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1. EINLEITUNG

1.1. Mammakarzinom

Brustkrebs ist die hdufigste maligne Tumorerkrankung der Frau weltweit. Im Jahr 2008 wurden
weltweit 1,38 Millionen Neuerkrankungen diagnostiziert und somit 23% aller Krebsneuerkran-
kungen, es gab 458.400 brustkrebsbedingte Todesfillen (14% aller Krebstodesfille weltweit)
(Ferlay et al., Jemal et al.).

Laut Zahlen des Robert-Koch-Institutes Hamburg gab es im Jahr 2006 in Deutschland 58.000
Neuerkrankungen bei einem mittleren Erkrankungsalter von 64 Jahren, welches deutlich unter
dem Erkrankungsalter anderer Krebserkrankungen liegt. In den westlichen Industrienationen ist
die Inzidenz des Mammakarzinoms in den 1980-er und 1990-er Jahren angestiegen, mitbedingt
durch den Einsatz der postmenopausalen Hormontherapie, aber auch durch bessere Screenings-
und Fritherkennungsmolichkeiten (Mammographiescreening). Die Mortalitéit ist mit ca. 18.000
Todesfillen pro Jahr seit 1990 weitestgehend konstant (Robert-Koch-Institut).

Die Therapie der Brustkrebserkrankung beruht auf mehreren Séaulen: die stadiengerechte operative
Behandlung, Radiatio und die medikamentdse adjuvante oder neoadjuvante Chemo,- Hormon,-
und Antikorpertherapie.

Mammakarzinome sind eine heterogene Gruppe von Tumoren. Sie unterscheiden sich einerseits
durch die verschiedenen histologischen Typen, wichtiger aber noch im biologischen Verhalten.
Neben histologischer Beurteilung und Einordnung geméss der TNM-Klassifikation, gehdren die
Untersuchung des Tumormaterials auf Ostrogen- und Progesteron-, sowie den HER2-Rezeptorsta-
tus absolut zum klinischen Standart. Unter Einbezug von oben genannter Charakterisitika, Alter,
Menopausenstatus und Gesamtzustand der Patientin sollte fiir jede Patientin eine an die individu-
elle Tumorbiologie angepasste Therapie ermdglicht werden.

Die Chemotherapie hat positive Effekte sowohl auf die rezidivfreie, als auch auf die Gesamt-
iiberlebenszeit , bringt aber wie jede aggressive Tumortherapie ein hohes Mass an Toxizitdt und
Nebenwirkungen mit sich und bedeutet fiir viele Patientinnen eine grosse Belastung. Durch die
heutzutage verbesserten Uberlebenschancen und Langzeitverldufe kann Brustkrebs auch als chro-
nische Erkrankung gesehen werden. Bei langen Krankheitsverldufen sehen wir uns zunehmend
mit Resistenzen gegeniiber Chemotherapeutika konfrontiert, ebenso im Falle von Rezidiven und
Spétmetastasen und es wichst das Bediirfnis nach zusitzlichen, zielgerichteten Therapien, um die
Prognose der Brustkrebspatientin weiter zu verbessern.

Die endokrine Therapie ist im Prinzip die erste zielgerichtete Tumortherapie (,,targeted therapie™).
Sie findet ihre Anwendung bei Patientinnen mit positivem Ostrogen- und /oder Progesteronrezep-
torstatus.

Ein gewaltiger Schritt nach vorne in der ,,targeted therapy** ist mit Trastuzumab erreicht worden.
Trastuzumab ist ein humanisierter monoklonaler Antikdrper gegen die extrazellulire Doméne des
transmembranen Her2 -Wachstumsfaktorrezeptor. Etwa 15-25% aller Mammakarzinome zeigen
Amplifikationen im HER2/neu Gen und iiberexprimieren den Her2/neu Rezeptor (Smith et al.,
2007). Eine Uberexpression dieses Onkogens ist insgesamt mit einer schlechteren Gesamtprogno-
se assoziiert. Bereits 1998 erfolgte in den USA eine Zulassung des Trastuzumab als Monotherapie
sowie in Kombination mit Chemotherapie fiir das metastasierte Mammakarzinom.

Bevacizumab (Avastin) ist ein rekombinanter humanisierter monoklonaler Antikorper, der an
VEGF, einen Gefdsswachstumsfaktor bindet und somit die Aktivierung der VEGF-Rezeptoren
verhindert. Zielbereich der Therapie ist hier die Angiogenese und somit die Hemmung von Tu-
morwachstum und Metastasierung. Diese gezielte Hemmung des Tumorwachstums durch Ansatz
an der Tumorangiogenese scheint derzeit vielversprechend und ist Feld intensiver Forschungen.



1.2. Tumorneoangiogenese

Zwei Vorginge sind essentiell fiir das ,,Uberleben* eines Tumors: Wachstum und Metastasierung.
Bis zu einer Grosse von 1-2 mm gelingt die Versorgung eines Tumors mit Sauerstoff und Néhrstof-
fen per Diffusion, fiir weiteres Wachstum ist der Tumor auf das Entstehen neuer Blutgefdasse durch
Neovaskularisation angewiesen (Carmeliet, 2005).

Ist es einem Tumor gelungen durch Angiogenese neue Gefdsse auszubilden und Anschluss an das
BlutgefdBsystem zu erhalten, bietet ihm dies einen Wachstumsvorteil. In einer Studie an histologi-
schen Schnitten von Mammakarzinomen zeigten Weidner et al. durch die mikroskopische Zédhlung
von Kapillaren und Venolen einen Zusammenhang zwischen Vaskularisierung und dem Auftreten
von Metastasen (Weidner et al., 1991). Die Auspridgung von lymphogenen und himatogenen Me-
tastasen hat grossen Einfluss auf die Prognose einer Krebserkrankung und kann auch als Merkmal
der Aggressivitit eines Tumors gesehen werden.

Angiogenese, das Wachstum neuer Gefésse ist ein Vorgang der sich physiologischerweise in der
Embryonalentwicklung vollzieht. Beim Erwachsenen gibt es nur noch wenige Situationen, in de-
nen wir eine physiologische Angiogenese finden, wie im reproduktiven Zyklus der Frau und
bei der Wundheilung. Viele Erkrankungen gehen mit pathologischer Neovaskularisation einher:
Rheumatische Erkrankungen, Psoriasis, Proliferative Retinopathie, altersbedingte Maculadegene-
ration, Praekklampsie und Tumorerkrankungen. Neu gebildete Gefdsse in Tumoren unterscheiden
sich strukturell von gesunder Gefédssarchitektur. Sie sind gekennzeichnet durch eine unterschiedli-
che Porengrosse und eine erhohte Gefdsspermeabilitat. Tumorgefasse sind unregelmissig geformt,
teils erweitert und korkenzieherartig gekriimmt und die normale Gefdsshierarchie ist aufgehoben.
(Carmeliet, 2005).

Tumoren konnen iiber einen langen Zeitraum in einem sozusagen schlafenden Zustand oder auch
avaskuldren Phase sein, bis sie Anschluss an das Blutgefdasssystem erhalten und beginnen, in das
BlutgefdB3system zu invasieren und zu metastasieren. Diesen Vorgang nennt man den ,,angioge-
nen Switch* (Hanahan and Folkman, 1996). Ist die avaskuldre Phase gekennzeichnet durch ein
Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und -apoptose (Carmeliet, 2005), so muss es fiir den
Ubergang zum angiogenen Phénotyp zu einer Verinderung zwischen den aktivierenden und hem-
menden Faktoren der Angiogenese kommen (Hanahan and Folkman, 1996).

Inzwischen sind viele positive als auch negative Regulatoren der Angiogenese bekannt: Zu den
positiven Faktoren zihlt unter anderen der Vaso-Endotheliale-Wahstumsfaktor (VEGF) (Ferrara
and Davis-Smyth, 1997). Ausldser fiir die Angiogenese kann entweder eine Aktivierung der posi-
tiven Regulatoren wie VEGF sein, oder eine Inaktivierung von hemmenden Faktoren.

1.3. Der Vaso-Endotheliale-Wachstumsfaktor VEGF

VEGF, der Vaso-Endotheliale-Wachstumsfaktor gehort zu den wichtigsten und am meisten unter-
suchten Wachstumsfaktoren der Angiogenese und spielt eine Schliisselrolle sowohl in physiologi-
scher, als auch in pathologischer Angiogenese (Ferrara and Davis-Smyth, 1997).

Das VEGF-Gen besteht aus acht Exons, die durch sieben Introns voneinander getrennt werden und
befindet sich auf Chromosom 6p21.3 (Ferrara and Davis-Smyth, 1997). Es sind vier verschiedene
Isoformen bekannt, die sich durch die Anzahl ihrer Aminosduren und in der Fahigkeit Heparin
zu binden unterscheiden: VEGF121, VEGF165, VEGF189 und VEGF206. Die hiufigste Isoform
ist das VEGF165, welches auch VEGF-A genannt wird. Natives VEGF ist ein heparinbindendes
homodimeres Glycoprotein mit einem Molekulargewicht von 45 kDa. Der Verlust der heparinbin-
denden Doméne fiihrt zu einem deutlichen Verlust der mitogenen Aktivitit von VEGF (Ferrara and
Davis-Smyth, 1997, Ferrara et al., 2003).

Verschiedene Mechanismen sind in die Regulation der VEGF-Genexpression involviert: Sauer-
stoffmangel fiihrt zu einer vermehrten Expression der VEGF-mRNA. Mit Grossenzunahme eines
Tumors werden jene Zellen, welche sich am weitesten vom Tumorgefédssbett entfernt befinden, als
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erstes hypoxisch. Beim Glioblastoma multiforme konnte der grosste Anteil an VEGF-m-RNA in
den Zellen gezeigt werden, die am néchsten an nekrotischen Arealen lagen.

Wachstumsfaktoren und Cytokine, die von Tumoren exprimiert werden, wie plateled-derived-
growth-factor PDGF, fibroblastic-growth-factor FGF, tumor-necrosis factor TNF und Interleu-
kin-6 IL-6 konnen die VEGF-Genexpression hochregulieren und somit die Tumorangiogenese
anregen. Einige Zellinien exprimieren sowohl VEGF, als auch VEGF-Rezeptoren und zeigen, dass
sich VEGF sowohl in autokriner, als auch in parakriner Weise verhalten kann (Ferrara and Davis-
Smyth, 1997, Carmeliet, 2005). Aber auch der Verlust von Tumor-Suppressorgenen wie p53, oder
die Aktivierung von Onkogenen wie h-Ras, k-RAS oder HER-2 kénnen zu vermehrter VEGF-
Expression flihren.

Erstmals entdeckt wurde VEGF im Jahr 1983 von Senger et al. (Senger et al., 1983) als ein Fak-
tor, der die Gefdsspermeabilitit erhoht und wurde somit Vascular-Permeability-Factor (VPF) ge-
nannt . In Folge zeigten Studien an VEGF-gendefizienten Mausen die essentielle Rolle von VEGF
in embryonaler Vasculogenese und Angiogenese. Schon der Verlust eines VEGF-Allels fiihrte zum
Versterben der Miuse zwischen embryonalem Tag 11 und Tag 12 (Carmeliet et al., 1996).

VEGF stimuliert Wachstum von Gefassen durch direkte Wirkung auf Endothelzellen und unter-
stlitzt die Zellen bei der Formierung von Gefédssen. Durch die Erhohung der Gefdsspermeabilitit
wird es Plasmaproteinen vermehrt ermoglicht, in den Extrazellularraum zu gelangen und dort eine
extravasale Matrix zu bilden, die wiederum das Wachsen von Endothelzellen unterstiitzt. Dieses
spielt eine Rolle sowohl bei Wundheilung und Entziindungsprozessen, als auch beim Tumor-
wachstum.

VEGF stimuliert die Chemotaxis von Monozyten und kann endotheliale Vorlduferzellen und hi-
matopoietische Stammzellen mobilisieren.

VEGF vermittelt die Sekretion und Aktivierung von Enzymen, die die Auflosung der extrazelluli-
ren Matrix unterstiitzen, wie Plasminogenaktivatoren und die Matrix-Metalloproteinasen und un-
terstlitzt auf diesem Weg das Wachstum neuer Tumorgefésse (Carmeliet, 2005, Ferrara and Davis-
Smyth, 1997). VEGF reguliert das Wachstum des dominanten Follikels im ovariellen Zyklus der
Frau. Erhohte Werte von VEGF finden sich bei verschiedenen gynikologischen Erkrankungen wie
bei dem PCO-Syndrom und bei der Praekklampsie (Ferrara, 2004). VEGF ist bendtigt bei der An-
giogenese fiir das Wachstum von Knorpel. Es hat vasodilatatorische Wirkung mit reflektorischer
Tachykardie und Hypotension (Ferrara and Davis-Smyth, 1997, Ferrara et al., 2003).

Ist man sich der Rolle von VEGF in der physiologischen Angiogenese bewusst, ldsst es sich leicht
verstehen, dass Verdnderungen in der VEGF-Expression eine Rolle in verschiedenen pathologi-
schen Situationen spielen konnen. Die meisten Erkrankungen die mit einer Neovaskularisation
verbunden sind, gehen auch mit erhohten Werten von VEGF einher. Wir finden eine erhéhte VEGF
m-RNA in den meisten soliden Tumoren wie Lungenkarzinom, Mammakarzinom,

Nieren-, Blasen-, Ovarial- und Endometriumkarzinom, Tumoren des Gastrointestinaltraktes, Hirn-
tumoren und in vielen malignen hdmatologischen Erkrankungen. Ebenso bei intraokldren neovas-
kuldren Erkrankungen, bei entziindlichen Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises, bei
Erkrankungen des weiblichen Reproduktionstraktes wie beim Polyzystischen-Ovarialsyndrom,
der Endometriose und bei der Praekklampsie (Ferrara, 2004).

Aus dem Verstindniss der Rolle, die VEGF in Tumorangiogenese und Tumorwachstum spielt,
entstand der therapeutische Ansatz, Tumorwachstum durch Blockade der VEGF-induzierten An-
giogenese zu hemmen, worauf in Folge noch nédher eingegangen wird.

1.4. Die VEGF-Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2

VEGF steuert seine biologische Aktivitdt liber zwei transmembrane Tyrosinkinase-Rezeptoren,
Flt-1 (VEGFR-1) und Flk-1 (VEGFR-2), welche Anfang der 90-er Jahre zuerst auf Endothelzel-
len und in Folge auf Monozyten entdeckt wurden (Ferrara, 2004). Shibuya et al. (Shibuya et al.,
1990) entdeckten das flit-Gen und konnten seine Expression in verschiedenen Zelllinien, sowie in
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Plazentagewebe nachweisen. Das flt-Gen dhnelt in seinem Aufbau den Genen der fms-Familie, zu
denen auch der colony-stimulating-factor 1 (CSF-1) und plateled-derived-growth- factor (PDGF)
gehoren. 1992 stellten de Vries et al (de Vries et al., 1992) die Expression der VEGF-Rezeptors-1
auf Endothelzellen fest.

VEGFR-1 ist ein negativer Regulator der Angiogenese in der Embryonalzeit und hat sowohl po-
sitive, als auch negative regulatorische Funktionen im erwachsenen Organismus. Die Rezeptoren
fiir VEGFR1 und VEGFR?2 dhneln sich in ihrem Aufbau: beide gehoren zur Familie der Tyrosinki-
naserezeptoren. Sie setzen sich zusammen aus einer extrazelluliren Doméne, bestehend aus sieben
Ig-dhnlichen Doménen, einer transmembranen Region, und einer Tyrosinkinasesequenz, die von
einer Kinaseansatzdomine unterbrochen ist. Das VEGFR1-Protein besteht aus 1338 Aminosduren
(Shibuya and Claesson-Welsh, 2006).

Liganden der VEGF-Rezeptoren:

VEGRI1 bindet VEGF, PIGF (Plazenta Growth Factor) und VEGF-B, VEGFR-2 bindet VEGF,
VEGF-C und VEGF-D (Ferrara et al., 2003). Ein weiteres Mitglied der Familie der VEGF-Rezep-
toren ist VEGFR-3 (Flt-4). VEGFR-3 bindet VEGF-C und VEGF-D und findet sich in erster Linie
auf Endothelzellen der Lymphgefédsse (Shibuya, 2001).

Neurolipin-1 und -2 (NP1 und NP2) sind Corezeptoren fiir VEGF. Sie spielen eine Rolle bei der
Kontrolle des Wachstums von Axonen (Robinson and Stringer, 2001). Werden diese auf Zellen
gemeinsam mit VEGFR-2 exprimiert, so verstirkt NP-1 die Bindung von VEGF165 an VEGFR-2
und die VEGFR-2 vermittelte Chemotaxis von VEGF165 (Ferrara, 2004).

Die hochste Bindungsaffinitit des VEGF-Rezeptor-1 besteht zu VEGF, gefolgt von PIGF. Die Bin-
dungsstelle fiir VEGF am VEGFR-1 ist an der zweiten Ig-dhnlichen Doméne, die Bindungsstelle
fiir VEGFR-2 an der 2.- und 3.-Ig-dhnlichen Doméne (Ferrara, 2004, Shibuya, 2001).

Studien an VEGFR-1-gendefizienten Méusen untersuchten die Rolle von VEGFR-1 in der Emb-
ryogenese und zeigten auf, dass VEGFR-1 teils als positiver, teils als negativer Regulator der An-
giogenese wirkt. Flt-1-/- Mduse verstarben in utero zwischen Tag 8,5 und 9,5. Endothelzellen ent-
wickelten sich, organisierten sich aber nicht zu Gefdssen (Fong et al., 1995). Diese Beobachtung
lasst annehmen, dass die Flt-1-vermittelte Signaltransduktion in der Embryonalzeit die Entwick-
lung der normalen Zell-zu-Zell- und Zell-zu-Extrazellularmatrix-Interaktionen mit beeinflusst. Als
weiterer Grund fiir die Gefédssdisorganisation konnte eine exzessive Proliferation von Angioblasten
gezeigt werden. Diese Beobachtung lésst schliessen, dass VEGFR-1 die Rolle eines negativen Re-
gulators in der Angiogenese spielt (Fong et al., 1999). Im Gegensatz dazu entwickeln Miuse, die
nur die extrazelluldre Doméne und die transmembrane Doméne des VEGFR-1 exprimieren, denen
jedoch die Tyrosinkinasedoméne fehlt (TK(-)Mé&use), normale Gefédsse, was schliessen ldsst, dass
die Tyrosinkinase in der Embryonalperiode entbehrlich ist, wobei die extrazellulire Doméne die
entscheidende Rolle fiir die Entwicklung der Gefdssformation spielt (Hiratsuka et al., 1998).
Flk-2-gendefiziente Mause (Flk-/-) starben in utero zwischen Tag 8,5 und 9,5 als Folge eines ftii-
hen Defekts von Endothelzellen und hdmatopoietischen

Vorlauferzellen: es entwickelten sich weder ,,blood-islands* im Dottersack, noch Blutgefdsse.
Daraus lésst sich schliessen, das FLK-1 essentiell ist fiir die frithe Vaskulogenese (Shalaby et al.,
1995).

Soluble-VEGFR-1

Das VEGFR-1-Gen kodiert zwei unterschiedliche Formen des VEGF-Rezeptors-1. Einmal den
membranstindigen Rezeptor mit der vollstaindigen Lénge, als auch einen kiirzeren Rezeptor, der
in 16slicher Form vorliegt (soluble-VEGFR1, s-VEGFR-1) (Shibuya, 2001). Dieser geht durch
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Abbildung 1:

Die VEGF-Rezeptoren, 1-3 und ihre Liganden

Bildnachweis:

Shibuya M, Claesson-Welsh L . Signal transduction by VEGFreceptors in regulation of angiogenesis and lymphan-
giogenesis. Exp Cell Res (Shibuya and Claesson-Welsh, 2006)

alternatives Spleissen aus der Flt-1-pre-mRNA hervor und kodiert fiir einen 16slichen Rezeptor fiir
VEGTF, s-VEGFR-1 (Kendall and Thomas, 1993). Im Gegensatz zu der membranstiandigen Rezep-
torform, fehlt dem s-VEGFR-1 die siebte Ig-dhnliche Doméne, sowie die transmembrane Region
und die intrazelludre Tyrosinkinase-Doméne. s-VEGFR-1 bindet VEGF mit hoher Affinitit und
hindert seine mitogene Aktivitét, einmal dadurch, dass es VEGF an der Bindung des membran-
standigen, signaltransduzierenden Teils hemmt, andererseits durch Bildung nicht signaltransdu-
zierender s-VEGFR-1/ VEGFR-2 Komplexe (Kendall et al., 1996). Somit wirkt s-VEGFR-1 als
negativer Antagonist von VEGF (Kendall and Thomas, 1993).

Einen hohen Grad an Expression der loslichen Form des VEGFR-1 (s-VEGFR-1) findet sich in
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der Plazenta und es ldsst sich vermuten, dass das s-VEGFR1-Protein eine physiologische Funktion
wihrend der Schwangerschaft hat, indem es die Hohe des VEGF reguliert (Shibuya, 2001).

i-VEGFR-1

Erst kiirzlich entdeckt wurde eine weitere intrazelluldre Form des VEGFR-1, i-VEGFR-1, welches
in fiinf unterschiedlichen Isoformen vorliegt und aus einer oder mehreren intrazelluliren Doménen
besteht. An MDA-MD-231 Brustkrebszellen liess sich i-VEGFR-1 nachweisen und steht bei die-
sen in Zusammenhang mit Aktivierung der Invasion von Tumorzellen (Mezquita et al.).

VEGFR-1-Expression

Die VEGFR-1-Rezeptorexpression findet sich auf Endothelzellen der Gefésse, sowie auf Mono-
zyten und Makrophagen, wo es unter anderem die Migration dieser Zellen steuert (Barleon et al.,
1996, Clauss et al., 1996). Desweiteren wurde VEGFR-1 auf denritischen Zellen, Chondro- und
Osteoklasten gefunden (Shibuya and Claesson-Welsh, 2006). Die VEGFR-1-Expression wird bei
Sauerstoffmangelmangel durch einen von dem hypoxia-inducible-factor (HIF)-abhingigen Me-
chanismus hochreguliert (Ferrara, 2004, Ferrara et al., 2003).

Signaltransduktion und Bildung von Heterodimeren:

Gemeinsam ist allen VEGF-Rezeptoren, dass sie Signale fiir Uberleben, Proliferation und Migra-
tion der Zelle tibertragen. Verschiedene molekulare Mechanismen, wie beispielsweise Rezeptor-
heterodimerization und Interaktionen zwischen verschiedenen Signaltranduktionswegen, ermdogli-
chen eine Zusammenarbeit der verschiedenen VEGFR’s. Die Vermittlung der Signaltransduktion
durch VEGF findet in erster Linie statt durch ligandeninduzierte Autophosphorylation und durch
Bindung an intrazelluldre Signatransduktoren (Shibuya and Claesson-Welsh, 2006).

VEGF enthilt unterschiedliche, aber teilweise liberlappende Bindungsstellen fir VEGFR-1 und
VEGFR-2 und durch Interaktion der beiden Molekiile kommt es zu einer Dimerisation der beiden
Rezeptoren und in Folge zu einer Signaltransduktion durch Autophosphorylation (Robinson and
Stringer, 2001).

PIGF, welcher Ligand ist fiir Flt-1, kann durch Bindung und Aktivierung von Flt-1 zu intermoleku-
larer Transphosphorylation von Flk-1 fiihren und somit die iiber Flk-1 vermittelte, VEGF induzier-
te Angiogenese verstirken. VEGF/PIGF-Heterodimere fithren durch intramolekularen Rezeptor
,,Cross-talk** zur Bildung von von Flk-1/Flt-1 Heterodimeren (Autiero et al., 2003b).

s-FLT-1 und Ex-KDR, der extrazelluldrer Anteil von KDR konnen heterodimere Komplexe bilden.
Daraus ldsst sich schliessen, dass die Signal-Transduktion von VEGF nicht nur iiber membranstén-
dige Rezeptoren weitergeleitet wird, sondern ebenso durch Rezeptor-Heterodimerisation (Kendall
et al., 1996). Die Fihigkeit der Rezeptoren, Heterodimere zu bilden, bedeutet aber auch, dass die
VEGF-Signaltransduktion durch negative ,,Mutanten‘* des einen oder des anderen Rezeptors ge-
hemmt werden kann. Es wurde gezeigt, dass rekombinantes s-FLT-1 die VEGF abhéngige Mito-
genese in HUVE cells (human umbilical vein endothel cells) hemmen kann. Da s-FLT-1 VEGF mit
einer stirkeren Affinitét bindet als KDR, kann s-VEGFR-1 als Inhibitor von VEGF fungieren und
durch Bildung von Heterodimeren aus s-VEGFR-1 und VEGFR-2 negativer Inhibitor der Angio-
genese sein (Kendall and Thomas, 1993). Desweiteren ist die Vermittlung der Signale von VEGF
iber die VEGFR ‘s von der Existenz von Corezeptoren wie der Neurolipine beeinflusst (Shibuya
and Claesson-Welsh, 2006).



Biologische Aktivititen von VEGFR1:

Obwohl seit der Entdeckung der VEGFR-1 bereits etliche Jahre vergangen sind, ist man sich der
genauen Funktion dieses Rezeptors immer noch nicht einig.

Dies mag daran liegen, dass sich Funktion und biologische Wirkung von VEGFR-1 in verschiede-
nen Situationen unterschiedlich verhalten.

So zeigt sich VEGFRI1 als negativer Regulator der Angiogenese in der Embryonalzeit und hat
sowohl positive, als auch negative Funktionen im adulten Organismus.

VEGFR-1 kann iiber seinen Tyrosinkinaseanteil die Angiogenese positiv beeinflussen, wenn einer
der Liganden fiir VEGFR-1 hoch exprimiert ist. Hiratsuka et al. (Hiratsuka et al., 2001) zeigten
dass Lewis-Lungen-Karzinom-Zellen, welche PIGF-2 exprimieren, schneller in Wild-Typ-Méusen
wachsen als in gendefizienten Mdusen, denen der Tyrosinkinaseanteil fehlt. Wie bereits erwihnt,
kann der 16sliche Rezeptoranteil als negativer Inhibitor von VEGF fungieren.

Flt-1 hat eine stirkere Bindungsaffinitit zu VEGF als Flk, doch bei einer schwicheren Kinaseak-
tivitit; die meisten angiogenen, mitogenen und Permeabilitdt verstirkenden Signale von VEGF
werden iiber VEGFR-2 vermittelt, welches eine etwa 10 mal stirkere biologische Aktivitét besitzt
als VEGFR-1 (Shibuya, 2001).

Unterschiedlichste Funktionen des VEGFR-1 sind bereits erkannt, dennoch

besteht hier noch ein weites Feld fiir weitere Forschungen. VEGFR-1 vermittelt die Migration von
Monozyten (Barleon et al., 1996). Man findet das Flt-1-Gen auf Monozyten und Makrophagen:
Maiuse, denen die Tyrosinkinase-Domine fehlt, zeigen keine Migration von Monozyten oder Ma-
krophagen in der Anwesenheit von VEGF, sodass die Tyrosinkinasedoméne wichtiger Bestandteil
fiir die Induktion der Migration von Monozyten und Makrophagen ist. VEGFR-1 kontrolliert das
Uberleben und die Differenzierung von himatopoietschen Stammzellen in endotheliale Vorliufer-
zellen und deren Migration in Bereiche, in denen Neovaskularisation stattfindet (Gerber and Fer-
rara, 2003). Auch der Einfluss von VEGF auf die Differenzierung von Osteoklasten und Chondro-
klasten wird tiber VEGFR-1 vermittelt (Shibuya, 2001) . VEGFR-1 erleichtert die Entstehung von
Lungenmetastasen iliber Induktion von Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9) in Endothelzellen
und Makrophagen. Matrix-Metalloproteinasen sind Proteinasen welche die extrazellulire Matrix
auflésen konnen und bei Entziindungsprozessen, Tumorinvasion und Metastasierung vorkommen
(Hiratsuka et al., 2002). Eine Untersuchung von le Couter et al (Le Couter et al., 2003) zeig-
te, dass die Aktivierung von VEGFR-1 in sinusoidalen Leberendothelzellen zur Freisetzung von
Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF), Interleukin-6 (IL-6) und anderen hepatotrophen Wachs-
tumsfaktoren iiber einen parakrinen Mechanismus fiihrt. Dies ldsst schliessen, dass die Rolle von
VEGFR-1 am Gefiassendothel der Leber weniger die eines Angiogeneseregulators ist, sondern
dass VEGFR-1 protektive Funktionen in Hinsicht auf die Leber hat. Daraus konnten in Zukunft
therapeutische Mdoglichkeiten hervorgehen.

1.5. Weitere Liganden von VEGFR-1, Placenta Growth Factor (PIGF), VEGF-B und
VEGF-C

Placenta Growth Factor (PIGF)

1991 wurde PIGF als erster VEGF-dhnlicher Faktor entdeckt (Maglione et al., 1991). Wie VEGF
ist es ein dimeres Glycoprotein und dhnelt VEGF in seinem Aufbau, es zeigt eine Ubereinstim-
mung von 53% zu der PDFD-Doméne von VEGF. PIGF findet sich in drei Isoformen unterschied-
licher Aminosaurengrosse, PIGF-1 (PIGF131), PIGF-2 (PIGF152) welches ein heparinbindendes
Molekiile ist und PIGF-3 (PIGF203). PIGF-1 und PIGF-2 binden auch die Corezeptoren NRP-1
und NRP-2. Das PIGF-Gen liegt auf Chromosom 14q24.3.

PIGF vermittelt seine angiogenen und proinflammatorischen Signale iiber VEGFR-1. Dabei ver-
wendet es jedoch unterschiedliche Mechanismen als VEGF, beispielsweise Phopsphorylation un-
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terschiedlicher Tyrosin“‘reste und Aktivierung unterschiedlicher nachgeordneter Zielgene (Au-
tiero et al., 2003b) PIGF bindet VEGFR-1 mit einer geringeren Affinitit als VEGF-A und hat
eine schwichere gefdsspermeabilititsverstirkende Wirkung als VEGF (Persico et al., 1999). Im
Gegensatz zu VEGF wird die Expression von PIGF nicht durch Sauerstoffmangel reguliert (Cao
et al., 1996b).

Urspriinglich wurde es entdeckt in der Plazenta, wo wir es physiologischerweise im mittleren
und letzten Schwangerschaftstrimenon finden und in Folge wurde es ebenso in der Schilddriise,
Lunge, Herz- und Skelettmuskulatur gefunden (Autiero et al., 2003a, Cao, 2009, Persico et al.,
1999). Unter pathologischen und ,,Stresssituationen* exprimieren einige Zellen PIGF verstarkt:
Endothelzellen, Zellen der glatten Muskulatur, hamatopietische Zellen, Neurone und verschiedene
Tumorzellen:

Parr et al. zeigten eine Expression des PIGF an Brust-, Blasen-, Prostata- und Kolorektalentumor-
zellen. Sie zeigten mittels Immunhistochemie eine Expression von PIGF an Mammatumorgewebe,
wihrend Mammanormalgewebekontrollen kaum PIGF zeigten. Eine Erh6hung des PIGF war as-
soziiert mit einer schlechteren Prognose betreffend Lymphknotenbefall, high-grade-Tumoren und
rezidivfreies Uberleben sowie Gesamtiiberleben.

Desweiteren ist eine Hochregulation des PIGF bekannt bei Adenokarzinomen des Magens, Nie-
renzellkarzinomen, Melanomen, Meningeomen und squamdsen Cervixkarzinomen, wogegen
Schilddriisenkarzinomen und Adenokarzinome der Cervix eine Downregulation zeigten (Parr et
al., 2005).

Im Versténdniss der Rolle von PIGF in der Angiogenese und bei weiteren Funktionen dieses Mole-
kiils gibt es noch offene Fragen. Wahrend VEGF seine Rolle in der Angiogenese sowohl in physio-
logischen, als auch in pathologischen Situationen spielt, ist die Rolle von PIGF auf pathologische
Situationen beschrinkt. Zwar ldsst sich PIGF in Wildtypméusen bereits am embryonalen Tag
10,5 nachweisen, PIGF-/-gendefiziente Méuse sind jedoch bei termingerechter Geburt gesund und
lebensfahig und zeigen nur minimale vaskuldre Defekte, was darauf schliessen lésst, dass PIGF in
der Angiogenese keine wichtige Rolle spielt (Carmeliet et al., 2001). Wahrend der embryonalen
Entwicklung wird VEGFR-1 hauptsichlich in seiner 16slichen Form exprimiert und nur in einem
geringen Anteil als membranstindiger Rezeptor. Daraus resultiert die Annahme, dass die mini-
malen Levels des membranstindigen VEGFR-1 nicht ausreichen, um die angiogenen Signale des
PIGF zu transduzieren (Autiero et al., 2003a).

Unter physiologischen Bedingungen findet sich in den Gefdssen des Erwachsenen nur wenig PIGF,
unter pathologischen Bedingungen wird die Expression des PIGF hochreguliert. PIGF verstarkt
die angiogenen Eigenschaften von VEGF und trigt somit zu der Entstehung von Erkrankungen
mit Neoangiogenese bei, u.a. durch verschiedenes Zusammenspiel zwischen den Rezeptoren Flt-2
und Flk-1. Cao et al. zeigten ein natiirliches Vorkommen von VEGF/PIGF Heterodimeren in ver-
schiedenen Tumoren. Diese Heterodimere haben 20-50% weniger mitogene Aktivitit als VEGF
Homodimere, bei stirkeren chemotaktischen Eigenschaften als VEGF-Homodimere (Cao et al.,
1996a). VEGF/PIGF Heterodimere induzieren eine vermehrte Bildung von Flt-1/Flk-1-Hetero-
dimeren, welche starke Stimulatoren der Angiogenese sind und in Versuchen an Plau-/- Méusen
starkere angiogene Effekte aufzeigten als VEGFR-Homodimere.

Durch Aktivierung von Flt-1 durch PIGF kommt es zum Austausch zwischen Flt-1 und Flk-1 durch
Transphosphorylierung und damit zur Verstirkung der angiogenen Signale von VEGF. Somit sti-
muliert PIGF sowohl den intermolekularen, als auch den intramolekularen Austausch zwischen
FlIt-1 und Flk-1. PIGF wirkt auf die Gefédssneubildung durch Rekrutierung inflammatorischer
Zellen, welche die Kollateralbildung unterstiitzen und mobilisiert vaskuldre und himatopoietische
Vorlduferzellen aus dem Knochenmark. PIGF zieht glatte Gefdssmuskelzellen an und verstérkt
somit die vorerst fragilen neugebildeten Gefdsse. Dabei hat PIGF eine deutlich geringere permea-
bilitdtsverstirkende Rolle als VEGF (Carmeliet et al., 2001).

Betrachtet man den Beitrag, den PIGF zur Angiogenese unter pathologischen Situationen leistet,
ohne dabei die physiologische Angiogenese zu involvieren, und bei geringen permeabilitétsstei-
gernden Eigenschaften, so ldsst sich erkennen, dass PIGF und sein Rezeptor VEGFR-1 ein attrak-
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tives, nebenwirkungsarmes therapeutisches Ziel sind, sowohl bei angiogenen, ischdmischen, als
auch bei entziindlichen Erkrankungen.

VEGF-B

VEGEF-B, ein weiterer Ligand von Flt-1, findet sich auf Gewebe mit hohem metabolischen Umsatz,
wie Herz- und Skelettmuskulatur und auf glatten Muskelzellen. Das VEGF-B Gen befindet sich
auf Chromosom 11q13. Es existieren zwei Isoformen von VEGF-B, VEGF-B 167 und VEGF-B
186. Im Gegensatz zu VEGF oder PIGF fehlen dem VEGF-B Bindungsstellen fiir hypoxia regu-
lating Faktoren und die Regulation von VEGF-B ist nicht von Sauerstoff abhéngig. Im Gegensatz
zu VEGF ist VEGF-B nicht in die Regulation der Angiogenese involviert, VEGF-B-gendefiziente
Maiuse sind gesund und lebensfahig (Carmeliet et al., 2001).

Die Rolle von VEGF-B blieb fiir lange Zeit unklar und viele Versuche, VEGF-B ebenso eine Rol-
le in der Angiogenese zuzusprechen, fithrten zu wenig erfolgreichen Ergebnissen. Lediglich fiir
die Herzmuskulatur konnten angiogene Effekte aufgezeigt werden (Li et al., 2009). Eine neuere
Hypothese ist, dass VEGF-B weniger die Rolle eines angiogenen, als vielmehr die Rolle eines
Uberlebensfaktor fiir unterschiedliche Zellen darstellt, wie Endothelzellen, Herzmuskelzellen,
Zellen der glatten Muskulatur, aber auch Neurone (Li et al., 2009). Geht man von den ,,survival ‘-
Eigenschaften des VEGF-B‘s aus, so kann man sich fiir die Zukunft therapeutische Effekte des
VEGF-B in vaskuldren- und neurodegenerativen Erkrankungen erhoffen.

VEGF-B bindet ausser an Flt-1 auch an den Neurolipin-1 Rezeptor (NRP-1).

VEGF-C, ein weiteres Mitglied der VEGF-Familie vermittelt seine Signale {iber den Rezeptor
VEGFR-3 (Flt-4) und ist in die Lymphangiogenese involviert (Olofsson et al., 1999).

1.6. Vorkommen von VEGFR-1 bei unterschiedlichen Tumorentititen

VEGFR-1 konnte inzwischen an unterschiedlichen Tumorentititen aufgezeigt werden: an soliden
Tumoren, Hirntumoren und hdmatologischen Neoplasien wie unter anderem Lungen- (Seto et al.,
2006, Volm et al., 1997), Magen-(Hirashima et al., 2009, Kosaka et al., 2007), Darm- (Okita et
al., 2009, Fan et al., 2005), Leber- (Ng et al., 2001) und Pankreaskarzinom (Chung et al., 2006,
Wey et al., 2005), Nieren- (Rivet et al., 2008, Ghanem et al., 2003) und Prostatakarzinom (Ferrer
et al., 1997), Endometrium- (Fine et al., 2000, Talvensaari-Mattila et al., 2005, Yokoyama et al.,
2000) und Ovarialkarzinom (Secord et al., 2007), Schilddriisenkarzinom (Capp et al., Fenton et al.,
2000), Astrozytom (Yao et al., 2001) und Neuroblastom (Langer et al., 2000), Leukdmien (Belgore
et al., 2001, Diftner et al., 2009), Myelodysplastisches Syndrom (Hu et al., 2004) und Multiples
Myelom (Kumar et al., 2003).

Bei einigen Tumorentitdten und -zellinien finden wir gleichzeitig die Expression von VEGF als
auch von seinen Rezeptoren, womit die Annahme sowohl eines parakrinen, als auch eines autokri-
nen Systems zwischen VEGF den VEGF-Rezeptoren unterstiitzt wird.

In der Frage, ob die Expression von VEGFR-1 an Tumoren von prognostischer Bedeutung ist,
wurden unterschiedliche Ergebnisse erzielt.

Beim Hepatozelluldren Karzinom (HCC) zeigte sich die Priasenz von VEGFR-1 in der peritumo-
ralen Umgebung assoziiert mit einem erhdhten Risiko fiir intrahepatische Satellitenbildung sowie
verkiirzte rezidivfreie Uberlebenszeit (Jia et al., 2009). Beim Lungenkarzinom (NSCLC) zeigt
sich VEGFR-1 bei Patienten in Stadium III und IV assoziiert mit schlechterer Uberlebenszeit und
als unabhingiger Prognosefaktor (Carrillo de Santa Pau et al., 2009). Bei Stadium I NSCLC zeigte
sich VEGFR-1 nicht als prognostischer Faktor, jedoch die gleichzeitige Expression von Flt-1 und
KDR wurde als unabhédngiger Prognosefaktor identifiziert (Seto et al., 2006). Beim Nephroblas-
tom (Ghanem et al., 2003) zeigte sich die Expression von VEGFR-1 in Kombination mit VEGF
als Indikator fiir eine schlechtere Prognose.

Bei anderen Tumorentitidten wie z.B. bei Endometriumkarziom (Fine et al., 2000, Talvensaari-
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Mattila et al., 2005, Yokoyama et al., 2000) und Ovarialkarzinom (Secord et al., 2007) konnte kein
prognostischer Wert fiir VEGFR-1 gesehen werden.

1.7. VEGFR-1 beim Mammakarzinom

VEGFR-1 wird ebenso wie VEGFR-2 und VEGF am Mammakarzinom exprimiert und konnte an
verschiedenen Tumoren und Tumorzellinien festgestellt werden. Ebenso wie bei anderen Tumo-
rentitdten, finden wir auch beim Mammakarzinom die parallele Expression von VEGF und den
VEGF-Rezeptoren -1 und -2, so dass auch beim Mammakarzinom von einem parakrinen und au-
tokrinen Mechanismus zwischen VEGF und seinen Rezeptoren ausgegangen werden kann (Speirs
and Atkin, 1999, Xie et al., 1999). VEGFR-1 unterstiitzt Wachstum und Widerstandsfahigkeit
von Mammakarzinomzellen durch VEGFR-1 vermittelte intrazelluldre Aktivierung iiber die Sig-
naltransduktionswege von MAPK und Akt (Wu et al., 2006).

Verschiedene und unterschiedliche Studien haben sich in der Vergangenheit mit der prognosti-
schen Bedeutung von VEGF beim Mammakarzinom beschéftigt und sind im allgemeinen zu dem
Schluss gekommen, dass VEGF von prognostischer Bedeutung beim Mammakarzinom ist, so-
wohl bei nodalpositiven als auch bei nodalnegativen Patientinnen und dass VEGF mit keinem
der bekannten Prognoseparameter wie Staging oder Grading korreliert (Gasparini, 2000). Zu der
Frage, ob auch die VEGF-Rezeptoren Flk-1 und Flt-1 beim Mammakarzinom einen pradiktiven
Wert beziiglich der Prognose haben, liegt bis heute keine eindeutige Antwort vor. Verschiedene
Arbeitsgruppen haben sich der Frage mit unterschiedlichen Fragestellungen und in unterschied-
lichen Subgruppen gewidmet und sind zu diskrepanten Ergebnissen gekommen, wobei es zum
Einsatz unterschiedlicher Antikorper kam. Dieses hat uns motiviert, uns der Frage der VEGFR-1
Expression an einem Tissue-Micro-Array mit 2197 Mammakarzinomgeweben zu widmen.
Wachstum und Entstehung eines Grossteils der Mammakarzinome ist von Ostrogen beeinflusst.
Die Feststellung, dass die Anwesenheit von Ostrogen in Mammakarzinomzellen die Werte von
s-VEGFR-1 mindern kann und somit {iber vermehrt frei verfiigbares VEGF und vermehrte Ex-
pression von VEGFR-2 die Angiogenese induzieren kann, fiihrte zu der Annahme, dass Ostrogen
eine ganz eigene Rolle beim angiogenen Switch beim Mammakarzinom spielt und sowohl proan-
giogene als auch proliferative Wirkungen hat (Elkin et al., 2004, Garvin et al., 2005). Tamoxifen
hingegen zeigte gegenteilige Effekte (Garvin et al., 2005).

Aus dem genaueren Verstindnis dieser biologischen Abldufe lassen sich in Zukunft therapeutische
Optionen fiir das Mammakarzinom erhoffen, beispielsweise aus einer noch gezielteren kombinier-
ten anti-angiogenen und antihormonellen Therapie als bislang.

1.8. Therapeutische Ansitze

Mit dem Wissen iiber die Bedeutung der Angiogenese sowohl in physiologischen, als auch in
pathologischen Situationen, lag auf der Forschung an pro- und anti-angiogenen Substanzen- und
Therapieansitzen in der letzten Zeit viel Aufmerksamkeit.

VEGF spielt eine Schliisselrolle in physiologischer und pathologischer Angiogenese und ein
Hauptaugenmerk der Recherche lag hierbei auf VEGF-A und seinem Rezeptor VEGFR-2, welcher
aufgrund seiner stirkeren Tyrosinkinaseaktivitit den grossten Anteil der angiogenen Signale von
VEGF-A vermittelt.

Bevacizumab ist ein rekombinanter humanisierter monoklonaler Antikorper gegen VEGF-A. 2008
wurde Bevacizumab zugelassen in der Behandlung des fortgeschrittenen, metastasierten HER-
2-negativen Mammakarzinom in Kombination mit Paclitaxel und Docetaxel. Grundlage fiir die
Zulassung beim Mammakarzinom war eine Phase I1I-Studie (E2100) an 722 Patientinnen, wel-
che Paclitaxel oder Paclitaxel plus Bevacizumab erhielten. Diese hatte eine Verdoppelung des
medianen progressionsfreien Uberlebens aufgezeigt, bei gleichbleibendem Gesamtiiberleben.
Folgestudien (AVADO, RIBBON-1), zeigten zwar verbessertes Ansprechen auf die Therapie und
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lingeres progressionsfreies Uberleben, doch fehlenden Benefit fiir das Gesamtiiberleben (Nielsen
et al.). 2011 wurde die Zulassung von Avastin beim metastasierten Mammakarzinom widerrufen
(Arzneimittelkommission der deutschen Arzteschaft, 2011, 10.02.) Bei den teilweise schwerwie-
genden Nebenwirkungen von Bevacizumab wie Blutungen allgemein, gastrointestinale Butungen
speziell, thrombembolischen Ereignissen und Hypertonie, ohne Gewinn fiir Lebensqualitdt der
Patientin und Gesamtiiberleben, sieht die FDA keinen Nutzen in der Therapien mit Bevacizumab
beim Mammakarzinom (FDA, 2010 Dec. 16).

Verschiedene unterschiedliche Ansitze werden derzeit untersucht, wie man weiter an der Achse
VEGF/VEGF-Rezeptoren ansetzen kann, um Tumorwachstum effektiv einzuddmmen:

Afilercept, ein VEGF-trap (,, VEGF-Fénger) ist ein 16sliches Protein, das aus den beiden extrazel-
luldren Anteilen von VEGFR-1 und VEGFR-2 und dem Fc-Segment von humanem IgG besteht.
Afilercept bindet VEGF und PIGF mit hoher Affinitit, konnte jedoch in einer Phase II-Studie an
Patientinnen mit metastasiertem Brustkrebs keinen klinischen Gewinn zeigen (Nielsen et al.).
Verschiedene Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitoren, sogennante small molecules sind entwickelt
worden, welche verschiedene Tyrosinkinasen hemmen, die in die Angiogenese involviert sind (Py-
tel D, 2009). Angiozyme (RP1.4610) ist ein anti-VEGFR-1-Ribozym. Ribozyme sind katalytische
RNA-Molekiile, welche m-RNA-Molekiile hemmen, die fiir das VEGF-Rezeptorprotein kodieren
und somit die Rezeptorfunktion niederregulieren. Angiozyme zeigte in Phasel- und II-Studien
eine gute Vertriglichkeit. In einer Phase-II-Studie bei 12 Patienten mit unterschiedlichen Kreb-
sentitidten (kein Mammakarzinom), liess sich Angiozyme ohne schwerwiegende Nebenwirkungen
in Kombination mit Carboplatin und Paclitaxel geben (Kobayashi et al., 2005). Ramucirumab ist
ein Antikorper gegen VEGFR-2, der im Gegensatz zu Bevacizumab, welches nur VEGF-A bindet,
alle VEGF-Isoformen bindet (Spratlin et al.). Derzeit laufen Phase-1 Studien mit Ramucirumab.
IMC-18F1 ist ein spezifischer Antikdrper gegen humanes VEGFR-1. In préklinischen Modellen
wurde gezeigt, dass IMC-18F1 die intrazelluldre Aktivitdt von VEGFR-1 tiber MAPK-vermittelte
Signaltransduktion hemmt. Bei in vivo Versuchen an humanen Brustkrebs Xenograften fiihrte die
Blockade durch IMC-18F1 zu verminderter Tumorzellproliferation und vermehrter Tumorzellapo-
ptose (Wu et al., 2006). Eine Phase-I Studie ist abgeschlossen (Schwartz et al.). Weitere Ansétze
sind in Entwicklung, wie beispielsweise ein anti-VEGFR-1-Peptid, welches gezielt VEGFR-1 bin-
det, dadurch die Bindung von VEGF hemmt und VEGF-abhéngiges Tumorwachstum und Meta-
stasierung, sowie die VEGFR-1 vermittelte Endothelzellmigration und die Bildung von Gefédssen
hemmt (Bae et al., 2005).
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Tissue Micro Array

Viele Gene und Signaltransduktionswege sind an der Entstehung von Krebserkrankungen beteiligt
(Kononen J, 1998 Jul). Herkdmmliche pathologische Methoden zur Entdeckung von Ansatzpunk-
ten fiir beispielsweise neue Medikamente sind zeit- und materialintensiv. Das 1998 von Kononen
und Kallioniemi (Kononen J, 1998 Jul) entwickelte Tissue-Microarray-Verfahren bietet hier viele
Vorteile: mit dieser Methode konnen kleine zylindrische Gewebeproben (Grosse: Durchmesser 0,6
mm) von bis zu tausend verschiedenen Geweben auf nur einem Objekttrager untersucht werden.
(Dancau AM, 2010)

Um mit klassischen pathologischen Methoden grossere Gewebekollektive auf beispielsweise neue
Marker zu untersuchen, muss jede Probe in mehreren Arbeitsschritten einzeln behandelt werden.
Mit der Tissue-Micro-Array-Methode ist es innerhalb kiirzester Zeit moglich mit nur einem Ar-
beitsvorgang hunderte bis tausende Proben zu untersuchen. Dieses ist zeit- und materialsparend.
Da alle Proben in dem gleichen Vorgang behandelt werden, bestehen standartisierte Versuchsbe-
dingungen.

Das Tissue-Micro-Array-Verfahren findet Anwendung auf DNA, RNA und Proteinebene. Alle in
situ Methoden die in histologischen Studien Anwendung finden, kénnen ohne eine grosse Ver-
anderung der Protokolle an Tissue-Micro-Arrays angewendet werden, wie Immunhistochemie,
Fluorescenz-in-situ-Hybridisation oder RNA-in-situ-Hybridisation. (Dancau AM, 2010)

Studien konnten belegen, dass die Ergebnisse, welche mit der Tissue-Micro-Array-Methode erhal-
ten werden, sich mit bekannten Ergebnissen aus der Literatur decken. Kononen et al. (Kononen J,
1998 Jul) untersuchten einen Array mit 372 priméren Brustkrebsproben mittels FISH auf Amplifi-
kationen der bekannten Onkogene ERBB2, MYC und CCND1 und erzielten Ergebnisse, die sich
mit der Literatur deckten. Schraml et al (Schraml et al., 1999) zeigten an einem Multitumorarray
mit 397 Spots von 17 verschiedenen Tumorarten mittels FISH Ergebnisse fiir ERBB2, MYC und
CCND, die sich ebenfalls mit existierenden Daten in der Literatur decken.

Die Frage liegt nahe, ob denn ein 0,6 mm messender Ausschnitt einer Probe reprisentativ fiir einen
ganzen Tumor sein kann (Kallioniemi et al., 2001), denn insbesondere bei sehr heterogenen Tu-
moren kann ein im Durchmesser 0,6 mm messendes Gewebe nicht den gesamten Tumor repriasen-
tieren. Drei Studien die direkt die Biomarker-Expression an TMA’s und reguldren Schnitten ver-
glichen, zeigten eine Konkordanz in 90-95 % fiir die bekannten Biomarker des Mammacarcinoms
wie Ostrogen- und Progesteron-Rezeptor und HER2-Onkogen (Camp et al., 2000, Gillett et al.,
2000). Torhorst et al (Torhorst et al., 2001) konstruierten aus einer Serie von 553 Brustkrebsproben
vier verschiedene Arrays mit einer zentral entnommenen und je drei peripheren Proben sowie klas-
sischen GroBschnitte und untersuchten diese auf die bekannten Marker Ostrogen-Rezeptor, Pro-
gesteron-Rezeptor und p53 und zeigten, dass die kleinen Gewebeproben ausreichend waren, um
reprisentative Ergebnisse zu erhalten, auch um Zusammenhénge zwischen molekularen Verande-
rungen und klinischen Endpunkten zu erhalten. Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Ergebnissen der zentral und peripher entnommenen Proben. Dennoch sollte einem immer
bewusst sein, dass das Tissue-Micro-Array-Verfahren eine Screening-Methode ist, die nicht dafiir
geeeignet ist im Einzelfall klinische Entscheidungen zu treffen (Gillett et al., 2000) (Kallioniemi
et al., 2001).

Studien welche die TMA-Methode nutzen haben inzwischen zur Identifikation von hunderten von
Genen gefiihrt, die eine potentielle Rolle in der Krebsentstehung oder bei der Entstehung anderer
Krankheiten spielen (Dancau AM, 2010).
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2.2 Erstellung des Tissue-Micro-Arrays

Vor der Zusammenstellung des Arrays wird genau definiert, aus welchen Gewebeproben (Tumor-
gewebe, Normalgewebe) der Array zusammengestellt werden soll.
Entsprechende histologische Schnitte werden aus den Archiven herausgesucht und von einem er-
fahrenen Pathologen beurteilt. Auf dem hematoxylin-eosin-gefarbten Objekttrager werden repré-
sentative Anteile des Gewebes markiert. Anschlieend werden die korrespondierenden Gewebepa-
raffinblocke aus den Archiven zu den Objekttragern sortiert (Simon and Sauter, 2002) (Bubendorf
etal., 2001).
Ein Datenfile wird erstellt, der folgende patientenbezogene Informationen aus den pathologischen
Befunden beinhaltet: Geburtsdatum, Operationsdatum, Grdsse der Probe, Lokalisation der Probe,
TNM-Stadium und Grading des Primértumors. Nach Erstellung eines Datenfiles (Punch-File) be-
ginnt das Stanzen des Arrays:
Aus dem représentativen Gewebeanteil eines Donor-Gewebeparaffin-Block werden mit einer
Hohlnadel zylindrische Gewebestanzen entnommen (Durchmesser 0,6mm, Hohe 3-4mm) und
mittels eines X-Y-Achsen-Prizisionsinstrumentes von Beecher Instruments (Silver Springs, MD/
USA) werden die einzelnen Gewebezylinder im Empfangerblock (45 x 20mm) eingebettet (Moch
et al., 1999). Der Abstand zwischen den einzelnen Spots betrdgt 0,8 mm. Auf diese Weise konnen
in ein 45x25 mm messendes Areal bis zu 1000 Gewebeproben eingebracht werden, meist werden
jedoch 400-800 Proben pro Areal angeordnet (Kononen J, 1998 Jul) (Kallioniemi et al., 2001). Es
hat sich als sinnvoll erwiesen, die Spots in einer standartisierten Art und Weise anzuordnen (Bu-
bendorf et al., 2001). Der Array wird mit einem Mikrotom in histologische Schnitte mit einer vari-
ablen Dicke von 4 — 8 um geschnitten und mit Hilfe eines adhesive-coated tape sectioning system
(Instrumedics, Hackensack, NJ/USA) auf einen Objekttriger aufgebracht (Kononen J, 1998 Jul,
Schraml et al., 1999). Es folgt das Farben des Arrays.
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Abbildung 2:
Hiamatoxylin-Eosin gefarbter Schnitt eines der sieben Paraffinblocke, aus dem der gesamte, 2221

Tumoren umfassende Array besteht. Dieser Teilarray enthélt 522 Gewebespots. Der Durchmesser

eines einzelnen Gewebespots betrdgt 0,6mm.
Bildnachweis: Institut fiir Pathologie Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
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Abbildung 3: Bildnachweis:
Stanzgerit zur Herstellung des Arrays eigen

Abbildung 4: Bildnachweis:
Stanzgerit zur Herstellung des Arrays eigen
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Abbildung 5:
Herstellung des TMA
Bildnachweis:

Kallionemi et al Human Molecular Genetics 2001 (Kallioniemi et al., 2001)

Abbildung 6:
Stanzgerit und seine Funktion,
Bildnachweis:

Sauter et al Nature reviews drug discovery 2003 (Sauter et al., 2003)
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2.3. Zusammensetzung des TMA:

Fiir die Untersuchungen verwendeten wir einen bereits existierenden TMA mit 2197 Brustkrebs-
proben, zusammengestellt aus Gewebeproben aus dem Institut fiir Pathologie des Universitétskli-
nikum Basel, dem Institut fiir klinische Pathologie in Basel und dem Institut fiir Pathologie des
Stadtklinikums Triemly, Ziirich (Ruiz C, 2006). Die Zusammensetzung des Arrays ist der Tabelle
1 zu entnehmen. Das mittlere Lebensalter der Patientinnen war 62 Jahre (26-101 Jahre), Follow-
up-Daten {iber eine mittlere Zeit von 68 Monaten (1-176 Monaten) waren vorhanden. Ebenso
existierten bereits weitere Daten molekularer Marker, die an oben beschriebenem Array untersucht
wurden, wie Amplifikationen von FISH, HER-2, MYC und CCND1 und immunhistochemische
Daten zu Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus und Ki67 (Ruiz C, 2006, Al-Kuraya et al.,
2004). Der Nutzung des Arrays sowie der Patientendaten war von der Ethikkomission der Univer-
sitdit Hamburg zugestimmt worden.

2.4. Immunhistochemie

Fiir die immunhistochemische Untersuchung wurde der Antikdrper ,, VEGF-Rezeptor-1*“ der Fir-
ma Abcam (Bestellnr. ab 2350) verwendet.

Die Farbung erfolgte gemadss folgendem Protokoll: Zuerst eine Vorbehandlung im Autoclav iiber
5 Minuten bei 121° mit Tris-EDTA-Citrat Puffer bei einem pH von 7,8 Peroxidase Block: iiber
10 Min mit H202 von DAKO S2023 ready to use, Puffer mit TBST mal {iber 5 Min. Es folgt
die Antikorper-Inkubation: VEGFR-1 AK, Verdiinnung 1:450 in Antibody-Diluent von DAKO S’
2022 iiber 1 Stunde bei 37°, erneuter Puffer mit TBST 2 mal iiber 5 Min., Inkubation mit EnVision
rabbit/mouse (DAKO 5007) iiber 30 min bei 37°, Puffer mit TBST 2 mal tiber 5 Min. Farben mit
DAB-Chromogen (K5007) iiber 10 Min bei Raumtemperatur, spiilen mit Aqua desr, Anwendung
in Haemalaun iiber 1 Min, Blduen mit Leitungswasser {iber 5 Min, dann Fixierung mit aufsteigen-
der Alkoholreihe.

2.5. Auswertung

Die Intensitit der Farbung und der Anteil gefdarbter Zellen wurden fiir jeden Tumor ausgewertet.
Die Farbeintensitdt wurde geschétzt und in einen Score aus vier Stufen eingeteilt: O=keine Férbein-
tensitét, |+=schwache Féarbung, 2+=moderate Farbung, 3+= starke Farbung. Der Anteil geféarbter
Zellen wurde ebenfalls in einem Score aus vier Stufen bewertet: O=keine gefiarbten Zellen,

1 <25% gefdrbte Zellen, 2 <50% gefarbte Zellen, 3 <75% gefarbte Zellen, 4 >75% geférbte Zellen.
Abschliessend wurden die Ergebnisse der IHC nach folgenden Kriterien eingeteilt: Negativ: keine
Féarbung, schwach: Intensitit 1+ in <70% der Zellen oder Intensitét 2+ in <30% der Zellen, mode-
rat: Intensitédt 1+ in >70% der Zellen oder Intensitit 2+ in >30% der Zellen aber <70% der Zellen,
stark= Intensitit 2+in <70% der Zellen oder Intenssitét 3+ in >30% der Zellen.

2.6. Statistik

Wir setzten den Pearson’s chi-sqare Test und Students T-Test ein, um den Zusammenhang zwi-
schen den immunohistochemischen Ergebnissen fiir VEGFR-1 und klinisch pathologischen sowie
molekularbiologischen Parametern zu untersuchen. Auswirkungen auf die Uberlebenszeit testeten
wir mit Kaplan-Meyer-Kurven und log-rank Test. Um unabhingige Prognosefaktoren beziiglich
des Gesamtiiberlebens festzustellen, wurde ein Cox-Proportional-Hazards-Modell verwendet.
Fiir die Untersuchungen wurde die Software JMP Version 9.0 verwendet.
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3. ERGEBNISSE:

3.1. Technische Ergebnisse:

Insgesamt 1567 der 2197 Proben waren auswertbar, 630 Proben (25,8%) lieferten kein auswertba-
res Ergebnis. Dies lag am Fehlen von Gewebe im Spot, oder am Fehlen entsprechender Tumorzel-
len im zugehorigen Spot.

3.2. Zusammenhang zwischen den Ergebnissen der VEGFR-1 Immunohistochemie und his-
tologischem Tumortyp, Zellprolliferationsgrad und molekularen Markern.

Wir fanden die immunhistochemische Farbung fiir VEGFR-1 in der Zellmembran von luminalen
Epithelzellen und teilweise auch im Zytoplasma. Der TMA beinhaltete ebenso fiinf Proben mit
normalem Brustgewebe, diese zeigten alle eine starke Farbung fiir VEGFR-1. Krebszellen zeigen
typischerweise ebenfalls eine starke Anfarbung fiir VEGFR-1, wenn man diese mit der Firbein-
tensitdt von normalem Brustgewebe vergleicht: Wir fanden eine starke Férbeintensitdt bei 1299
Proben (79,7%), moderate Firbeintensitit bei 178 Proben (10,9%), eine schwache Férbeintensitét
bei 102 Proben (6,2%), keine Farbung bei 51 Proben (3,1%) bei insgesamt 1630 interpretierbaren
Krebsgeweben. In Abbildung Nr. 7 sind reprisentative Abbildungen der unterschiedlichen Fér-
beintensititen gezeigt.

A: normales Brustgewebe, B-F: Brustkrebsgewebe, B: keine Farbung, C: schwache Farbung,
D-E: missige bis starke Farbung. Abbildung D zeigt eine hauptséichlich cytoplasmatische-,
E eine membrandse- und F eine cytoplasmatische und membrandse Farbung

Abbildung 7:
Beispiele der VEGFR-1 Immunhistochemischen Farbung in 10-facher und 40-facher Vergrosserung
Bildnachweis: Institut fiir Pathologie Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf
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Die meisten histologischen Tumortypen zeigten vergleichbare Farbeintensititen (starke VEGFR-1
Féarbung in 70-90%), mit Ausnahme der medulldren Tumoren, welche einen signifikant niedrigeren
Anteil an stark VEGFR-1 positiven Tumoren zeigten (50%, p<0,0001 im Vergleich zu den duktalen
Tumoren). Der Grad der VEGFR-1 Farbung korrelierte invers mit Tumorstadium (p=0,0431) und
BRE Grad (p<0,0001), obwohl der Unterschied in Zahlen gemessen klein war. Das Ausmass der
Férbung stand in keinem Zusammenhang zum Lymphknotenstatus. Wir griffen auf bereits zuvor
an diesem TMA bestimmte immunhistochemische Daten zum Proliferationsindex Ki 67 zuriick
(Ruiz C, 2006). Wir fanden einen gegenldufigen Zusammenhang zwischen VEGFR-1 Firbung
und Proliferationsaktivitit: Bei 1135 Krebsproben mit starker VEGFR-1 Farbeintensitdt stieg der
durchschnittliche Ki67LI an von 25,6% auf 33,1% bei 46 Tumoren, die keine VEGFR-1 Féarbung
aufweisen konnten (p<0,0001), siche Abbildung Nr. 8.

Abbildung 8:
Zusammenhang zwischen immunhistochemischer Farbung von VEGFR1 und Zellprolifera-
tion, gemessen am Ki67 labeling index (p<0.0001).
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VEGFR1 IHC Ergebnis

Desweiteren fand sich eine Zusammenhang zwischen starker VEGFR-1 Farbung und positivem
Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus (jeweils p<0,0001), ein Zusammenhang mit Amplfikati-
onen von HER2, CCNDI1 oder MYC konnte nicht gesehen werden.

Alle diese Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt.
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Tabelle 1:

Zusammenhang zwischen den Ergebnissen der Immunhistochemischen Firbung von
VEGFR-1, histologischem Tumortyp, Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus und
Amplifikationen von HER2, MYC und CCND1

VEGFR 1 IHC Ergebnisse

Auf dem TMA (n) Auswertbar (n) Negativ (%) Schwach (%) Moderat (%) Stark (%) p-Wert
Alle Tumoren 2197 1630 3,1 6,3 10,9 79,9
Histologie No special type 1531 1146 3,1 6,2 11,6 79,1
Lobuléres Karzinom 311 227 2,2 3,5 6,2 88,1
Kribiformes Karzinom 64 48 0.0 6,3 6,3 87,5

Medullares Karzinom 57 38 13,2 21,1 15,8 50 0,0002**
Tubuldres Karzinom 56 40 0 2,5 7,5 90
Papillares Karzinom 30 24 4,2 4,2 16,7 75
Muzindses Karzinom 69 46 2,2 10,9 10,9 76,1
Andere seltene Typen* 79 61 4,9 8,2 16,4 70,5

pT Stadium pT1 804 540 1,5 5,2 10 83,3 0,0431
pT2 1015 784 3,7 71 12,1 77
pT3 124 99 7.1 4,0 8,1 80,8
pT4 242 198 3,5 6,6 9,6 80,3

BRE Grad Grad 1 539 384 2,9 3,4 6,5 87,2 <0,0001
Grad 2 839 627 1,9 5,6 9,7 82,2
Grad 3 646 506 5,1 9,7 14,2 70,9

Nodalstatus pNO 936 671 3,4 7,0 12,1 77,5 0,073
pN1 783 584 2,2 5,8 11 81
pN2 121 93 7,5 11,8 10,8 69,9

ER Statuts Negativ 474 360 5,3 11,4 13,9 69,4 <0,0001
Positiv 1544 1196 2,5 4,8 10,2 82,4

PR Status Negativ 1265 986 3,4 8,4 12,8 75,4 <0,0001
Positiv 661 539 2,4 1,9 8 87,8

HER2 FISH Keine Amplifikation 1349 1051 3,1 5,8 10,4 80,7 0,0745
Amplifikation 282 227 0,9 3,5 10,6 85

CCND 1 FISH  Keine Amplifikation 1429 1129 2,6 5,1 10,9 81,4 0,396
Amplifikation 358 281 2,1 7,8 10,3 79,7

MYC FISH Keine Amplifikation 1425 1146 2,9 5,8 10,5 80,9 0,1374
Amplifikation 79 66 6,1 6,1 18,2 69,7

*darin enthalten: Adenoid-Cystisches Karzinom, Apokrines Karzinom, Atypisches medullares Karzinom, Karzinosarkom, Klarzellkarzinom,
Histiozytisches Karzinom, Lipidreiches Karzinom, Lipidreiches- oder Histiozytisches Karzinom, Metaplastisches Karzinom, Neuroendokrines
Karzinom, Siegelringzell-karzinom und Kleinzelliges Karzinom

** Medullares vs Duktales Karzinom (NST)

3.3. Einfluss der VEGFR-1 Expression auf das Uberleben der Patientinnen und Ansprechen
auf Therapie mit Tamoxifen

Um einen Einfluss der unterschiedlichen histologischen Subtypen auf das Uberleben auszuschlies-
sen, haben wir uns fiir die Untersuchung der Prognose anhand Kaplan-Meyer-Uberlebenskurven
allein auf die grosste Gruppe der Karzinome of non special-type (NST) beschrinkt. In dieser
Gruppe gab es 1144 Proben mit interpretierbaren und auswertbaren Ergebnissen fiir VEGFR-1.
Da wir feststellten, dass Tumore mit starker und moderater VEGFR-1-Firbung bessere Uberle-
benskurven zeigten als Tumore mit schwacher und negativer Farbung, (p=0,0054, siche Abbildung
Nr 9A) teilten wir die Tumoren of non special-Type in zwei Untergruppen auf, mit niedriger (ne-
gativer und schwacher) und hoher (moderater und starker) VEGFR-1 Expression, um an diesen
beiden Subgruppen weitere Uberlebensdaten zu untersuchen. Gemiss diesen Berechnungen zeigte
sich bei den Tumoren non special type ein besseres Uberleben fiir Tumore mit hoher VEGFR-1

Expression denn mit niedriger VEGR-Expression (p=0,0015, Abbildung 9B). Dies bestitigte sich
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auch bei Betrachtung nodalnegativer Tumore of non special type (pNO, p=0,0256 Abbildung 9C)
und nodalpositiver Tumore of non special type (pN1-2, p=0,0018 Abbildung 9D)
Desweiteren betrachteten wir eine kleine Supgruppe von 185 Patientinnen, die eine Therapie mit
Tamoxifen erhielten und fanden einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen hoher
VEGFR-1 Expression und verlingerter Uberlebenszeit (p=0010, Abbildung 9E).

Abbildung 9:

Prognostischer Wert der VEGFR-1 Firbung bei A) simtlichen Tumoren of no special type
(NST), unterteilt in vier Gruppen, B) bei simtlichen Tumoren NST unterschieden zwischen
niedriger ( negativer und schwacher) und hoher (mittlerer und starker) Fiarbung, C) in der
Untergruppe nodal negativer NST Tumore, D) in der Untergruppe nodal positiver NST
Tumore und E) in einer Untergruppe bestehend aus 185 Patientinnen, welche Tamoxifen als
alleinige Therapie erhielten
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4. DISKUSSION

In dieser Untersuchung konnten wir an einem TMA mit 2197 Mammakarzinomproben die VEG-
FR-1 Expression fiir iiber 1600 Proben darstellen. Hierbei verwendeten wir einen Antikorper, der
direkt an den membrangebundenen Anteil des VEGFR-1 Rezeptors bindet.

Verschiedene Forschungsgruppen haben sich bereits zuvor mit der Frage der VEGFR-1 Expression
beim Mammakarzinom beschéftigt, unter Verwendung unterschiedlicher Antikoérper, in Kombina-
tion mit verschiedenen weiteren Markern und verschiedenen Subgruppen und haben diskrepante
Ergebnisse erzielt.

Dales et al. (Dales et al., 2004) zeigten ein erhohtes Risiko flir Metastasierung und Lokalrezidiv
bei vermehrter VEGFR-1 Expression fiir nodalnegative Patientinnen, sowie insgesamt ein kiirzeres
krankheitsfreies Intervall, konnten jedoch keinen Vorhersagewert bzgl. der Gesamtiiberlebenszeit
feststellen. Ghosh et al. (Ghosh et al., 2008) zeigten an einer TMA-Studie mit 642 priméren Brust-
krebsproben eine signifikante Assoziation zwischen hohen Werten von VEGF, VEGFR-1, VEG-
FR-2 und NP-1 Expression und verschlechterter Gesamtiiberlebenszeit. Mylona et al. (Mylona et
al., 2007) untersuchten immunhistochemisch an 170 Brustkrebsproben die Expressionsmuster von
VEGF-A, VEGF-B und VEGFR-1 im Verhéltniss zu allseits bekannten klinischen und pathologi-
schen Parametern, sowie zu p53 und c-erbB-2. Bei keinem der untersuchten Marker konnte eine
Korrelation zu klinikopathologischen Parametern festgestellt werden, mit Ausnahme von stroma-
staindigem VEGFR-1, das invers korrelierte mit dem Progesteronrezeptorstatus. Fiir Patienten mit
p53-positiven Tumoren war ein positiver VEGFR-1-Status mit verschlechtertem Gesamtiiberleben
assoziiert. In multivariater Analyse zeigte sich VEGFR-1 als unabhingiger Prognosefaktor fiir
nodalpositive Patienten. Zhukova et al. (Zhukova et al., 2003) untersuchten Tumorproben von
Patientinnen, die zuvor eine neoadjuvante Chemotherapie erhalten haben auf Flk-1, Flt-1 und
VEGF-Expression und kamen zu dem Ergebniss, dass eine Uberexpression von Flk-1 mit einer
schlechten Prognose assoziiert war, die Uberexpression von Flt-1 und VEGF-Status hatte keinen
Einfluss auf die Prognose.

Gegenteilig dazu sind Ergebnisse von Schmidt et al. (Schmidt et al., 2008), welche eine Assozi-
ation zwischen VEGF- und VEGFR-1-Expression und negativem Lymphknotenstatus und somit
besserer Prognose feststellten.

Bando et al. (Bando et al., 2005) untersuchten das Verhiltniss zwischen intratumoralem freien und
gesamt VEGF, 16slichem VEGFR-1 (s-VEGFR-1), VEGFR-2 und Patientenprognose und zeigten,
dass die Werte von Gesamt-VEGF und 16slichem VEGEF, sowie das Verhiltniss von s-VEGFR-1
zu Gesamt-VEGF von pognostischer Bedeutung beim Mammakarzinom sind und in Zusammen-
hang zum Ostrogenrezeptorstatus zu betrachten sind. Hier decken sich ihre Beobachtungen mit
einer weiteren Studie, die VEGF, s-VEGFR-1 und das Verhéltniss von s-VEGFR-1 zu VEGF (s-
VEGFR-1/VEGF-ratio, S/V ratio) als Prognosefaktoren bezeichnet (Toi et al., 2002) Insgesamt
beschreiben die Ergebnisse fritherer Untersuchungen, dass die Expression von VEGFR-1 beim
Mammakarzinom mit einer verschlechterten Prognose assoziiert ist.
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Wir haben anhand der grossen Fallzahl von iiber 1600 auswertbaren Mammakarzinomgeweben
festgestellt, dass ein Verlust der VEGFR-1 Expression, oder eine niedrige VEGFR-1 Expression
mit Tumorprogression, schneller Tumorzellproliferation und verminderter Gesamtiiberlebenszeit
einhergehen.

Desweiteren zeigen unsere Ergebnisse, dass eine hohe VEGFR-1 Expression ein typisches Merk-
mal sowohl von gesundem Mammagewebe, als auch von Mammakarzinomgewebe ist. Sdmtliche
Mammanormalgewebe (5/5) und 90% der Karzinome, zeigten in unserer Untersuchung eine starke
VEGFR-1 Firbung, was annehmen lésst, das eine starke VEGFR-1 Expression ein physiologi-
scher Zustand ist.

Damit unterstiitzen unsere Daten die Annahme, dass der VEGFR-1 in seiner vollen Linge ein na-
tiirlicher Regulator des VEGFR-2 ist, indem er freies VEGF bindet (Hiratsuka et al., 1998, Shibu-
ya), und decken sich mit den Aussagen friitherer Studien, in denen VEGFR-1 als Indikator fiir eine
gute Prognose bei Brustkrebserkrankungen gesehen wurde (Schmidt et al., 2008).

Geht man davon aus, dass VEGFR-2 ein Aktivator des Zellwachstum ist, so kann man die gegen-
laufigen Eigenschaften von Tumoren mit niedriger VEGFR-1 Expression als Folgen einer nicht
regulierten VEGFR-2 Expression sehen, hervorgerufen durch das Fehlen ausreichender Spiegel
von VEGFR-1.

Der hohe Anteil von Tumoren mit starker VEGFR-1 Expression in unserer Untersuchung stimmt
mit den Ergebnissen von Mylona et al. {iberein (Mylona et al., 2007), die eine Expression von
VEGFR-1 in 100% von 25 Proben normalen Mammagewebes und 90% bei 96 Proben mit inva-
sivem Brustkrebs fanden. In oben beschriebener Studie wurde der gleiche Antikdrper verwendet
wie in unserer Untersuchung. Gemiss den Angaben des Herstellers entdeckt dieser polyklonale
Antikdrper (Abcam ab 2350) eine 180kD Protein Sequenz, die nur an dem membrangebundenen
Anteil des VEGFR-1 vorhanden ist und weder bei der 16slichen Form des Rezeptors, s-VEGFR-1,
noch bei phosphoryliertem VEGFR-1. Andere Studien, die andere Antikorper verwendet haben,
zeigten unterschiedliche Ergebnisse beziiglich der Anfarbung von gesundem Mammagewebe so-
wie Mammatumorgewebe, wobei einige sogar das komplette Fehlen der Farbung von Mammanor-
malgewebe zeigten (Wulfing et al., 2005) und es weit divergierende Ergebnisse beziiglich der Rate
an positiv gefarbten Tumorzellen gab, variierend von 16%-91% (Mylona et al., 2007, Schmidt et
al., 2008, Wulfing et al., 2005, Paradiso et al., 2005).

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen finden sich in mehreren der Studien eine Assoziation zwi-
schen starker VEGFR-1 Féarbung und aggressiven Eigenschaften der Tumore, wie frithes Rezidiv,
verminderte Gesamtiiberlebenszeit und Metastastierung (Ning et al., Mylona et al., 2007, Dales
et al., 2004). Solch unterschiedliche Ergebnisse liegen hochstwahrscheinlich an den unterschied-
lichen Antikorpern, die in den Studien verwendet wurden. Die meisten der Studien beschreiben
eine cytoplasmatische Farbung (Dales et al., 2004, Mylona et al., 2007, Ning et al.), was eher nicht
zu erwarten war, da der VEGFR-1 Rezeptor in seiner vollen Linge ein membrangebundender
Rezeptor ist und so zumindest immer ein Mindestanteil an membrandser Farbung zu erwarten
ist. Es existiert eine hohe Ubereinstimmung zwischen dem membrangebundenen Rezeptor, der in
seiner Gesamtldnge vorliegt, der loslichen Form des Rezeptors, s-VEGFR-1, welcher der trans-
membrandse und der intrazelluldre Part fehlen und den finf unterschiedlichen Isoformen, z.B.
1IVEGFR-1, welches kiirzlich beschrieben wurde und nur eine intrazellulire Doméne besitzt (Mez-
quita et al.). Es ist gut vorstellbar, dass es bei Anwendung einiger Antikorper zu Kreuzreaktionen
mit den unterschiedlichen Isoformen kommt. Dies konnte eine Erklarung fiir die unterschiedlichen
Ergebnisse sein, insbesondere da einige Studien zeigten, dass s-VEGFR-1 und iVEGFR-1 gegen-
satzlichen Einfluss auf Tumorbiologie und Prognose der Patienten haben (Toi et al., 2002, Bando
et al., 2005).

Unsere Ergebnisse zeigten, dass niedrige Werte von VEGFR-1 an eine verminderte Positivitit von
Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus gekoppelt waren. Betrachtet man eine kleine Subgruppe
aus Ostrogenrezeptorpositiven Patientinnen, welche eine Therapie mit dem selektiven Ostrogen-
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rezeptormodulator Tamoxifen erhielten, so zeigte sich, dass in dieser Subgruppe eine niedrige
VEGFR-1 Expression mit einer verkiirzten Uberlebenszeit assoziiert war. Diese Daten unterstiit-
zen weiter die Annahme, dass VEGFR-1 eine Schliisselfunktion bei der Signaltransduktion von
VEGFR-2 besitzt, da mehrere Studien gezeigt hatten, dass die Aktivierung von VEGFR-2 mit ho-
hem Tumorstadium und Grading, Metastasierung und Ostrogenrezeptornegativitit sowie frithem
Rezidiv bei Patientinnen unter Therapie mit Tamoxifen assoziiert ist (Linderholm et al., Ryden et
al., 2005, Johansson I, 2012).

Betrachtet man unsere Ergebnisse in diesem Zusammenhang, so kann man annehmen dass VEG-
FR-1, bzw. VEGFR-1 und VEGFR-2 gemeinsam, Marker sein konnten, um Patientinnen zu erken-
nen, welche von einer antihormonellen Therapie profitieren konnen. Damit mag die Bestimmung
des VEGFR-1 und -2 Status einer Patientin ein weiterer Schritt in der zielgerichteten Tumorthe-
rapie sein.

2008 erteilte die FDA fiir Bevacizumab, einen neutralisierenden Antikorper fiir VEGF, die Zu-
lassung zur Behandlung des fortgeschrittenen und metastasierten Mammacarcinoms. In Fol-
ge durchgefiihrte grosse klinische Phase III Studien (E2100, RIBBON, AVADO) konnten keine
Verldngerung der Gesamtiiberlebenszeit nachweisen, sodass die Zulassung fiir Bevacizumab fiir
das Mammakarzinom 2011 zuriickgenommen wurde. Der Grund fiir den ausbleibenden Erfolg
der antiangiogenetischen Therapie ist immer noch nicht klar verstanden, zumal der Vorgang der
Neoangiogenese beim Tumorwachstum unumstritten ist (Folkman, 1995). Setzt man voraus, dass
90% der Tumoren in unserer Untersuchungen, davon 70-80% mit hohem Grading, fortgeschrit-
tenem Tumorstadium oder im metastasierten Zustand eine starke VEGFR-1 Firbung anzeigten,
dann ist es anzunehmen, dass ein Grossteil der Mammakarzinome die Angiogenese iiber einen
VEGF/VEGFR-1 Kreislauf regelt. Es wire interessant, die Wirkung von VEGF-Inhibitoren an
Mammakarzinomproben mit unterschiedlicher VEGFR-1 Expression zu untersuchen. Zumindest
theoretisch konnte man spekulieren, dass eine VEGF-Hemmung effektiver sein konnte bei Tumo-
ren, welche niedrige oder keine Level an VEGFR-1 exprimieren, als bei jenen, welche physiologi-
scherweise hohe VEGFR-1-Protein Spiegel besitzen, da ein stark exprimiertes VEGFR-1-Protein
wiederum das frei verfiigbare und somit hemmbare VEGF reduziert. Somit konnte auch hier das
Mass der VEGFR-1 Expression dazu beitragen Patientinnen zu selektieren, welche von einer an-
tiangionetischen Therapie besonders profitieren.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Fiir Wachstum- und Metastasierung von Tumoren ist die Tumorneoangiogenese unerldsslich.
Dieser Vorgang wird kontrolliert von angiogenen Wachstumsfaktoren, die ihre Aktivitdt {iber
Wachstumsfaktorrezeptoren steuern, wie den VEGFR-1. In dieser Untersuchung verwendeten
wir einen Tissue-Micro-Array (TMA) mit tiber 2000 Mammakarzinomproben und bestehenden
Follow-up-Daten. Die Tissue-Micro-Array-Methode ermoglicht die Analyse einer grossen Anzahl
von Proben unter standartisierten Bedingungen. Fiir unsere immunhistochemischen Farbungen
verwendeten wir einen Antikorper gegen den membranstindigen VEGFR-1 in seiner gesamten
Lange. Wir konnten feststellen, dass sich bei 100% (5/5) Mammanormalgeweben und bei einem
Grossteil der Tumore eine starke (79,7%) und moderate (10,9%) VEGFR-1 Farbung fanden, bei
samtlichen histologischen Subtypen mit Ausnahme der medulldren Karzinome, die deutlich weni-
ger VEGFR-1 positive Tumore aufzeigten. Damit gehen wir davon aus, dass die Expression von
VEGFR-1 bei gesundem Mammagewebe und Mammatumorgewebe ein physiologischer Zustand
ist. Die VEGFR-1 Expression korrelierte negativ mit Tumorstadium (p=0,0431), Tumorgrading
(p<0,0001) und Zellproliferation gemessen am Ki67 Labeling Index (p<0001). Ein Zusammen-
hang zur lymphatischen Metastasierung wurde nicht festgestellt.

Wir konnten eine kleine, klinisch relevante Gruppe an Mammakarzinompatientinnen charakteri-
sieren, bei denen es zu einer Verminderung oder dem Verlust der Expression des membranstan-
digen VEGFR-1 in gesamter Linge gekommen ist und welche von fortgeschrittenem Tumorsta-
dium, aggressiven Tumoreigenschaften und verkiirzter Gesamtiiberlebenszeit betroffen sind und
nicht optimal von einer antihormonellen Therapie profitieren. Somit sind die Ergebnisse dieser
Studie ein weiterer Schritt in der individualisierten Tumortherapie und unterstiitzen die zurzeit
erfolgenden Untersuchungen und Bemiihungen, jeder Frau eine individualisierte effektive neben-
wirkungsarme Tumortherapie zu ermdglichen, die sich nach den biologischen Eigenschaften ihrer
individuellen Tumorerkrankung richtet.

Die Wahl der Eigenschaften der VEGFR-1 Antikorpers mdgen einen grossen Einfluss auf die Er-
gebnisse durch die immunhistochemischen Farbungen haben.
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