma. *: p < 0,05

Tabelle 4: Tumortyp vs. Dekade.

1 2 3 4
Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl

1 1 4

2 2 3 7 2

3 5 3 3 1

4 5 2 4 5

5 4 1 1

6 1 2

7 1 1

Tumortyp 1= dermal, 2 = dermal/diffus, 3 = plexiform, 4 = MPNST



Abbildung 5: Anfarbung von EGFR in einem plexiformen Neurofibrom eines 13jéhrigen Patienten. Gleicher MaRstab
wie Abb.6.
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Abbildung 6: Anférbung von EGFR in einem plexiformen Neurofibrom eines 70jahrigen Patienten.
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4.2 Gefafddichte

Hinsichtlich der Gefalidichte zeigte sich eine Korrelation von Tumortyp und GeféaRdichte (r =

0,249; p = 0,014; N = 58), wobei die GefaRdichte von den benignen Neurofibromen zu den
MPNSTSs signifikant zunahm (vgl. Diagramm 5, Abbildung 7).

100

80

60—

20

Gefaldichte (mm2, Mittelwerte +/- Standardfehler des
Mittelwertes)

1 2 3 4
TUMORTYP

Diagramm 5: Tumortyp vs Gefélidichte.
Tumortyp: 1= dermal, 2= dermal/diffus, 3= plexiform, 4= MPNST. *: p < 0,05
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Abbildung 7: Anfarbung von Faktor VIII in einem MPNST. Gleicher Malstab wie Abb. 6

4.3 Tumorlokalisation
Tumorart und Tumorlokalisation korrelierten miteinander (r = -0,258; p = 0,028; N = 57).

Plexiforme Tumoren entstehen bevorzugt in grof’en Nerven und Plexus, also stammbetont,

dermale Neurofibrome finden sich hingegen tiber den gesamten Korper verteilt (vlg. Tabelle

5).

Tabelle 5: Tumortyp vs. Lokalisation.

Lokalisation Tumortyp
1 2 3 4
Extremitaten 4 5 5 9
Rumpf 5 2 2 0
Gesicht/Hals 9 1 15 0

Tumortyp: 1= dermal, 2= dermal/diffus, 3= plexiform, 4= MPNST
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5 Diskussion

Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse weisen Zusammenhénge unterschiedlicher
Angiogenesefaktoren bei verschiedenen Tumorformen nach, welche im Rahmen einer
Neurofibromatose Typ 1 auftreten kénnen. Es zeigte sich, dass plexiforme Neurofibrome,
obwonhl sie bei operativer Entfernung stark bluten und gut vaskularisiert sind (Kawachi et al.
2003), eine im Vergleich zu den dermalen/ dermal-diffusen Neurofibromen zwar erhéhte
VEGF- Expression, jedoch keine erhohte GefaRdichte aufweisen. Die erhéhte VEGF-
Konzentration in den plexiformen Neurofibromen kdnnte damit erklarbar sein, dass diese
Tumorform, im Gegensatz zu den dermalen, von einer Kapsel umgeben wird, welche ein
Diffundieren des Wachstumsfaktors in das umgebende Gewebe verhindert. Interessant ist,
dass die GefaRdichte in den plexiformen Neurofibromen trotz erhéhter VEGF-
Konzentrationen im Gewebe nicht ansteigt. Erst bei den MPNSTSs lieR3 sich eine deutliche
Zunahme der GefaRdichte ermitteln. Angelov und Kollegen stellten entsprechend bereits 1999
eine deutlich erhéhte Vaskularisierung sowie VEGF-Expression in MPNSTs im Vergleich zu
normalem Nervengewebe fest. Die Forschergruppe um Gesundheit (2010) konnte beim
Ubergang von plexiformen Neurofibromen zu MPNSTSs eine Veranderung der GefaRqualitit
sowie eine inflammatorische Komponente mit Leukozyteneinwanderung und Mikroblutungen
bei vorliegender Malignitat nachweisen. Sie fanden in ihrer Untersuchung einen Anstieg von
VEGF und GefaRdichte beim Vergleich von plexiformen Neurofibroms und MPNST,
allerdings nahmen sie keinen Vergleich mit dermalen Neurofibromen vor. Thomas und
DeVries wiesen 2007 hingegen eine erhohte VEGF-Expression in MPNSTs und normalen
Schwannzellen im Vergleich mit Neurofibromen nach. Interessant ware herauszufinden, was
genau die Zunahme der GefaRdichte beim Ubergang zur Malignitat triggert, ob z.B. in den
plexiformen Tumoren das Gleichgewicht von Angiogenese und Antiangiogenese durch ein
erhdhtes Angebot an Antiangiogenesefaktoren aufrecht erhalten wird. Eine mogliche
Erklarung konnte in einer bereits von Gesundheit und Kollegen vermuteten Zunahme der
VEGF-Rezeptoren beim Ubergang zum MPNST liegen. VEGFR konnte (iberwiegend, wenn
auch nicht ausschlieBlich, auf Endothelzellen nachgewiesen werden (Gesundheit et al. 2010),
VEGEF als Ligand hingegen wird unter anderem auch von Tumorzellen sezerniert.

Die hier nachgewiesene erhohte VEGF-Expression in plexiformen Neurofibromen kénnte
eine weitere Erklarung fur das schnelle Wachstum dieser Tumorart sein. Zietsch und
Kollegen (2010) beschrieben bereits eine Expression von VEGF in peripheren
Nervenscheidentumoren und konnten einen Zusammenhang mit der Expressionszunahme und

der voranschreitenden Malignitét herstellen, wie auch die Forschergruppe um Gesundheit
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(2010) einen Zusammenhang zwischen einer vermehrten VEGF und VEGFR-Expression und
dem Ubergang von plexiformen Neurofibromen in MPNSTSs aufzeigen konnte. Sie wiesen in
plexiformen Neurofibromen kein VEGF im Zytoplasma der Tumorzellen nach, wohl aber in
MPNSTSs. In der vorliegenden Untersuchung gelang es, VEGF auch bei plexiformen
Neurofibromen im Zytoplasma nachzuweisen. Die von Gesundheit und Kollegen
beschriebene Zunahme von VEGF beim Ubergang zur Malignitat konnte hier nicht
uneingeschrankt bestatigt werden. Es war zwar ein genereller Anstieg in der VEGF-
Konzentration zu konstatieren, der Unterschied war aber zwischen diffusen und plexiformen

Tumoren am groten und steigerte sich danach nicht mehr beim MPNST.

Thomas und DeVries stellten 2007 fest, dass bFGF in Neurofibromen starker exprimiert wird
als in normalen Schwannzellen und auch in MPNSTSs konnten sie ein vermehrtes Vorliegen
nachweisen, welches sich allerdings nicht so deutlich zeigte wie in den Neurofibromen.

In der vorliegenden Untersuchung fanden sich bei den verschiedenen Tumortypen keine
signifikanten Utnerschiede in der bFGF-Expression.

Die in dieser Arbeit bestatigte Korrelation von bFGF und VEGF im Zytoplasma der
Neurofibrome ist nachvollziehbar, da bFGF Uber parakrine und autokrine Mechanismen zu
einer vermehrten VEGF Expression in Endothelzellen sich bildender Kapillaren fihrt, wie
bereits durch Seghezzi et al. (1998) nachgewiesen wurde. Auch Murakami und Simons (2008)

konnten einen Einfluss von bFGF auf die Expression von VEGF feststellen.

In der vorliegenden Arbeit wurden weitere Angiogenesefaktoren mit einbezogen. Die Gruppe
um Lichtenberger (2010) konnte synergetische Effekte der VEGF- sowie der EGFR —
Signalkaskade in epithelialen Tumoren nachweisen, unter anderem darauf beruhend, dass eine
VEGF-Uberexpression durch das Vorliegen von EGFR hervorgerufen wird. Die gleiche
Forschergruppe konnte ebenfalls darlegen, dass ein Fehlen von VEGF und EGFR zu keiner
weiteren Tumorentwicklung fihrte. Auch Fujiyama und Kollegen kamen 2001 zu dem
SchluB, dass VEGF in der Kaninchencornea Uber eine Aktivierung der EGFR/ERK-Kaskade
exprimiert wird. Ein derartig klarer Zusammenhang von VEGF- und EGFR-Expression war
hingegen in der vorliegenden Studie nicht nachweisbar. Zwar war bei beiden Parametern eine
Zunahme der Expressionsrate von den dermalen/dermal-diffusen Tumoren zu den
plexiformen Neurofibromen und MPNSTSs hin nachweisbar und ebenfalls in beiden Féllen
zeigte sich die Expression bei den plexiformen Neurofibromen noch stérker als bei den

MPNSTSs, allerdings war diese Zunahme statistisch nicht signifikant.
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Generell konnte in der vorliegenden Untersuchung ein Unterschied bei allen untersuchten
Wachstumsfaktoren und —rezeptoren zwischen den dermalen Neurofibromen (Tumorgruppe
1,2) sowie den plexiformen Neurofibromen und MPNSTSs (Tumorgruppe 3,4) festgestellt
werden, der allerdings nur fir VEGF statistisch signifikant war. Eine mdgliche Ursache fir
das Fehlen weiterer Korrelationen kénnte in der Untersuchungsmethode begrindet sein, die
keine echte quantitative Auswertung ermaglicht.

In dieser Arbeit konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen der EGFR-Expression und
dem Alter der Patienten nachgewiesen werden. Jiingere Patienten scheinen mehr EGFR zu
exprimieren als altere, wobei die Expressionsrate am Ubergang der ersten zur zweiten Dekade
am stérksten abfallt, um nachfolgend annahernd gleich zu bleiben (vgl. Diagramm 5 und
Tabelle 4). Diese Ergebnisse decken sich mit den Aussagen der Forschungsgruppe um
Hiramatsu (1988), welche im Tiermodell eine Abnahme der EGFR-Expression im alternden
Rattenhirn nachwies und der Gruppe um Kamat (2008), die eine im Alter abnehmende
Expression von EGFR in der Rattenleber beschrieb. Ohta und Ichimura konnten 2000
ebenfalls einen altersbedingten Riickgang von EGFR im olfaktorischen Epithel von Mausen
beschreiben, welcher mit einer abnehmenden Zellproliferation und einer Atrophie des
olfaktorischen Epithels assoziiert war. Enwere und Kollegen (2004) konnten diese
Beobachtung beim Menschen ebenfalls im Zusammenhang mit einer Abnahme der
olfaktorischen Neurogenese machen. In der vorliegenden Untersuchung wird ein
Zusammenhang von erhdhter EGFR-Expression mit den jungeren Dekaden allerdings
vermutlich auch dadurch erzeugt, dass es sich bei den Tumortypen, welche in der ersten
Lebensdekade enthommen wurden, vornehmlich um MPNSTSs handelte (vgl. Tabelle 5),
welche generell eine hdhere Expression dieses Rezeptors aufweisen als Neurofibrome (vgl.
Tabone-Eglinger et al. 2008). Bei anderen Tumorerkrankungen lasst sich im Alter eine
erhohte EGFR- Expression nachweisen, wie zum Beispiel beim Glioblastoma multiforme
oder colorectalen Karzinom. Dieser Zusammenhang konnte in der vorliegenden Arbeit nicht
aufgezeigt werden. EGFR wurde in einigen Arbeiten als prognostischer Faktor flr das
Outcome bei Glioblastoma multiforme beschrieben (vgl. Simmons et al. 2001) und zeigt sich
bei malignen Entitaten, wie auch MPNSTSs, erhoht (vgl. Holtkamp et al. 2008, Perrone et al.
2009). Dilworth und Kollegen (2008) konnten weiterhin nachweisen, dass EGFR in MPNSTs
bei Patienten mit Neurofibromatose starker exprimiert wird als in sporadischen MPNSTSs.

In der vorliegenden Studie zeigte sich hingegen kein signifikanter Zusammenhang von EGFR

und Tumortyp, bzw. einem Ubergang zur Malignitat. Zwar konnte eine vermehrte Expression
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in plexiformen Neurofibromen und MPNSTSs im Vergleich zu den dermalen/ dermal-diffusen
Neurofibromen nachgewiesen werden, diese war allerdings statistisch nicht signifikant.
Thomas und DeVries beschrieben 2007 ebenfalls einen Anstieg von EGFR in Neurofibromen
und MPNSTSs im Vergleich zu normalen Schwannzellen, welcher bei beiden Entitaten

annahernd gleich war.

Wie auch bei Kawachi und Kollegen (2003), zeigte sich in der durchgefiihrten Untersuchung
kein signifikanter Unterschied im Ausmal} der Gefalkdichte zwischen dermalen und
dermal/diffusen Tumoren. Die GeféalRdichte bei den plexiformen Neurofibromen lag noch
darunter. Erst in MPNSTSs konnte eine erhdhte Gefalldichte mikroskopisch nachgewiesen
werden. Diese Ergebnisse decken sich mit denen der Forschergruppe um Gesundheit (2010),
welche ebenfalls eine erhéhte Gefalkdichte in MPNSTSs im Vergleich zu plexiformen
Neurofibromen nachweisen konnte sowie mit den Ergebnissen von Naber (2012), der eine
Zunahme der Vaskularisation in MPNSTSs gegenuber differenzierten peripheren

Nervenscheidentumoren und gesundem Kontrollgewebe dokumentierte.

In der vorliegenden Arbeit konnte ein Zusammenhang zwischen der Lokalisation und dem
Tumortyp nachgewiesen werden, welcher sich mit der Literatur deckt (vgl. Wu et al. 2006).
Die plexiformen Neurofibrome zeigten sich eher stammbetont, ebenfalls die MPNSTSs, da sie
zumeist aus plexiformen Tumoren entstehen und die dermalen Neurofibrome sind eher

peripher lokalisiert (vgl. Staser et al. 2010).

Ein weiterer interessanter Aspekt betrifft den Zusammenhang zwischen der Gefaldichte und
dem Vorhandensein von Wachstumsfaktoren sowie von Mastzellen im Mikromilieu von
Tumoren. Mastzellen vermitteln Entziindungsreize und gelten als Angiogenese-Stimulatoren
verschiedener Tumorarten. Ch'ng und Kollegen konnten 2006 einen Zusammenhang
zwischen der peritumoralen Mastzelldichte und der mikrovaskuléren GeféaRdichte sowie
Progression und Prognose beim Malignen Melanom nachweisen. Mastzellen im Mikromilieu
von Melanomen und Basalzellkarzinomen enthalten mehrere Angiogenesefaktoren, darunter
auch bFGF und VEGF und stellen sogar die hauptsachliche Quelle von VEGF in diesen
Tumorarten dar (Ch'ng et al. 2006). Auch Crivellato und Kollegen (2008) sehen in der
Eigenschaft der Mastzellen angiogene Zytokine (u.a. VEGF und FGF-2) zu synthetisieren und
zu sezernieren eine Hauptrolle in der Tumorentstehung und Metastasierung, da sie zum

»angiogenic switch* beitragen. Zhu und Kollegen wiesen bereits 2002 auf die Rolle von Nf-
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heterozygoten Mastzellen im peritumoralen Gewebe hin, welche noch vor der Entstehung von
plexiformen Neurofibromen in periphere Nerven einwandern. Nach neueren Arbeiten
unterscheidet sich die Mastzelldichte im Gewebe von dermalen und plexiformen
Neurofibromen nicht (Behrens 2008, Hagel et al. 2011). Dieses Ergebnis deckt sich bezlglich
der GefaRdichte mit der Feststellung dieser Arbeit, dass diese sich erst beim Ubergang zur
Malignitat erhoht.

5.1 Ausblick

Die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen Wachstumsfaktoren und —rezeptoren sind
Ziele moglicher zukiinftiger Therapieoptionen bei peripheren Nervenscheidentumoren,
weshalb weitere Untersuchungen in dieser Richtung wichtig sind, um Zusammenhénge
aufzuklaren und so bessere Therapieansatze zu liefern. Gegebenenfalls konnte die
Kombination mehrerer Antikérper gegen bestimmte Angiogenesefaktoren zu einem Erfolg
bei der Behandlung von Neurofibromatose-Tumoren fiihren.

So konnten Lichtenberger et al. (2010) bereits im Mausmodell einen signifikanten
Therapieerfolg bei der Behandlung epithelialer Tumore durch EGFR-Hemmung (B1-2992) im
Sinne einer Tumorstase nachweisen sowie einen milden Effekt durch VEGF-Inhibition (Bl-
1120) und die Kombination beider Ansatze fuhrte sogar zu einer kompletten Regression
mancher Tumoren. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits von Dutta und Maity (2007)
gemacht, welche einen Rickgang der VEGF-Expression unter dem Einsatz von EGFR-
Antikorpern nachwiesen, aber auch auf die Tatsache hinwiesen, dass es zu einer Resistenz
von Tumoren gegeniiber EGFR-Antikorpern kommen kann, welche mit einer Uberexpression
von VEGF einherging, was einen Rlckgang der Angiogenese verhinderte. Plotkin und
Kollegen erbrachten 2008 den Nachweis, das Erlotinib, ein der EGFR- Tyrosinkinasehemmer
bei einem Patienten mit Neurofibromatose Typ 2 zu einer Verbesserung der Horfahigkeit
sowie zu einer Regression des Vestibularschwannoms fiihrte. Mautner und Kollegen
berichteten 2010 Uber therapeutische Erfolge mit Bevacizumab, einem monoklonalen
Antikorper gegen VEGF, bei zwei Patienten mit Neurofibromatose Typ 2, wobei es in beiden
Féllen bereits nach einer kurzen Therapie zu einem Ruckgang der Tumormasse sowie bei
einem Patienten zu einer Verbesserung der Horféhigkeit kam. Bevacizumab ist bei anderen
Tumorarten (colorektales Carcinom, Brustkrebs) in Verbindung mit anderen Therapieformen,
wie Chemotherapie, bereits als Medikation zugelassen und kdnnte bei weiteren
Tumorentitaten als Therapieoption in Frage kommen.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersucht den Zusammenhang der Wachstumsfaktoren VEGF, bFGF,
des Wachstumsfaktorrezeptors EGFR sowie der Gefalidichte in peripheren
Nervenscheidentumoren, welche im Rahmen der Erkrankung Neurofibromatose Typ 1
beobachtet werden. Bei der Neurofibromatose Typ 1 handelt es sich um eine autosomal-
dominant vererbte neurokutane Erkrankung, welche mit einer Inzidenz von 1:2.500-3.500
Lebendgeburten beziffert wird und durch das Auftreten peripherer Nervenscheidentumoren
sowie ein weites Spektrum kutaner, skelettaler, kardiovaskularer, endokriner und mentaler
Auffalligkeiten charakterisiert ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden 58 dermale, dermal/ diffuse und plexiforme Neurofibrome
sowie MPNSTSs auf die oben genannten Angiogenesefaktoren hin immunhistochemisch
untersucht sowie die Gefalidichte in den Préparaten ermittelt.

Es zeigte sich, dass plexiforme Neurofibrome sowie MPNSTSs eine im Vergleich zu den
dermalen Tumoren deutlich erhéhte VEGF-Expression aufweisen, die Gefaldichte aber erst
bei den MPNSTSs signifikant zunimmt. Die anderen Parameter zeigten keine signifikant
unterschiedliche Expression in den verschiedenen Tumortypen. In der ersten Lebensdekade
wurde eine deutlich hthere EGFR-Expression beobachtet als in den folgenden
Lebensjahrzehnten. Dieses Ergebnis ist zumindest zum Teil dadurch erklarbar, dass in der
Gruppe der bis Zehnjahrigen 4 von 5 Tumoren MPNSTSs waren, welche tendenziell eine

erhohte EGFR-Expression zeigten.
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11 Anhang

11.1 Abkiirzungsverzeichnis

EGFR = epidermal growth factor receptor

bFGF = basic fibroblast growth factor, FGF-2

VEGF = vascular endothelial growth factor

VEGFR = vascular endothelial growth factor receptor
VPF = vascular permeability factor

RAS = rat sarcoma (Protoonkogen)

GTP = Guanosintriphosphat

GDB = Guanosindiphosphat

MPNST = maligne periphere Nervenscheidentumoren
PNF = plexiformes Neurofibrom

LOH = Loss of heterozygosity

NF1 = Neurofibromatose Typ 1

Nf = Neurofibromin

11.2 Tabellenverzeichnis
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Neurofibromatose Typ 1 (Ferner et al. 2007)

Tabelle 2: Angiogenesefaktoren/ -inhibitoren (aus Conway et al. 2001)

Tabelle 3: Mittelwerte Wachstumsfaktoren/ -rezeptor und GefaRdichte vs. Tumortyp

Tabelle 4. Tumortyp vs. Dekade

Tabelle 5: Tumortyp vs. Lokalisation

11.3 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Angiogenese (aus Liu et al. 2006)

Abbildung 2: Anfarbung von VEGF in einem dermal/ diffusen Neurofibrom
Abbildung 3: Anfarbung von VEGF in einem plexiformen Neurofibrom
Abbildung 4: Anférbung von bFGF in einem dermalen Neurofibrom
Abbildung 5: Anfarbung von EGFR in einem PNF eines 13-jahrigen Patienten
Abbildung 6: Anfarbung von EGFR in einem PNF eines 70-jahrigen Patienten
Abbildung 7: Anfarbung von Faktor VIII in einem MPNST
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11.4 Diagrammverzeichnis

Diagramm 1: Tumortyp vs. VEGF im Zytoplasma
Diagramm 2: Tumortyp vs. bFGF im Zytoplasma
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