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1 Einleitung

Krebserkrankungen sind die zweithéufigste Todesursache in Deutschland. Neben den
malignen Zellen selbst tritt zunehmend auch das tumoreigene Gefalsystem in den
Fokus der klinischen Forschung. Einige dieser Forschungsergebnisse haben bereits zur

Entwicklung neuer Therapien gefiihrt.

1.1 Angiogenese und Vaskulogenese

Wie in Abbildung 1 dargestellt, konnen Blutgefédfie im menschlichen Organismus auf
zwei verschiedene Arten entstehen. Neue Blutgefdfie konnen zum einen aus bereits
existierenden Gefaflen entstehen. Dazu wandern reife Endothelzellen in Richtung eines
Stimulus aus und formieren ein neues Gefafl. Die Endothelzellen l6sen dazu zunéchst ihre
Zell-Zell-Kontakte und bilden Pseudopodien (Ausprossen). Alternativ kann sich auch
ein bestehendes Gefal unterteilen und so zwei neue Gefafle bilden [7, 17]. Als Stimulus
hierfiir dienen Geféfischiaden, Entziindungen oder auch maligne Tumoren. Alle diese
Vorgénge werden unter dem Begriff der Angiogenese zusammengefasst [35]. Blutgefiafie
konnen zum anderen auch neu entstehen. Hierbei bilden pluripotente Vorlauferzellen aus
dem Knochenmark zunéchst ein einfaches kapillares Netzwerk, aus dem reife Blutgefafie
entstehen [32]. Dieser Prozess wird als Vaskulogenese bezeichnet. Beide Vorgénge sind
fiir das Wachstum maligner Tumoren von grofler Bedeutung, dies wird néher in den
Kapiteln 1.4 und 1.6 erlautert.

Bis im Jahre 1997 ging man davon aus, dass Vaskulogenese nur im embryonalen
Organismus existiert. 1997 gelang jedoch Asahara et al. der Nachweis von pluripotenten
Stammzellen aus dem Blut eines erwachsenen Menschen, die in vitro unter bestimm-
ten Kulturbedingungen zu Endothelzellen ausdifferenzierten [5]. Dazu isolierten sie
CD34-positive Zellen mittels magnetischen Antikorpen aus dem peripheren Blut von
erwachsenen Probanden. Anschlieend markierten sie die Zellen mit einem fluoreszie-
renden Stoff und beobachteten ihr Verhalten in der Zellkultur. Nach sieben Tagen
konnten erste primitive Netzwerkstrukturen und die Bildung von réhrenartigen Struk-
turen beobachtet werden. Das gleiche Resultat konnte die Gruppe durch die Isolierung
und Kultivierung von Vascular Endothelial Growth Factor - Receptor 2 (VEGF-R2) -
positiven Zellen aus peripherem Blut erzielen. In weiteren Untersuchungen der Gruppe

wurde der endotheliale Charakter der Zellen bestéatigt. So wurden sie durch Kultivierung
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mit Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) zur Produktion von Stickstoffmonoxid
(NO) angeregt. In weiteren préaklinischen Modellen konnte die Gruppe zeigen, dass
CD34-positive Zellen in vivo zur Vaskularisierung ischamischer Gebiete beitragen. Die
Arbeitsgruppe folgerte aus ihren Versuchen, dass CD34-positive oder VEGF-R2-positive
Zellen zur Neovaskularisierung in adulten Organismen beitragen und bezeichnete die

von ihnen entdeckten Zellen als Progenitor-Endothelzellen.

/’QT\

@ Aussprossung Q
Muttergefas \ @ Tochtergefale

Unterteilung

Angiogenese

Vaskulogenese

@_) .

Angioblast

kapillares Netzwerk Gefal

Abbildung 1: Schematische Darstellung von Angiogenese und Vaskulogenese. Darge-
stellt ist, wie aus einem Muttergefdfs mittels Aussprossung oder durch
Unterteilung Tochtergefifie entstehen. Dieser Vorgang wird auch als An-
giogenese bezeichnet; als zweiter Vorgang ist die Vaskulogenese dargestellt,
dabei entsteht aus einer Vorlduferzelle, dem sogenannten Angioblasten,
zundchst ein primitives kapillares Netzwerk. Aus diesem Netzwerk gehen
wieder reife Gefdfle hervor.

1.2 Endotheliale Progenitorzellen

Fiir die von Asahara et al. beschriebenen Progenitor-Endothelzellen hat sich in der
Literatur der Begriff endotheliale Progenitorzellen (EPCs) durchgesetzt. EPCs finden
sich sowohl im Knochenmark als auch im peripheren Blut. Die Mobilisierung von EPCs
aus dem Knochenmark in die Blutbahn wird durch verschiedene Zytokine wie z.B.
Granulocytes - Colony Stimulating Factor (G-CSF) oder VEGF gefordert [6, 85]. Im

Tierversuch fihrte die intraperitoneale Applikation von VEGF zu einem deutlichen
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Anstieg von EPCs im peripheren Blut von Méusen [6]. Parallel dazu wurde die Neovasku-
larisierung in einer dafiir praparierte Kornea untersucht. Die erhohte Konzentration an
EPCs fiithrte zu einer vermehrten Neovaskularisierung in diesem Bereich. Die subkutane
Applikation von G-CSF fithrte bei Mausen ebenfalls zu einer vermehrten Mobilisierung
von EPCs ins periphere Blut. Parallel zum Anstieg der EPCs kam es in diesem Ansatz
ebenfalls zur vermehrten Neovaskularisierung. Als Kontrollgruppe dienten Tiere, die
lediglich eine Injektion mit Kochsalz erhielten und keine vermehrte Mobilisierung zeig-
ten [85]. Nach ihrer Mobilisierung aus dem Knochenmark ins periphere Blut werden
EPCs von verschiedenen Autoren auch als ,zirkulierende endotheliale Progenitorzellen*
bezeichnet [78, 88]. EPCs konnen entweder durch ihr Verhalten in Kultur oder anhand

der Exprimierung verschiedener Oberflichenmarker definiert werden.

1.3 Charakterisierung endothelialer Progenitor-

zellen anhand von Oberflachenmarkern

Die Definition von EPCs anhand der Exprimierung bestimmter Oberflichenmarker ist
noch nicht abschlieSend geklért. Die meisten Studien nutzen eine Kombination aus
Markern, die auf Vorlduferzellen zu finden sind (CD34, CD133), und typischen Markern
fir Endothelzellen (VEGF-R2, CD144).

CD34 ist ein Glykoprotein, das vor allem auf der Oberflache von hédmatopoetischen
Progenitorzellen, aber auch auf EPCs gefunden wird [5, 22]. CD34 wird in der klinischen
Routine im Rahmen der peripheren Stammzellapherese genutzt. Durch Stimulation mit
G-CSF werden die Stammzellen aus dem Knochenmark ins periphere Blut mobilisiert,
anhand des CD34-Epitops identifiziert und anschlieBend konserviert [27]. Mit zuneh-
mender Differenzierung der Stammzellen ldsst die Exprimierung von CD34 nach, reife
Zellen exprimieren diesen Marker nicht mehr [21]. Hierbei bereitet die Differenzierung
zwischen stark und schwach exprimierenden Zellen Schwierigkeiten. Auf der Suche nach
einem spezifischen Antikorper fiir Zellen, die CD34 stark exprimieren, wurde CD133
entdeckt [92]. Zunéchst nahm man an, dass CD133 nur auf unreifen Progenitorzellen
aus dem Knochenmark zu finden ist. Inzwischen gibt es jedoch Hinweise, dass CD133
auch von sogenannten Tumorstammzellen exprimiert wird. Dies sind unreife Zellen, die
unter anderem innerhalb eines Hinrtumors entdeckt wurden und in reife Tumorzellen
ausdifferenzierten [79]. Insbesondere frithe Formen der endothelialen Progenitorzellen
im Knochenmark exprimieren CD133. Nach ihrer Mobilisierung ins periphere Blut
verlieren die zirkulierenden EPCs diesen Marker [46, 66].

VEGFR-2 ist ein Rezeptor, der vor allem auf Endothelzellen zu finden ist, seine
Funktion wird ausfiihrlich in Kapitel 1.5 beschrieben. CD144 wird ebenfalls von Endo-

thelzellen exprimiert und ist an der Organisation von Endothelzellkontakten und der
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Kontrolle der Gefafipermeabilitat beteiligt [53]. Durchflusszytometrische Untersuchun-
gen konnten nachweisen, dass CD34/VEGF-R2-positive Zellen zusatzlich auch den
Marker CD144 exprimieren [65]. CD144 wird im Verlauf des Reifungsprozesses der
EPCs erst zu einem spéteren Zeitpunkt als VEGF-R2 exprimiert [9, 66, 69]

Die Versuche von Asahara et al. haben ergeben, dass aus CD34-positiven und
VEGF-R2-positiven Zellen aus dem peripheren Blut eines Erwachsenen neue Blutgefifle
entstehen konnen [5]. Diverse klinische Studien nutzten deshalb die Kombination aus
CD34-positiven und VEGF-R2-positiven Zellen, um die Anzahl der zirkulierenden
Progenitorzellen im peripheren Blut zu bestimmen [31, 37, 73, 90]. So konnte beispiels-
weise dargestellt werden, dass die Anzahl der zirkulierenden EPCs (CD34-positiv und
VEGF-R2-positiv) ein unabhéngiger Prediktor fiir kardiovaskuldre Todesursachen ist
[90]. Dazu untersuchte die Gruppe tiber 500 Patienten, denen anlésslich einer Herzka-
theteruntersuchung Blut zur Bestimmung der zirkulierenden EPCs entnommen wurde.
Die Patienten wurden fiir 12 Monate nachbeobachtet und hinsichtlich des Uberlebens
bzw. der Todesursache untersucht. Je hoher die EPC-Spiegel zu Beginn der Studie
waren, desto geringer war das Risiko der Patienten, an einem kardiovaskuléren Ereignis
zu versterben. Eine weitere Studie an 44 Patienten mit koronarer Herzkrankheit, 33
Patienten mit instabiler Angina und 43 Kontrollpatienten konnte ebenfalls zeigen, dass
ein niedriger Spiegel an zirkulierenden EPCs mit einem hohen Risiko fiir das Auftreten
eines kardiovaskuldren Ereignisses korreliert [73].

Andere Studien definierten EPCs als CD34/CD133/VEGF-R2-positiv. Eine Studie
von Igreja et al. an 70 Patienten mit malignen Lymphomen konnte zeigen, dass die
Anzahl der CD34/CD133/VEGF-R2-positiven Zellen im Blut vom Erfolg der Therapie
beeinflusst wird [48]. Bei Patienten, die auf ihre Therapie ansprachen, kam es zu einem
Absinken der EPCs bzw. blieben die Spiegel konstant, bei den tibrigen Patienten stieg
die Anzahl im Verlauf der Therapie an. Bislang ist jedoch die kulturelle Anziichtung
von Endothelzellen aus CD34/CD133/VEGF-R2-positiven Zellen noch nicht gelungen,
CD133 wird als Marker deshalb kontrovers diskutiert [19].

Zirkulierende EPCs sind nur in sehr geringer Anzahl im Blut zu finden. Der Anteil
aller CD34-positiven Zellen im peripheren Blut liegt bei gesunden Probanden bei weniger
als 1 % der mononukledren Zellen [10]. Der Anteil der CD34-positiven und VEGF-R2-
positiven Zellen ist deutlich geringer. Bei Patienten, die eine Mobilisierungstherapie

zur Stammzellapherese erhalten, sind ca. 1,4 % der CD34-positiven Zellen zirkulierende
EPCs [65].

1.4 Tumorangiogenese

Wie zu Beginn beschrieben, spielt die Fahigkeit zur Bildung neuer Blutgefifle eine

grofe Rolle bei Entstehung und Wachstum von malignen Tumoren. Im Anfangsstadium
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konnen sich maligne Tumoren mittels Diffusion erndhren. Ab einer Grofie von 3 - 4
Millimetern sind sie jedoch auf den Aufbau eines eigenen Geféasystems angewiesen
[33, 41]. Durch die Bildung proangiogenetischer Stoffe kommt es in den umgebenden
Gefilen zunichst zur Gefifidilatation und einer erhohten Gefafipermeabilitat. Dies
fordert das Auswandern von Plasmaproteinen, die fir die folgenden Endothelzellen
eine Matrix bilden. Die Endothelzellen teilen sich und formieren zunéchst primitive
Gefafstrukturen. Schliellich werden aus diesen Strukturen reife Geféfisysteme (vgl.
Abb. 1). Folkman et al. bezeichneten diesen Vorgang als ,,Angiogenic switch* [34, 35].

Bei der Regulierung der Angiogenese spielen verschiedene Faktoren eine Rolle. Dazu
gehoren u.a. VEGF, acidic und basic Fibroblast Growth Factor (aFGF, bFGF), platelet
derived endothelial cell growth factor (PD-ECGF), aber auch die Prostaglandine E1
und E2. Die Bedeutung von VEGF wird im folgenden Kapitel néher erlautert.

1.5 Vascular Endothelial Growth Factor

VEGF ist ein wichtiger Stimulus der Angio- und Vaskulogenese unter physiologischen
wie pathologischen Bedingungen [26, 35]. Die VEGF-Produktion in Endothelzellen wird
unter anderem durch Hypoxie angeregt [62]. Die Exposition von Endothelzellen mit
einem niedrigen Sauerstoffpartialdruck fithrt zur Bindung von Hypoxia Inducible Factor
(HIF) an die Promoterregion des Genabschnittes fir VEGF. Dies wiederum fithrt zu
einer erhohten Transkription von VEGF [57]. Im Rahmen des Wachstums maligner
Tumoren kommt es immer wieder zu hypoxischen Zustanden, wenn die Tumormasse
schneller wachst als das versorgende Gefafisystem. Insofern ist es von Bedeutung, dass
VEGF nicht nur von Endothelzellen ausgeschiittet werden kann, sondern auch von
verschiedenen malignen Zelllinien [75, 93].

Die Wirkung von VEGF wird iiber verschiedene Tyrosinkinasrezeptoren iibertra-
gen, einer davon ist VEGF-Rezeptor 2 (VEGF-R2). VEGF-R2 wird vor allem von
hamatopoetischen Zellen und Endothelzellen exprimiert, aber auch von malignen Zellen
[25]. Die Bindung von VEGF an VEGF-R2 fiithrt zur Aktivierung einer intrazellularen
Signalkaskade. Die Bindung von VEGF bewirkt zunéchst die Dimerisierung des Rezep-
tors. Dadurch wird eine Kinase aktiviert, die die Autophosphorilisierung des Rezeptors
katalysiert. Infolgedessen werden verschiedene intrazellulare Enzyme phosphorilisiert.
Diese beeinflussen die Migration, Proliferation und Differenzierung reifer Endothelzellen
sowie die Gefalpermeabilitdt und Vasodilatation [2, 11, 39, 40, 60].

Im Rahmen der Vaskularisierung maligner Tumoren férdert VEGF den Aufbau
des tumoreigenen Gefafisystems [23]. VEGF spielt zudem eine wichtige Rolle bei
der Metastasierung, da es das Adhésions- und Migrationsverhaltens von Tumorzellen
beeinflusst und die lymphatische Metastasierung begiinstigt [20, 45].

VEGEF fordert auBerdem die Mobilisierung von EPCs aus dem Knochenmark: Asahara
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et al. konnten im Tiermodell darlegen, dass nach intraperitonealer Applikation von
VEGF die Anzahl der zirkulierenden EPCs im Blut signifikant zunimmt [6]. Hattori et
al. konnten im Tierversuch durch die systemische Applikation von VEGF ebenfalls eine
Mobilisierung von EPCs aus dem Knochenmark in die Blutbahn erreichen [42]. In einer
weiteren Studie konnte aulerdem gezeigt werden, dass durch die lokale Applikation von
VEGF vermehrt EPCs durch den Tumor rekrutiert werden [55].

Bislang gibt es nur wenige klinische Studien hinsichtlich der Relevanz erhohter VEGF-
Plasmaspiegel bei Patienten mit malignen Erkrankungen. Salven et al. untersuchten
200 Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphomen. Hatten diese bei Diagnosestellung einen
sehr hohen VEGF-Spiegel, so betrug die 5-Jahres Uberlebensrate 31%. Bei Patienten
mit niedrigen Spiegeln lag die Rate bei 61%. Ein erhohter VEGF-Plasmaspiegel in
Kombination mit einem erhohten basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) konnte als

unabhéngiger Prediktor fiir ein schlechte Prognose identifiziert werden [72].

1.6 Bedeutung der EPCs fiir die

Tumorvaskularisierung

Die Rolle der EPCs in Bezug auf die Vaskularisierung maligner Tumoren ist bislang
noch nicht abschlieBend geklart. Wie bereits im Kapitel 1.4 erlautert, sind maligne
Tumoren darauf angewiesen, ein eigenes Gefafisystem aufzubauen. Neben den bereits
erlauterten Mechanismen scheinen auch EPCs zur Tumorvaskularisierung beizutragen.
Verschiedene Studien stiitzen diese Hypothese. So konnten in unterschiedlichen Tierver-
suchen Zellen aus dem Knochenmark im Geféafinetz des malignen Tumors nachgewiesen
werden. Je nach Studie betrug der Anteil weniger als 0,5 % bis hin zu mehr als 60
% [58, 81, 82]. Insbesondere Studien, bei denen der Anteil an EPCs innerhalb des
tumoreigenen Geféafisystems sehr gering war, stellen die Relevanz zirkulierender EPCs
fir die Tumorvaskularisierung in Frage [58].

Tierversuche weisen darauf hin, dass die Art der Chemotherapie einen Einfluss auf
die Anzahl der zirkulierenden EPCs hat [12]. Bertolini et al. untersuchten Méuse, die
zuvor mit Lymphomen infiziert wurden. Anschlieend erhielten die Tiere entweder eine
intermittierende Stofftherapie mit Cyclophosphamid, eine metronomische Therapie mit
Cyclophosphamid (d.h. die kontinuierliche Verabreichung in niedrigen Dosierungen) oder
keine Therapie. In allen Gruppen wurde das Tumorwachstum téglich untersucht und
zum Abschluss der Studie die Anzahl der zirkulierenden EPCs bestimmt. Als Kontrolle
dienten tumorfreie Mause. Unter intermittierender Stofitherapie mit Cyclophosphamid
kam es zu einer deutlichen Mobilisierung der zirkulierenden EPCs und zu einem
verstarkten Tumorwachstum. Dabei waren die EPC-Spiegel in Méausen, die keine

Therapie erhielten, geringer, obwohl der Tumor bereits tiber ein gréfleres Volumen
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verfiigte. Unter metronomischer Therapie hingegen nahm die Zahl der zirkulierenden
EPCs deutlich ab und das Tumorwachstum wurde verzogert. Die kumulative Dosis war
unter metronomischer Chemotherapie hoher als unter intermittierender Stotherapie.
Da bei der intermittierenden Stofitherapie pro Zyklus die maximal tolerable Dosis
verabreicht wird, kann die kumulative Dosis nicht erhéht werden. Erst durch die
Verteilung der Dosis auf mehrere Einzelgaben kénnen insgesamt hohere Dosen verabreicht
werden. Moglicherweise war die hohere kumulative Dosis eine Ursache fiir das bessere

Ansprechen auf die metronomische Therapie.

1.7 Therapie maligner Tumoren

Die Therapie maligner Tumoren hat zum Ziel, moglichst alle malignen Zellen zu
eliminieren. Dabei kommen verschiedene Therapieoptionen zum Einsatz, wie z.B.
operative Verfahren, Strahlentherapie und die medikamentose Therapie. Meist werden
die verschiedenen Therapieoptionen miteinander kombiniert. In diesem Kapitel soll
insbesondere die medikamentose Therapie naher beschrieben werden.

Priméres Kennzeichen maligner Zellen ist deren unkontrolliertes Wachstum. An-
satzpunkt vieler Chemotherapeutika ist deshalb der Zellzyklus. So werden die Stoffe
beispielsweise als Antimetabolite in die Desoxyribonukleinsdure (DNS) oder Ribonu-
kleinsédure (RNS) eingebaut und fithren zum Strangabbruch oder zu einer Hemmung
der Proteinbiosynthese. Eine solche Therapie schidigt jedoch auch Korperzellen, die
ebenfalls eine hohe Teilungsrate aufweisen, wie z.B. Zellen des Knochenmarks und der
Darmschleimhaut, woraus sich die typischen Nebenwirkungen einer Chemotherapie
ergeben. Diese Nebenwirkungen sind dosislimitierend. Die Dosis bei der dies auftritt,
wird auch als maximal tolerierte Dosis bezeichnet.

In der Praxis hat sich die Kombination von verschiedenen Chemotherapeutika als
sinnvoll erwiesen. Dabei sollten die Stoffe moglichst unterschiedliche Ansatzpunkte
aufweisen, um eine synergistische Wirkung zu erzielen. Idealerweise sollten die einzelnen
Stoffe unterschiedliche dosislimitierende Wirkungen besitzen, um die Toxizitat bei
gemeinsamer Verabreichung nicht weiter zu steigern. Durch die Kombination von
verschiedenen Substanzen wird auflerdem das Risiko fiir die Entwicklung resistenter
Klone gemindert, da die malignen Zellen meist fiir eine der verwendeten Substanzen
noch sensibel sind und durch diese Substanz eliminiert werden.

Diese Regeln kommen beispielsweise bei dem sogenannten CHOP-Schema zur An-
wendung. Es wird bei der Therapie von Non-Hodgkin-Lymphomen eingesetzt. CHOP
setzt sich aus den Stoffen Cyclophosphamid, Hydroxyldaunorubicin (alternative Be-
zeichnungen: Adriamycin oder Doxorubicin), Oncovin® (Wirkstoff: Vincristin) und
Prednisolon zusammen. Cyclophosphamid gehort zur Gruppe der Alkylantien. Durch
die Ubertragung von Alkylgruppen auf die DNS kommt es zu Einzel- und Doppel-
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strangabbriichen und zu fehlerhaften Vernetzungen der Strénge untereinander bzw.
zwischen DNS und Proteinen. Adriamycin gehort zur Gruppe der Anthrazykline und
ist ein DNS-Interkalator, d.h. es lagert sich zwischen den Nukleinbasen der DNS ein.
Dadurch wird die Transkription und DNS-Replikation verhindert. Vincristin gehort zur
Gruppe der Vinka-Alkaloide und wirkt als Mitosehemmer. Es bindet an mikrobtubulére
Proteine und verhindert infolgedessen die Spindelformation der Zelle. Dadurch arretiert
die Mitose in der G2- und M-Phase.

Eine weitere Kombinationstherapie ist das FEC-Schema, welches als adjuvanter
Ansatz, d.h. nach erfolgter Operation, bei Patienten mit Mammakarzinom (CA)
angewandt wird. Das Schema beinhaltet die Stoffe 5-Fluorouracil (5-FU), Epirubicin
und Cyclophosphamid. 5-FU ist ein sogenannter Antimetabolit und hemmt durch
Einbau in die RNS die Proteinsynthese. Seine Metaboliten werden auflerdem als falsche
Nukleotide in die DNS eingebaut und fithren zu Strangabbriichen. Epirubicin gehort
zur zweiten Generation der Anthrazykline und dhnelt im Wirkmechanismus Adriamycin.
Aufgrund der dosislimitierenden Wirkung wird eine Stofitherapie mit Zytostatika in
den meisten Féllen alle zwei bis drei Wochen verabreicht, nachdem unter anderem die
Regeneration des Knochenmarks beobachtet wurde. Diese Art der Therapie wird im
weiteren Verlauf der Arbeit als klassische Chemotherapie bezeichnet.

Wird eine klassische Chemotherapie aufgrund von Nebenwirkungen oder eines redu-
zierten Allgemeinzustandes nicht mehr toleriert, kommt alternativ eine metronomische
Therapie zum Einsatz. Darunter versteht man die kontinuierliche, meist tégliche Ap-
plikation eines Chemotherapeutikums. Diese Art von Therapie zielt nicht nur auf
direkte Schadigung der malignen Zellen durch Chemotherapeutika, sondern hemmt
zusitzlich das Gefafisystem des Tumors. Browder et al. konnten im Tiermodell zeigen,
dass unter metronomischer Therapie mit Cyclophosphamid zunéachst Endothelzellen
innerhalb des tumoreigenen Geféfsystems apoptotisch wurden [15]. Dadurch wurde
die Versorgung des Tumors mit Sauerstoff und Nahrstoffen unterbrochen. Im néchsten
Schritt kam es zur Apoptose der Tumorzellen selbst. Bemerkenswert war auflerdem,
dass die Therapie in metronomischer Dosierung selbst bei resistenten Klonen noch
wirksam war [15]. Diese Beobachtung konnte durch weitere Tierversuche bestétigt
werden [50]. Unsere Arbeitsgruppe konnte ebenfalls im Tiermodell darstellen, dass
unter metronomischer Therapie das Tumorwachstum deutlich verlangsamt wurde und
gleichzeitig eine Abnahme der Geféfldichte innerhalb des Tumors zu beobachten war
[51].

Ebenfalls im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass unter metronomischer Therapie
die zirkulierenden EPCs absinken [12]. Bertolini et al. untersuchten Méause, denen
zuvor humane Lymphome implantiert wurden. Diese erhielten eine metronomische
Therapie mit Cyclophosphamid als intramuskuléres Depot oder iiber das Trinkwasser.

Unter dieser Therapie kam es zu einem Absinken der zirkulierenden EPCs sowie zu
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einem verminderten Tumorwachstum.

In klinischen Studien konnten ebenfalls Erfolge durch eine metronomische Therapie
erzielt werden. Bei bereits mehrfach vortherapierten Patienten kam es unter metronomi-
scher Therapie zu einer (partiellen) Remission oder einer Stabilisierung der Krankheit
im aktuellen Stadium (Stable Disease) [24]. Der Begriff ,,Stable Disease® beschreibt das
Verharren einer Tumorerkrankung im gleichen Stadium iiber einen léngeren Zeitraum,
d.h. ohne weiteres Fortschreiten der Erkrankung.

Die Vorteile einer metronomischen Therapie sind eine geringere Rate an Nebenwir-
kungen sowie die verminderte Entwicklung von Resistenzen gegeniiber den verwendeten
Substanzen [14]. Héufig konnen unter metronomischer Therapie hohere kumulative
Dosen erreicht werden, als es durch die einmalige Applikation innerhalb eines Zy-
klus moglich ist. In Deutschland wird unter anderem Trofosfamid (Ixoten®) oral als

metronomische Therapie eingesetzt.

1.8 Trofosfamid

Trofosfamid ist wie Cyclophosphamid ein Oxazaphosphorin. Trofosfamid wird im
Gegensatz zu Cyclophosphamid oral besser resorbiert, da es tiber eine zuséatzliche
Chlorethyl-Gruppe verfiigt, die seine Lipid-Loslichkeit erhoht. Trofosfamid gehort wie
Cyclophosphamid zu den Alkylantien, es bewirkt ebenfalls durch Ubertragung von
Alkylgruppen Strangabbriiche der DNS. Trofosfamid wird je nach Vertréglichkeit in
Dosierungen von 50 - 150 mg téglich verabreicht. Trofosfamid hatte frither eine breite
Zulassung fiir lymphoretikuldre Tumoren, Hamoblastosen und solide Tumoren. Seit
der Nachzulassung ist Trofosfamid derzeit nur noch zur Therapie von Non-Hodgkin-
Lymphomen nach Versagen der Standardtherapie zugelassen. In der Praxis wird es
weiterhin zur Therapie solider Tumoren eingesetzt.

Trofosfamid wurde im Rahmen von Studien unter anderem bei Patienten mit Lympoh-
men, Pankreaskarzinomen oder Sarkomen getestet [13, 52, 74]. Trofosfamid zeichnete
sich durch eine gute Vertréglichkeit aus. Klinisch konnte ein Fortschreiten der Grunder-

krankung bei vielen Patienten verhindert werden.

1.9 Cyclooxygenase-2-Hemmer

In der klinischen Praxis wird eine metronomische Therapie mit einem Cyclooxygenase-2
(Cox-2)-Hemmer kombiniert. Cox-2 ist ein Enzym, das im Arachidonsédurezyklus an der
Bildung von Prostaglandinen (PG) beteiligt ist. Eines dieser Prostaglandine ist PG Ea,
das eine wichtige Rolle bei der Produktion angiogenetischer Stoffe zu spielen scheint

und von verschiedenen Autoren selbst als ein wichtiger Mediator der Tumorangiognese
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angesehen wird [36, 54, 86]. In Zellen mit erhohter Cox-2-Exprimierung wurden neben
PG E; auch VEGF und bFGF iiberexprimiert [86].

Cox-2 wird u.a. in Endothelzellen als Reaktion auf Entziindung und Zellaktivierung
exprimiert [49]. Cox-2 wird jedoch nicht nur von Endothelzellen, sondern auch von
verschiedenen humanen Tumorzelllinien exprimiert. Dazu gehoren beispielsweise Kolon-,
Prostata-, Bronchial- und Mammakarzinome [59, 94]. Das Enzym wird nicht nur von
den malignen Zellen selbst exprimiert, sondern auch vom Gefafisystem des Tumors. Das
gesunde umgebende Gewebe weist dagegen keine Exprimierung auf. In einigen Tumoren
ist Cox-2 sogar nur im Gefafisystem des Tumors nachzuweisen [54]. Cyclooxygenase-2
scheint somit ein idealer Ansatzpunkt fiir eine Chemotherapie zu sein, da durch die
Hemmung lediglich das maligne Gewebe und das dazugehorige Gefafisystem geschadigt
werden [59).

Seit Einfithrung der Cox-2-Hemmer, zunédchst in die Schmerztherapie, stehen mit
dieser Gruppe Medikamente zur Verfiigung, um selektiv die Cyclooxygenase-2 zu
hemmen und damit die Produktion von Prostaglandinen und proangiogenetischen
Stoffen zu hemmen. Cox-2-Hemmer beeinflussen, éhnlich wie eine metronomische
Therapie, die Proliferation und Apoptose von Endothelzellen [54, 80]. Auch EPCs
werden durch Cox-2-Hemmer beeinflusst: in vitro konnte gezeigt werden, dass die
Exposition mit einem Cox-2-Hemmer zu einer verminderten Proliferation von EPCs
fuhrte [25].

Erste Tierversuche lieferten viel versprechende Ergebnisse, da durch die alleinige
Therapie mit einem Cox-2-Hemmer das Tumorwachstum starker verzogert werde konnte
als durch eine Therapie mit Cylcophosphamid [59]. Der Erfolg einer solchen Therapie
wurde unter anderem darauf zuriickgefiithrt, dass neben den malignen Zellen selbst auch
deren Versorgungssystem zerstort wird.

In der Klinik werden Cox-2-Hemmer bereits zur Therapie maligner Erkrankungen
eingesetzt. Verschiedene Studien konnten insbesondere bei mehrfach vortherapierten
Patienten mit malignen Melanomen oder Lymphomen Erfolge erzielen. Bei diesen
Patienten kam es unter metronomischer Therapie und der zusétzlichen Gabe eines
Cox-2-Hemmers zu einer partiellen Remission oder einer Stabilsierung der Krankheit
im Sinne einer Stable Disease [16, 43, 44, 80].

Bislang gibt es jedoch nur wenige Studien, die eine metronomische Therapie mit
einer metronomischen Therapie in Kombination mit einem Cox-2-Hemmer vergleichen.
Eine Studie aus dem Jahr 2007 untersuchte 74 Patienten mit malignen Melanomen.
Die Patienten wurden in zwei Therapiearme randomisiert. Gruppe A erhielt eine
metronomische Therapie, Gruppe B die gleiche metronomische Therapie in Kombination
mit einem Cox-2-Hemmer sowie Pioglitazon. Bei Patienten der Gruppe B war die
Zeit bis zum Fortschreiten der Krankheit deutlich langer als in der Vergleichsgruppe.

Die Autoren fithrten dies auf die Unterdriickung der Entziindungsreaktion durch die
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zusétzliche Gabe eines Cox-2-Hemmers und Pioglitazon zuriick [68]. Unklar bleibt
jedoch, welchen Einfluss hierbei Pioglitazon auf das Studienergebnis hatte. Bislang gibt
es keine klinische Studie, die eine metronomische Therapie mit und ohne zusétzliche

Gabe eines Cox-2-Hemmers miteinander vergleicht.

1.10 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, zu iiberprifen, wie sich die Anzahl der zirkulierenden EPCs
unter metronomischer und klassischer Chemotherapie beim Menschen verhalt. Bislang
gab es lediglich Hinweise aus Tierversuchen, die nahelegen, dass sich EPCs unter
klassischer und metronomischer Therapie unterschiedlich verhalten [12]. Zusétzlich
sollte der VEGF-Plasmaspiegel gemessen werden.

Insgesamt wurden vier Patientengruppen eingeschlossen:
e Gruppe I: klassische Chemotherapie nach dem FEC-Schema

e Gruppe II: klassische Chemotherapie nach dem CHOP-Schema in Kombination
mit dem CD20-Antikérper Rituximab

e Gruppe III: tégliche metronomische Therapie mit Trofosfamid

e Gruppe IV: tagliche metronomische Therapie mit Trofosfamid und dem Cox-2-

Hemmer Celecoxib
Folgende Fragestellungen sollten gekléart werden:

1. Haben klassische und metronomische Chemotherapie unterschiedliche Effekte auf
die Anzahl der zirkulierenden EPCs?

2. Wie verhalten sich CD34/CD144-positive Zellen im Vergleich zu CD34/VEGF-
R2-positiven Zellen?

3. Wie verhalt sich die VEGF-Plasmakonzentration unter den beiden Therapien?

4. Ist der Verlauf der zirkulierenden EPCs analog zum Verlauf der Leukozyten,

Lymphozyten und CD34-positiven Zellen?
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Die hier vorliegende Studie untersucht den Einfluss von klassischer Chemotherapie
und metronomischer Chemotherapie auf die Anzahl der zirkulierenden endothelialen

Progenitorzellen (EPCs) und den VEGF-Plasmaspiegel im menschlichen Organismus.

2.1 Methodenvalidierung

2.1.1 Hintergrund

Die hier verwendeten Methoden zur Bestimmung der Anzahl der zirkulierenden EPCs
wurden in der dargestellten Form bislang noch nicht beschrieben. Aus diesem Grund
erfolgte im Vorfeld zunéachst die Validierung der Methode. Als Grundlage dienten die in-
dustriellen Richtlinien zur bioanalytischen Methodenvalidierung der US-amerikanischen
Arzneimittelzulassungsbehorde, der Food and Drug Association (FDA). Die Richtlinien
geben allgemeine Hinweise zur Methodenvalidierung und sollten an den eigenen Ver-
suchsaufbau angepasst werden. Primar wurden diese Richtlinien fiir Untersuchungen
im Bereich der Pharmakologie entwickelt, die in der klinischen Routine angewendet
werden. Gegenstand der Validierung sind Untersuchungen zur Genauigkeit, Prézision
sowie Ausbeute der Methode.

Als Genauigkeit (accuracy) bezeichnet man die Abweichung des Mittelwertes einer
Messreihe vom eigentlichen Wert des Analyten. Hierzu werden wiederholte Messungen
einer Probe vorgenommen, deren Konzentration bekannt ist. Die Messungen werden
in drei verschiedenen Konzentrationen mit mindestens fiinf Bestimmungen der selben
Probe durchgefithrt. Die Abweichungen sollten im Bereich der unteren Detektionsgrenze
nicht mehr als 20 % betragen.

Zur Bestimmung der Prézision (precision) einer Methode wird die zu analysierende
Substanz zunéchst in Aliquots aufgeteilt, die dann getrennt analysiert werden. Aus
den Ergebnissen wird anschliefend der Variationskoeffizient berechnet. Im unteren
Detektionsbereich sind Werte bis 20 % zuléssing.

Ein weiteres wichtiges Kriterium ist die Recovery (Ausbeute) einer Messung. Sie
gibt an, welcher Anteil des in einer Probe vorhandenen Metaboliten durch die Messung
erkannt wird. Dabei muss die Ausbeute nicht 100 % betragen, Verluste sollten jedoch

reproduzierbar sein.
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2.1.2 Genauigkeit

Die Bestimmung der Genauigkeit konnte nicht durchgefiihrt werden, da es bislang keine

Proben mit bekannter Anzahl an zirkulierenden EPCs gibt.

2.1.3 Prazision

Zur Ermittlung der Prézision wurden zunéchst Messungen an sechs gesunden Probanden
vorgenommen. Dazu wurden den Probanden insgesamt fiinf Blutréhrchen entnommen
und jedes einzelne wie unter 2.4 und 2.5.2 beschrieben verarbeitet. Anschlieend wurde
aus den Ergebnissen der Einzelmessungen der Variationskoeffizient bestimmt.

Bei gesunden Probanden liegen zumeist sehr niedrige Spiegel an zirkulierenden EPCs
vor [65]. Deshalb wurden die gleichen Messungen mit dem Blut von sechs Patienten
durchgefiihrt, die zum Zeitpunkt der Blutentnahmen eine Mobilisierungstherapie zur
Stammzellapherese erhielten. In diesem Ansatz wurden die entnommenen Proben
zunachst vermischt und dann fiir die weitere Verarbeitung in fiinf Aliquots aufgeteilt.
Im Anschluss wurde ebenfalls der Variationskoeffizient aus den einzelnen Ergebnissen

berechnet.

2.1.4 Ausbeute

Um die Ausbeute (Recovery) zu bestimmen, fehlte ebenfalls ein Standard mit bekannter
Konzentration. Im Versuchsaufbau gibt es einen Schritt, bei dem ebenfalls die Ausbeute
von grofler Bedeutung ist. Im Rahmen der Probenverarbeitung findet eine Selektio-
nierung und Anreicherung der CD34-positiven Zellen statt (s. hierzu Kapitel 2.4).
Kritisch zu sehen ist hierbei der Verlust erwiinschter Zellen. Im Idealfall werden alle
CD34-positiven Zellen selektioniert, in der Negativfraktion sollten deshalb keine oder
nur sehr wenige CD34-positive Zellen gefunden werden. Zur Bestimmung des Ausbeute
wurde deshalb die Anzahl der CD34-positiven Zellen in der Negativfraktion gemes-
sen. AnschlieSlend wurde der Anteil der CD34-positiven Zellen in der Negativfraktion

berechnet.

2.2 Patientengruppen

Die Studie wurde als begleitende Untersuchung im Rahmen einer vom behandelnden
Arzt verordneten Chemotherapie durchgefiihrt. Auf die Indikationsstellung und die Art
der Behandlung hatte die Studie keinen Einfluss. Die Studie wurde am 23.05.2005 von
der lokalen Ethikkommission genehmigt (Nr. 05063).

Die Datenerhebung fand von Juni 2005 bis August 2006 statt. Insgesamt wurden

42 Patienten in die Studie eingeschlossen. Anhand der verabreichten Therapie erfolgte
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die Einteilung in vier verschiedene Gruppen. 24 Patienten in den Gruppen I und II
erhielten eine klassische Chemotherapie, die Gruppen III und IV (n=18) erhielten
eine metronomische Chemotherapie mit Trofosfamid. Gruppe IV erhielt zusétzlich
den Cycloxygenase(Cox)-2-Hemmer Celecoxib (Celebrex®). Eine Ubersicht zu den
Patientengruppen findet sich in Tabelle 1. Die demographischen Daten der einzelnen
Patienten sowie Daten zu ihrer Erkrankung und der verabreichten Therapie sind in den
Tabellen 8 — 11 im Anhang B dargestellt.

Eingeschlossen wurden Patienten iiber 18 Jahren, die ihr schriftliches Einverstandnis
gegeben hatten und eine der vier oben beschriebenen Therapien erhielten. Im Rahmen
der Studie stand die verabreichte Therapie im Vordergrund, nicht jedoch die zugrundelie-
gende Erkrankung. Als Ausschlusskriterium galt eine Therapie mit Erythropoietin sowie
eine Chemotherapie innerhalb der letzten drei Wochen vor Studienbeginn. Dadurch

sollten mogliche Effekte durch eine vorhergehende Therapie ausgeschlossen werden.

Tabelle 1: Verteilung von Alter (£ Standardabweichung), Geschlecht und Tumorentitit
in den vier Patientengruppen: Gruppe I und II erhielten eine klassische
Chemotherapie, Gruppe III und IV eine niedrigdosierte, tdgliche, orale Che-
motherapie mit Trofosfamid, Gruppe IV in Kombination mit Celecoxib. NHL
= Non-Hodgkin-Lymphom, CA = Karzinom

Gruppe Alter d | @ | Diagnose

I 58,9 + 12,0 | - | 14 | Mamma-CA (n=14)
11 67,6 = 8,59 4 | NHL (n=10)
ITI 62,6 £ 11,7 | 4 | 6 | Bronchial-CA (n=2),

Mamma-CA (n=2), Sarkom (n=2),

Kolorektales-CA (n=3), Andere (n=1),

v 61,4+ 11,2 | 3 | 5 | Bronchial-CA (n=2), Kolon-CA (n=2),

oropharyngeales Plattenepithel-CA (n=2),

Andere (n=2)

(o)

2.2.1 Gruppe I

Gruppe I setzte sich aus 14 weiblichen Patienten zusammen, die eine adjuvante Chemo-
therapie aufgrund eines primaren Mammakarzinoms erhielten. Bei einer Patientin lag
ein beidseitiges Mamma-CA vor, bei einer anderen ein Rezidiv in der Axilla. Einge-
schlossen wurden lediglich Patientinnen, die den ersten Zyklus ihrer Therapie nach dem
FEC-Schema erhielten. Die Therapie setzt sich aus den Stoffen Fluorouracil (5-FU),
Epirubicin und Cyclophosphamid zusammen. Der Wirkmechanismus der jeweiligen

Stoffe wird in Kapitel 1.7 nédher beschrieben.
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2.2.2 Gruppe II

Gruppe II bestand aus zehn Patienten (vier weiblich, sechs méannlich), die aufgrund
eines Non-Hodgkin-Lymphoms eine Chemotherapie nach dem CHOP-Schema in Kombi-
nation mit dem CD20-Antikérper Rituximab erhielten. Eingeschlossen wurden lediglich
Patienten, die den ersten Zyklus CHOP erhielten. Das Schema beinhaltet die Stoffe
Cyclophosphamid, Hydroxyldaunorubicin (alternative Bezeichnungen: Adriamycin, Do-
xorubicin), Oncovin® (Wirkstoff: Vincristin) und Prednisolon. Der Wirkmechanismus
der einzelnen Stoffe wird in Kapitel 1.7 beschrieben. Rituximab ist ein gentechnisch

hergestellter monoklonaler Antikorper gegen das CD20 Antigen von B-Lymphozyten.

2.2.3 Gruppe III

Gruppe III setzte sich aus zehn Patienten (sechs weiblich, vier ménnlich) zusammen,
die eine téagliche, orale Therapie mit Trofosfamid (100 oder 150 mg/Tag) erhielten.
Trofosfamid wird genauer in Kapitel 1.8 beschrieben. Kumulativ ergibt sich daraus fiir
den Beobachtungszeitraum von 21 Tagen eine Dosis von 2100 mg (n=7) bzw. 3150 mg
(n=3).

2.2.4 Gruppe IV

Gruppe IV bestand aus acht Patienten (fiinf weiblich, drei méannlich), die eine tégliche,
orale Therapie mit Trofosfamid (100 oder 150 mg/Tag) erhielten. Kumulativ wurden
wéhrend des Beobachtungszeitraumes von drei Wochen insgesamt 2100 mg (n = 5)
bzw. 3150 mg (n = 3) Trofosfamid eingenommen. Zusatzlich erhielten die Patienten
den Cox-2-Inhibitor Celecoxib in einer Dosierung von 400 mg téglich. In einem Fall
wurden aufgrund von kardiovaskulédren Vorerkrankungen nur 200 mg verschrieben. Der

Wirkungsmechanismus von Cox-2-Hemmern wird ausfithrlich in Kapitel 1.9 beschrieben.

2.3 Blutentnahmen

Die Blutentnahmen erfolgten nach gegebenen klinischen Standards. Die Entnahmezeit-
punkte fiir die Studie wurden so gewahlt, dass diese parallel zu den Routineentnahmen
zwecks Therapiekontrolle erfolgten. Dadurch wurde die zuséatzliche Belastung der be-
teiligten Patienten reduziert. Als Entnahmegefafl wurde eine Monovette der Firma
Sarstedt gewahlt, die mit einem speziellen Citrat-Puffer befiillt war, da die Proben unter
diesen Bedingungen eine hohere Stabilitit aufwiesen. Bis zur Verarbeitung wurden die

Proben unter Bewegung gelagert. Die maximale Lagerungszeit betrug sechs Stunden.
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2.3.1 Gruppe I

Die Blutentnahmen bei Gruppe I erfolgten direkt vor Verabreichung des 1. Zyklus
sowie zehn Tage nach Chemotherapie — analog zum erwarteten Nadir der Leukozyten.
Die dritte und letzte Entnahme erfolgte nach 21 Tagen, unabhéngig davon, ob der 2.

Zyklus nach 21 Tagen verabreicht oder aus klinischen Aspekten verschoben wurde.

2.3.2 Gruppe 11

Die Blutentnahmen bei Gruppe II erfolgten direkt vor Verabreichung des 1. Zyklus bzw.
im Falle einer Vorphase mit Vincristin bereits vor Beginn der Vorphase. Die weiteren
Entnahmen erfolgten an Tag 10 nach Beginn des 1. Zyklus, parallel zum erwarteten
Leukozytennadir sowie an Tag 21. Wurde der 2. Zyklus aufgrund klinischer Aspekte
verschoben, so erfolgte die Entnahme dennoch an Tag 21 nach dem ersten Zyklus CHOP.
Ein Patient erhielt eine Therapie nach dem CHOP-14 Schema, bei dem alle 14 Tage ein
Zyklus verabreicht wird, hier erfolgte die 3. Entnahme nach 14 Tagen.

2.3.3 Gruppe I11

Die erste Blutentnahme bei Gruppe III erfolgte vor Therapiebeginn. Die weiteren
Blutentnahmen erfolgten analog zu den zuvor beschriebenen Gruppen an den Tagen 10
und 21 der Therapie.

2.3.4 Gruppe IV

Die erste Blutentnahme bei Gruppe IV erfolgte analog zu denen der Gruppe III vor
Beginn der Therapie. Die weiteren Blutentnahmen fanden an den Tagen 10 und 21
statt.

2.4 Anreicherung der CD34-positiven Zellen

EPCs gehoren zu den CD34-positiven Zellen. Der Anteil CD34-positiver Zellen im Blut
gesunder Probanden betragt weniger als 1 % der mononukleéren Zellen, deshalb wurde
zunéchst eine Selektion der CD34-positiven Zellen vorgenommen [10]. Die Aufreinigung
erfolgte mittels MiniMACS-Sédulen und dem CD34-Progenitor-Cell-Isolation-Kit der
Firma Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland).

Zu Beginn wurde ein Milliliter Vollblut mit jeweils 100 pl Blockingreagenz und
einem speziellen Antikorper versetzt. Dieser Antikorper besteht aus zwei Anteilen,
einem Epitop, das gegen das CD34-Antigen gerichtet ist sowie einem magnetischen
Mikropartikel. Zu allen drei Messzeitpunkten wurden fiir jeden Patienten zwei Proben a
1 ml Vollblut sowie eine weitere Probe a 500 ul vorbereitet. Die Probe aus 500 ul Vollblut
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diente spéter als Isotypenkontrolle. Die so vorbereiteten Proben wurden fiir 30 Minuten
im Dunkeln gelagert. Wahrend dieser Zeit konnten die Antikérper mit den CD34-
positiven Zellen eine Bindung eingehen. Im Anschluss wurden die Proben zentrifugiert
und der Plasmaiiberstand inklusive der ungebundenen Antikorper verworfen. Die
verbleibenden zelluldren Bestandteile wurden in 1,5 ml Magnetic-Cell-Sorting (MACS) -
Puffer gelost. Der MACS-Puffer bestand aus phosphatgepufferter Salzlosung (Phosphate
Buffered Saline, PBS), die mit 0,5 % Rinderalbumin (Bovine Serum Albumin, BSA)
und 2 mM Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) versetzt wurde. Der Puffer wurde
nach seiner Zubereitung steril filtriert. Die so suspendierten Zellen wurden auf spezielle
Saulen aufgetragen, die sich in einem magnetischen Feld befanden, vergleiche auch
Abbildung 2. Jeder Probenansatz wurde jeweils auf eine Sdule aufgetragen. Alle
Zellen, die das CD34-Antigen exprimierten, konnten wéhrend des Inkubationsschritts
die magnetischen Antikérper binden und wurden dadurch anschlieBend im Magnetfeld
der Séaule zuriickgehalten. Die Séulen wurden dreimal mit jeweils einem Milliliter
MACS-Puffer gewaschen. Der Durchfluss wurde verworfen und die Zellen schlieflich
mit 300 pul MACS-Puffer und Druck aus der Séule gelost und in einem Probengefaf3

aufgefangen.

17



2 Material & Methoden

Probe Probe

@ @ StoBel
Oy
l. PS l. Magnet Magnet

o
Séule Séule Saule
o
o
o

® ® Ty

® ®e oy
v Negativfraktion \y Negativfraktion v Probe

e CD34-positive Zelle mit Antikérper

@ CD34-negative Zelle ohne Antikdrper

Abbildung 2: Dargestellt ist das Prinzip der Positivselektion der CD34-positiven Zel-
len: die Proben, die zuvor mit dem CD3&4-Antikérper mit magnetischen
Mikropartikeln inkubiert wurden, werden auf die Sdulen gegeben, die sich
in einem magnetischen Feld befinden; die CD34-postiven Zellen werden
aufgrund der am CD34-Antikorper befindlichen magnetischen Mikropar-
tikel im Magnetfeld zurickgehalten. Im Durchfluss finden sich nur noch
CD34-negative Zellen. Zuletzt werden die Zellen mittels Druck tiber einen
Stoflel aus der Sdule geldst.

2.5 Durchflusszytometrie

2.5.1 Prinzip

Bei der Durchflusszytometrie werden Zellen auf verschiedene Eigenschaften unter-
sucht, wahrend sie durch eine diinne Messkammer flieen. Mittels hydrodynmischer
Fokussierung passieren die Zellen die Kammer einzeln hintereinander. Wahrend der
Durchwanderung werden die Zellen von einem Laser angestrahlt. Je nach Art der Zelle
wird der Laserstrahl abgelenkt bzw. gestreut und von unterschiedlichen Detektoren
wahrgenommen. Meist wird das Streulicht an zwei Stellen gemessen, zum einen nahezu
in der Verlingerung des einfallenden Strahls (Vorwértsstreulichdetektor) sowie etwa
im 90° Winkel des urspriinglichen Strahls (Seitwértsstreulicht). Je gréfier eine Zelle ist
und je mehr Strukturen sich in ihrem Inneren befinden, desto mehr Streulicht entsteht.

Dabei héngt das Vorwértsstreulicht (auf Englisch: forward scatter) von der Grofie
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der Zelle ab, je grofier die Zelle, um so mehr Streulicht gibt es. Je mehr Strukturen
eine Zelle im Inneren hat, um so grofer ist das Seitwartsstreulicht (auf Englisch: side
scatter), es lasst sich somit auf die Granulation einer Zelle schlieBen (vergleiche hierzu
auch Abbildung 3). Die Ergebnisse werden graphisch in einem sogenannten Dot-Plot
dargestellt, dabei wird auf der Abszisse meist der forward scatter und auf der Ordinate
der side scatter aufgetragen.

Um weitere Informationen tiber die Zellen zu erhalten, werden diese vor der Messung
mit Antikérpern inkubiert, die mit einem fluoreszierenden Farbstoff konjugiert sind. Der
Antikorper selbst ist gegen Oberflichenmarker oder Rezeptoren auf der Zelle gerichtet
und bindet dadurch an die Zelle. Der mit dem Antikorper konjugierte Fluoreszenzfarb-
stoff wird bei der Durchwanderung der Messzelle durch den Laserstrahl zur Emission
von Licht einer definierten Wellenlange angeregt. Dieses Licht wird durch das Gerat
registriert und es kénnen so Aussagen iiber die Oberflachenstruktur gemacht werden.
Moderne Gerate konnen mehrere Farbstoffe gleichzeitig messen. Die Ergebnisse sind
dabei um so besser, je weniger sich die Spektren der einzelnen Farbstoffe iiberlappen.
Fiir die hier beschriebenen Versuche wurden die Farbstoffe Phycoerythrin-Cyanin-7
(PC-7) und Phycoerythrin (PE) verwendet. PE hat sein Emissionsmaximum bei 576
nm und PC-7 zwischen 750 und 800 nm.

Wichtiger Bestandteil der Durchflusszytometrie ist der Ausschluss unerwiinschter
Zellen, das sogenannte Gating. So kann man im ersten Dot Plot, in dem die Zellen nach
Grofle und Granulation geordnet dargestellt sind, die Population von Zellen auswéhlen,
in der die zu untersuchenden Zellen vermutet werden. In jedem weiteren Plot kénnen
je nach Bedarf nur noch diese Zellen angezeigt werden. Die fiir diese Studie verwendete
Gating-Strategie wird in Kapitel 2.5.3 beschrieben.

Um die spezifische Fluoreszenz aufgrund der Bindung von Antikérpern von der
unspezifischen Eigenfluoreszenz der Zellen unterscheiden zu kénnen, muss bei jeder
Messung eine sogenannte Isotypenkontrolle mitgefiihrt werden. Diese besteht aus
Probenmaterial, das mit gegen IgG1 gerichtete fluoreszierenden Antikérpern inkubiert
wurde. Die Isotypenkontrolle gibt Aufschluss iiber das Maf3 der Eigenfluoreszenz und

der unspezifischen Bindungen, sie dient also als Leerwert.
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Abbildung 3: Dargestellt ist das Prinzip der Durchflusszytometrie: die zu untersu-
chenden Zellen werden durch die Flusskammer geleitet. Der Laser-
strahl wird je nach Gréfie und Granulierung der Zelle abgelenkt und vom
Vorwdrtsstreulicht-Detektor (Grofie der Zelle) und Seitwdrtsstreulicht-
Detektor (Granulierung der Zelle) gemessen

Seitwartsstreulicht-
‘ Detektor

2.5.2 Probenverarbeitung

Die wie in Kapitel 2.4 beschrieben angereicherten Zellproben wurden mit Fluoreszenz-
antikorpern inkubiert. Das Pipettierschema kann Tabelle 2 entnommen werden. Nach
20-miniitiger Inkubation in Dunkelheit wurden Versa Lyse und 10Test3Fixation (beide
Beckman & Coulter, Fullerton, USA) zugegeben. Mit Hilfe der Versa Lyse wurden in
der Probe verbleibende Erythrozyten lysiert, die Fixierung ermoglichte eine Lagerung
der Proben. Nach 30-minittiger Inkubationszeit wurden die Proben gemessen bzw. bis

zur Messung im dunklen Kiihlschrank aufbewahrt.

Tabelle 2: Pipettierschema der Proben: dargestellt sind Art und Menge der verwendeten
Fluoreszenzantikérper fiir die verschiedenen Probenansdtze eines Patienten
zu etnem Messzeitpunkt.

Probe PC7 PE
1 CD34 | 20 ul | CD144 25 pl
2 CD34 | 20 pul | VEGF-R2 | 25 ul
Isotypenkontrolle | IgG | 10 pl IgG 12,5 pl
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2.5.3 Messung

Die Messung erfolgte mit dem Cytomics FC 500 von Beckman & Coulter. Zunéchst
wurde die Isotypenkontrolle gemessen und die Grenzen fiir positive Fluoreszenz fest-
gestellt (vergleiche hierzu auch Kapitel 2.5.1). Anschlielend erfolgte die Messung der
beiden Proben. Dabei wurden die Zellen zunéchst in einem Plot mit dem forward scatter
als Abszisse und dem side scatter als Ordinate dargestellt. In diesem Plot wurde dann
ein Gate um die Lymphozytenpopulation gelegt, da sich Progenitorzellen innerhalb
dieser Population befinden [8] und auch EPCs in fritheren Studien hier identifiziert
wurden [88]. In den darauf folgenden Plots wurde lediglich diese Population dargestellt.
Als nachstes wurden die CD34-positiven Zellen identifiziert und diese wiederum in einem
neuen Plot auf ihre Positivitat fir CD144 bzw. VEGF-R2 untersucht. Abbildung 4

veranschaulicht diese Gating-Strategie. Alle Proben wurden fiir 800 Sekunden gemessen.

Isotypenkontrolle Bild A
E b2 s
2 0.0% 0.0% g
102 7
w _
o £
« o' j) _
% ‘b3 .. Jpa %] i
Hse.e% ol 0.2% B
10° H i

T T T S I e e R Tr T

Bild B / Bild C v

SS Lin
VEGF-R2-PE

CD34-PC7 CD34-PC7

Abbildung 4: Dargestellt ist die Strategie zum Auffinden der CDS3j-positiven und CD144-
positiven bzw. CD34-positiven und VEGF-R2-positiven Zellen. Die Iso-
typenkontrolle zeigt die Grenzen fir Eigenfluoreszenz bzw. unspezifische
Bindungen. Bild A zeigt die Probe nach vorheriger Selektion der CD34-
positiven Zellen mittels magnetischer Sdulen. Zundchst wird ein Gate
um die Lymphozyten-Population gelegt; Bild B stellt nur noch die Zellen
dar, die in Bild 1 ausgewdhlt wurden. Hier werden nun die CDS3 positi-
ven Zellen ausgewdhlt und markiert. Bild C zeigt schliefSlich den Anteil
der Zellen an der Gesamtpopulation, die sowohl CD3/-positiv als auch
VEGF-R2-positiv sind (Quadrat D2).

21



2 Material & Methoden

2.6 VEGF-Plasmabestimmung

Um die Konzentration von VEGF im Blutplasma zu bestimmen, wurden von jeder
Patientenprobe unbehandelte Plasmaproben bei -18 °C bis zur weiteren Verarbeitung
tiefgefroren. Die VEGF-Plasma-Konzentration wurde mit Hilfe des Quantikine, Human
VEGF Immunoassay (R&D -Systems, Minneapolis, USA) gemessen. Zu Beginn jeder
Messung wurde eine Standardreihe fiir VEGF in abfallender Konzentration von 1000
bis 31,2 pg/ml angesetzt. Die Bestimmung erfolgte nach folgendem Prinzip: Proben
bzw. Standard wurden auf eine 96-Well-Platte gegeben, an deren Boden sich ein
Antikorper gegen VEGF befand. Wéhrend einer zweistiindigen Inkubationszeit bei
Raumtemperatur konnten die in der Probe vorhandenen VEGF-Molekiile an diesen
Antikérper binden. Nach drei Waschschritten mit jeweils 400 pl Waschlosung/Well
wurde VEGF-Konjugat zugegeben, das sich wéihrend eines weiteren zweistiindigen
Inkubationsschritts an bereits gebundene VEGF-Molekiile anlagerte. Nach drei weiteren
Waschschritten wurde schliefilich Substratlosung zugegeben. Die Substratlosung wurde
daraufhin in den Wells verarbeitet, in denen VEGF-Konjugat vorhanden war, d.h. initial
auch VEGF vorhanden war. Hierdurch kam es zu einer Extinktionszunahme. Dabei
korrelierte die Intensitéit mit der Menge der initial vorhandenen Menge an VEGF. Nach
25 Minuten wurde die Farbreaktion gestoppt und die Platte mithilfe eines Photometers
bei 450 nm ausgewertet (Dynex Revelation microplate reader, MTX Lab Systems Inc.,
Vienna, USA). Mit Hilfe der Standardreihe konnte die Funktion aus Farbumschlag und
VEGF-Konzentration bestimmt werden. Zur Kontrolle wurden alle Proben doppelt

bestimmt.

2.7 Blutbild

Parallel zu den oben durchgefiihrten Messungen wurde routineméflig bei jedem Patien-
ten ein kleines Blutbild bestimmt. Die Bestimmung erfolgte mit dem ABX Micros 60
der Firma Axon Lab AG (Baden-Déttwil, Schweiz), der folgende Parameter ermittelte:
Anzahl der Leukozyten, Erythrozyten und Thrombozyten, MCV und MCH, Hémo-
globin und Hamatokrit sowie ein grobes Differentialblutbild. Alternativ erfolgte die
Blutbildbestimmung im Hamatologielabor der Medizinischen Klinik I im Rahmen der

normalen Routine-Diagnostik.

2.8 Statistische Auswertung

Dies ist die erste Studie zur Untersuchung des unterschiedlichen Verhaltens der zirkulie-
renden EPCs und des VEGF-Plasmaspiegels unter metronomischer bzw. klassischer

Chemotherapie bei Patienten. Zum Zeitpunkt der Studienplanung lagen noch keine
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Daten zur Hohe des zu erwartenden Unterschiedes vor. Die Studie diente daher als Pi-
lotstudie fiir die Planung weiterer Studien. Es konnte somit vorab keine Fallzahlplanung
erfolgen.

Fiir die statistische Auswertung wurde die Analyse-Software SPSS Version 14 (SPSS
Inc., Chicago, USA) verwendet. Zu jedem Messzeitpunkt wurde der Mittelwert aus den
Einzelergebnissen der jeweiligen Gruppen bestimmt. AnschlieBend wurden die Werte zu
den verschiedenen Messzeitpunkten auf statistisch signifikante Unterschiede innerhalb
der Gruppen untersucht (vor Therapie im Vergleich zu Tag 10 bzw. Tag 21 und Tag 10
im Vergleich zu Tag 21). Berechnungen innerhalb der selben Gruppe wurden mit Hilfe
des Wilcoxon-Tests fiir zwei verbundene Stichproben ermittelt (Vergleiche zwischen den
Messzeitpunkten innerhalb einer Gruppe sowie Vergleiche zwischen den CD34/CD144-
positiven und CD34/VEGF-R2-positiven Zellen zum gleichen Messzeitpunkt innerhalb
der selben Gruppe). Signifikanzen fiir Unterschiede zwischen den Gruppen I und II sowie
ITT und IV wurden mit Hilfe des Man-Whitney-U-Testes fiir unverbundene Stichproben

ermittelt. Ergebnisse wurden als signifikant angesehen, wenn p < 0,05 war.
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Die voliegende Arbeit untersucht den Einfluss klassischer und metronomischer Che-
motherapie auf die Anzahl der zirkulierenden EPCs im Blut und auf die VEGF-
Plasmakonzentration der jeweiligen Patienten. Zuvor wurden die angewandten Metho-

den validiert, die Ergebnisse der Validierung sind unter 3.1 dargestellt.

3.1 Methodenvalidierung

Da es sich bei den hier beschriebenen Versuchen um bislang in der Form nicht verwen-
dete Ansétze handelte, wurden zur Methodenvalidierung zusétzliche Untersuchungen
durchgefithrt. Wegen fehlender Standards wurden inbesondere Messungen zur Wie-
derholbarkeit der eigenen Ergebnisse sowie zur Vollstandigkeit des Messergebnisses

unternommen.

3.1.1 Prazision

Um zu iiberpriifen, ob Messungen unter gleichen Bedingungen und Voraussetzungen
zum gleichen Ergebnis fithren, wurden gesunden Probanden jeweils fiinf Blutréhrchen
entnommen und diese wie im Methodenteil in Kapitel 2.4 und 2.5 beschrieben ein-
zeln verarbeitet. Insgesamt wurden bei sechs Probanden jeweils fiinf Einzelproben
verarbeitet. Aus den Ergebnissen der fiinf Einzelmessungen pro Proband wurde der
Variationskoeffizient berechnet. Die Ergebnisse der einzelnen Messungen zeigt Tabelle 6
im Anhang A, die Variationskoeffizienten der Messreihen sind in Tabelle 3 dargestellt.
Messungen, die stark von den iibrigen Ergebnissen abwichen, wurden nicht fiir die
Berechnung des Variationskoeffizienten verwendet. Die entsprechenden Messungen
stehen in Tabelle 6 im Anhang A in Klammern.

Der gleiche Validierungsansatz wurde bei Patienten wiederholt, die zum Zeitpunkt
der Blutentnahme eine Mobilisierungstherapie zur Stammzellapherese erhielten. Vor der
Probenverarbeitung wurden die Proben jedes einzelnen Patienten miteinander vermischt
und aus der Gesamtprobe die Blutmenge fiir die weitere Verarbeitung entnommen. Bei
diesen Versuchsansatzen unterschieden sich die Ergebnisse der einzelnen Messungen
weniger. Die Ergebnisse der einzelnen Messungen zeigt Tabelle 7 im Anhang A, die

Variationskoeffizienten der Messreihen sind in Tabelle 4 dargestellt.
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Tabelle 3: Variationskoeffizienten aus den Messungen zur Prizisionsbestimmung. Pro
gesundem Proband wurden jeweils fiinf Messungen durchgefihrt und aus den
Ergebnissen der Variationskoeffizient berechnet. Angaben in Prozent.

Proband | CD34 und CD144 positiv (%) | CD34 und VEGF-R2 positiv (%)
1 36.4 19.2
2 24,7 12,5
3 29,7 45,0
4 42,5 27,9
5 39,2 44,7
6 11,1 19,5

Tabelle 4: Variationskoeffizienten aus den Messungen zur Prdzisionsbestimmung. Pro
Patient unter Mobilisierungstherapie wurden jeweils fiinf Messungen durchge-
fiihrt und aus den Ergebnissen der Variationskoeffizient berechnet. Angaben

in Prozent.
Patient | CD34 und CD144 positiv (%) | CD34 und VEGF-R2 positiv (%)
1 37 5.7
2 9,6 4.2
3 9.1 14,0
4 5.4 7.6
5 12.4 16.8
6 222 14,6

3.1.2 Recovery

An sechs Probanden wurden Messungen durchgefiihrt, um zu tiberpriifen, wie viele
der CD34-positiven Zellen wiahrend des Aufreinigungsprozesses verloren gehen. Die
Aufarbeitung der Proben ist im Kapitel 2.1.4 unter Material und Methoden beschrieben.
Der Anteil der CD34-positiven Zellen, die sich im Durchfluss befanden (d.h. die
Negativfraktion), lag bei diesen Messungen konstant unter 5 % der Gesamtzahl, wie in

Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Dargestellt sind die Gesamtzahlen der CD34-positiven Zellen sowohl der
aufgereinigten Probe als auch des Durchflusses, sowie der Anteil der Zellen
im Durchfluss an der Gesamtzahl.

Proband | Zellen Probe | Zellen Durchfluss | Anteil
1 4312 96 2,18 %
2 2007 34 1,67 %
3 1968 3 0,15 %
4 3551 29 0,81 %
5 2293 107 4,46 %
6 1664 44 2,568 %

25




3 Ergebnisse

3.2 Anzahl der zirkulierenden EPCs

Bislang gibt es keine einheitliche Definition der EPCs anhand von Oberflachenmarkern.
Verschiedene Autoren beschrieben EPCs als CD34-positiv und CD144-positiv, andere
wiederum als CD34-positiv und VEGF-R2-positiv (vgl. Kapitel 1.3). Die parallele
Untersuchung von VEGF-R2 und CD144 war nicht moglich, da beide Antikorper zum
Zeitpunkt der Studienplanung und -durchfiihrung nur mit dem gleichen Fluoreszenzfarb-
stoff markiert vorlagen. In dieser Studie wurden deshalb diese beiden Populationen der
zirkulierenden EPCs untersucht und verglichen, ob diese unterschiedlich auf die verschie-
denen Therapien reagieren. Population 1 wurde als CD34-positiv und CD144-positiv
definiert, Population 2 als CD34-positiv und VEGF-R2-positiv.

3.2.1 CD144-positive und CD34-positive Zellen

Abbildung 5 zeigt, wie sich die Anzahl der CD144-positiven und CD34-positiven Zellen in
den vier Patientengruppen verhélt (Gruppe I und II klassische Chemotherapie, Gruppe
IIT und IV metronomische Chemotherapie). Auf der Abszisse sind jeweils die drei
Messzeitpunkte aufgetragen (vor Chemotherapie, Tag 10 und 21 nach Chemotherapie).
Die Ordinate zeigt die Anzahl der zirkulierenden EPCs/ml Blut sowie den Standardfehler
des Mittelwertes. Die Klammern zeigen den p-Wert zwischen zwei verschiedenen
Messungen.

Bei Gruppe I handelt es sich um Patienten, bei denen die Therapie adjuvant er-
folgte, nach vollstandiger operativer Entfernung des urspriinglichen Tumorgewebes
(RO-Resektion). Unter klassischer Chemotherapie nach dem FEC-Schema sinkt hier die
Anzahl der zirkulierenden EPCs an Tag 10 im Vergleich zum Ausgangswert zunéchst
ab, steigt dann jedoch an Tag 21 auf einen Wert etwas iiber dem Ausgangswert an.
Statistisch signifikant ist der Abfall von Tag 0 zu Tag 10 sowie der Anstieg von Tag 10
zu Tag 21 (p < 0,001 bzw. p = 0,002).

Gruppe II erhielt ebenfalls eine klassische Chemotherapie, in diesem Fall nach dem
CHOP-Schema in Kombination mit Rituximab. In dieser Gruppe sind &hnliche Veran-
derungen wie in Gruppe I zu beobachten. Die Anzahl der Zellen fallt unter Therapie
zunéchst ab (Tag 10 im Vergleich zu Tag 0) und steigt anschlieflend auf ein Niveau,
das etwas iiber dem Ausgangsniveau liegt. Statistisch signifikant ist der Abfall von
Tag 0 zu Tag 10 (p = 0,02) sowie der Anstieg von Tag 10 zu Tag 21 (p = 0,008).
Vergleicht man die Anzahl der zirkulierenden EPCs in Gruppe I und Il zum jeweils
gleichen Messzeitpunkt, so lassen sich keine signifikanten Unterschiede feststellen.

Die Anzahl der zirkulierenden EPCs zeigt in Gruppe III und IV ein gegenséatzliches
Verhalten zur Anzahl in Gruppe I und II. Gruppe III erhielt eine tégliche (metronon-
mische) Chemotherapie mit Trofosfamid. Unter dieser Therapie kommt es iiber den

Beobachtungszeitraum zu einem kontinuierlichen Abfall der zirkulierenden EPCs. An
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Tag 21 sinkt die Anzahl der zirkulierenden EPCs auf ca. 50 % des Ausgangswertes (p
=0,01).

Gruppe IV erhielt ebenfalls eine tégliche, niedrig dosierte Therapie mit Trofosfamid
in Kombination mit dem Cox-2-Hemmer Celecoxib. In dieser Gruppe zeigt sich an Tag
10 ebenfalls ein Abfall der Anzahl der zirkulierenden EPCs, an Tag 21 steigen diese
jedoch wieder an, bleiben aber unter dem Ausgangsniveau. Die Unterschiede erreichen
keine statistische Signifikanz. Vergleicht man die Anzahl der zirkulierenden EPCs in
Gruppe IIT und IV zum jeweils gleichen Messzeitpunkt, so lassen sich keine signifikanten
Unterschiede feststellen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass zu Therapiebeginn alle vier Gruppen gleich
hohe Ausgangswerte an zirkulierenden EPCs hatten. In den Gruppen mit analogem
Therapieschema, d.h. Gruppe I und II mit klassischer Therapie und Gruppe III und IV
mit metronomischer Therapie lassen sich dhnliche Effekte beobachten. In Gruppe I und
IT kommt es an Tag 10 zu einem signifikantem Abfall der Anzahl der zirkulierenden
EPCs. An Tag 21 kommt es in beiden Gruppen zu einem erneuten Anstieg der EPCs
auf dhnlich hohe Werte wie vor Therapiebeginn. In Gruppe III sinkt unter Therapie
die Anzahl der zirkulierenden EPCs signifikant ab, in Gruppe IV nimmt die Anzahl der
zirkulierenden EPCs ebenfalls ab, der Unterschied ist jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 5: Dargestellt sind die Anzahl der zirkulierenden EPCs (definiert als CD34-
positiv und CD144-positiv) pro Milliliter Blut sowie der Standardfehler
des Mittelwertes; signifikante Unterschiede innerhalb der Gruppen sind
mittels Klammern dargestellt und das Signifikanzniveau angegeben. Grup-
pe I: adjuvante klassische Chemotherapie bei Mammakarzinom, Gruppe
1I: klassische Chemotherapie bei NHL, Gruppe III: metronomische Che-
motherapie mit Trofosfamid, Gruppe IV: metronomische Chemotherapie
mit Trofosfamid und Celecoxib; Trofo = Trofosfamid

3.2.2 VEGF-R2-positive und CD34-positive Zellen

In Abbildung 6 ist der Verlauf der zirkulierenden EPCs — definiert als VEGF-R2-positiv
und CD34-positiv — in den vier Patientengruppen dargestellt (Gruppe I und II klassische
Chemotherapie, Gruppe III und IV metronomische Chemotherapie). Auf der Abszisse
sind jeweils die drei Messzeitpunkte aufgetragen (vor Chemotherapie, Tag 10 und 21
nach Chemotherapie). Die Ordinate zeigt die Anzahl der zirkulierenden EPCs/ml Blut
sowie den Standardfehler des Mittelwertes. Die Klammern zeigen den p - Wert zwischen
zwei verschiedenen Messungen.

Bei Gruppe I handelt es sich um Patienten, bei denen die Therapie adjuvant erfolgte,
nach kompletter Entfernung des urspriinglichen Tumorgewebes (RO-Resektion). Wie in
Abbildung 6 dargestellt, sinken in Gruppe I die zirkulierenden EPCs unter klassischer
Chemotherapie zunéchst ab (Tag 10), steigen jedoch dann zu Ende des 1. Zyklus an
Tag 21 auf mehr als das Doppelte des Ausgangswertes an (p = 0,003 Tag 0 zu Tag 10
bzw. p < 0,001 tibrige).
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In Gruppe II, die ebenfalls eine klassische Chemotherapie erhielt, jedoch in diesem
Fall mit noch vorhandenem Tumorgewebe, lassen sich ahnliche Phanomene beobachten:
zundchst fallt die Anzahl der zirkulierenden EPCs ab (Tag 10), um dann am Ende des 1.
Zyklus (Tag 21 bzw. einmalig Tag 14) ebenfalls auf das Doppelte des Ausgangswertes
anzusteigen (p = 0,012 Tag 0 zu Tag 21 bzw. p = 0,004 Tag 10 zu Tag 21). Vergleicht
man die Anzahl der zirkulierenden EPCs in Gruppe I und II zum jeweils gleichen
Messzeitpunkt, so lassen sich keine signifikanten Unterschiede feststellen.

In Gruppe III, die eine Monotherapie mit 100 - 150 mg Trofosfamid taglich erhielt,
liegen die Ausgangswerte der zirkulierenden EPCs zunéchst auf dhnlich hohem Niveau
wie in den Gruppen I und II. Unter Therapie féllt die Anzahl der zirkulierenden EPCs
bereits an Tag 10 signifikant ab (p = 0,031) und bleibt an Tag 21 auf niedrigem Niveau
(p = 0,027 Tag 0 zu Tag 10 bzw. p = 0,020 Tag 0 zu Tag 21).

In Gruppe IV, die eine Kombinationstherapie aus Trofosfamid mit dem Cox-2-
Inhibitor Celecoxib erhielt, liegt der Ausgangswert dhnlich hoch wie in den tibrigen
Gruppen. Unter Therapie kommt es jedoch zu einem signifikanten Abfall der Anzahl
der zirkulierenden EPCs an Tag 21 der Therapie auf ca. 50 % des Ausgangswertes
(p = 0,031). Vergleicht man die Anzahl der zirkulierenden EPCs in Gruppe III und
IV zum jeweils gleichen Messzeitpunkt, so lassen sich keine signifikanten Unterschiede
feststellen.

Zusammenfassend ist zu bemerken, dass alle Gruppen vor Therapiebeginn dhnlich
hohe Ausgangswerte an CD34/VEGF-R2-positiven zirkulierenden EPCs hatten. In den
Gruppen mit analogem Therapieschema (Gruppe I und II: klassische Therapie, Gruppe
IIT und IV: metronomische Therapie) zeigen die zirkulierenden EPCs ein dhnliches
Verhalten. Unter klassischer Therapie kommt es zu einem signifikanten Anstieg ihrer

Anzahl, unter metronomischer Therapie hingegen sinkt die Anzahl der zirkulierenden

EPCs signifikant ab.
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Abbildung 6: Dargestellt sind die Anzahl der zirkulierenden EPCs (definiert als CDS3/-
positiv und VEGF-R2-positiv) pro Milliliter Blut sowie der Standardfehler
des Mittelwertes. Signifikante Unterschiede innerhalb der Gruppen sind
mittels Klammern dargestellt und das Signifikanzniveau angegeben. Grup-
pe I adjuvante klassische Chemotherapie bei Mammakarzinom, Gruppe
II: klassische Chemotherapie bei NHL, Gruppe III: metronomische Che-
motherapie mit Trofosfamid, Gruppe IV: metronomische Chemotherapie
mit Trofosfamid und Celecoxib; Trofo = Trofosfamid

3.3 Vergleich der CD34/CD144-positiven und
CD34/VEGF-R2-positiven Zellen

Um weitere Informationen iiber die Bedeutung von CD144 und VEGF-R2 fiir die Defini-
tion von zirkulierenden EPCs zu erhalten, wurden die Ergebnisse der Messungen fiir die
CD34/CD144-positiven und CD34/VEGF-R2-positiven Zellen innerhalb der einzelnen
Gruppen miteinander verglichen. Abbildung 7 zeigt den Verlauf der zirkulierenden
EPCs unter klassischer Chemotherapie mit FEC bzw. CHOP fiir die Populationen
der CD34/CD144-positiven und CD34/VEGF-R2-positiven Zellen. Abbildung 8 zeigt
analog den Verlauf der zirkulierenden EPCs unter metronomischer Chemotherapie mit
Trofosfamid bzw. Trofosfamid und Celecoxib.

In Gruppe I liegen vor Beginn der klassischen Chemotherapie nach dem FEC-Schema

fiir beide Populationen der zirkulierenden EPCs gleich hohe Ausgangswerte vor, die
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Unterschiede sind statistisch nicht signifikant. An Tag 10 kommt es in beiden Kurven
zu einem erkennbaren Abfall der Anzahl der zirkulierenden EPCs. Die Population der
CD34/CD144-positiven Zellen féllt vergleichsweise starker ab (vgl. gestrichelte rote
Linie in Abbildung 7). Dieser Unterschied ist statistisch signifikant (p = 0,041). An
Tag 21 ist fir beide Populationen ein deutlicher Anstieg im Vergleich zu Tag 10 zu
erkennen, der Anstieg ist fiir die Population der CD34/VEGF-R2-positiven Zellen im
Vergleich zu den CD34/CD144-positiven Zellen deutlich erhoht (p = 0,005).

Gruppe II hat vor Beginn der klassischen Chemothherapie nach dem CHOP-Schema
in beiden EPC-Populationen éhnlich hohe Ausgangswerte wie Gruppe I, es liegen keine
statistisch signifikanten Unterschiede vor. Auch in dieser Gruppe kommt es an Tag 10 zu
einem Absinken der zirkulierenden EPCs, wiederum sind die Werte fiir die Population
der CD34/CD144-positiven Zellen signifikant niedriger als die der CD34/VEGF-R2-
positiven Zellen (p = 0,026). An Tag 21 kommt es in beiden Populationen zu einem
deutlichen Anstieg der zirkulierenden EPCs, ebenso wie in Gruppe I ist dieser Anstieg
auch fir Gruppe II in der Population der CD34/VEGF-R2-positiven Zellen starker
ausgepragt (p = 0,005).

Wie in Abbildung 8 dargestellt, kommt es in Gruppe III unter metronomischer
Therapie mit Trofosfamid in beiden Zellpopulationen (CD34/CD144-positive und
CD34/VEGF-R2-positive Zellen) zu einem Absinken der zirkulierenden EPCs un-
ter Therapie. An Tag 21 bleibt die Anzahl der zirkulierenden EPCs nahezu auf dem
gleichen Niveau. In Gruppe III sind keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen
den beiden Population zu beobachten.

In Gruppe IV kommt es unter metronomischer Therapie mit Trofosfamid und Ce-
lecoxib ebenfalls zu einem Absinken der zirkulierenden EPCs an Tag 10, der auch an
Tag 21 bestehen bleibt. Auch in dieser Gruppe gibt es keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Poppulation der CD34/CD144-positiven und CD34/VEGF-
R2-positiven Zellen.
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Abbildung 7:

vor Therapie Tag 10 Tag 21

Dargestellt ist die Anzahl der zirkulierenden EPCs unter klassischer
Chemotherapie fir die Populationen der CD34/CD144-positiven und
CD34/VEGF-R2-positiven Zellen; die blauen Linien zeigen die Daten von
Gruppe I (FEC), die roten die Daten von Gruppe II (CHOP); die gestri-
chelten Linien zeigen den Verlauf der CD34/CD144-positiven Zellen, die
durchgezogenen Linien zeigen den Verlauf der CD34/VEGF-R2-positiven
Zellen
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Abbildung 8:

vor Therapie Tag 10 Tag 21

Dargestellt ist die Anzahl der zirkulierenden EPCs unter metronomi-
scher Therapie fir die Populationen der CD34/CD144-positiven und
CD3//VEGF-R2-positiven Zellen; die grinen Linien zeigen die Daten
der Gruppe III (Trofosfamid), die orangenen Linien zeigen die Daten von
Gruppe IV (Trofosfamid + Celecoxib); die gestrichelten Linien zeigen den
Verlauf der CD34/CD144-positiven Zellen, die durchgezogenen Linien
zeigen den Verlauf der CD34/VEGF-R2-positiven Zellen
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3.4 CD34-positive Zellen

Seit mehreren Jahrzehnten ist bekannt, dass CD34-positive Zellen im Rahmen einer
Chemotherapie aus dem Knochenmark in das periphere Blut mobilisiert werden. Aus
diesem Grund wurde zu jedem Messzeitpunkt zusatzlich die Anzahl der CD34-positiven
Zellen im Blut bestimmt und mit dem Verhalten der zirkulierenden EPCs unter Chemo-
therapie verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 9 dargestellt. In Gruppe I sinkt
die Anzahl der CD34-positiven Zellen an Tag 10 leicht ab (p = 0,019) und steigt dann
an Tag 21 auf ca. das 4-fache des Ausgangswertes an (p = 0,001 im Vergleich zu Tag 0
und Tag 10). In Gruppe II steigen die CD34-positiven Zellen an Tag 10 leicht an (p =
nicht signifikant). An Tag 21 kommt es zu einem weiteren Anstieg, der ebenfalls ca. das
4-fache des Ausgangswertes betragt (p = 0,005 Tag 21 zu Tag 10 bzw. p = 0,007 Tag
21 zu Tag 0). In Gruppe III sinken die CD34-positiven Zellen unter Therapie ab (Tag
10) und bleiben auf niedrigerem Niveau (Tag 21), die Unterschiede sind statistisch nicht
signifikant. In Gruppe IV bleiben die CD34-positiven Zellen wahrend der gesamten
Beobachtungszeit stabil (p = nicht signifikant). Zusammenfassend lésst sich sagen,
dass sich die CD34-positiven Zellen unter den verschiedenen Therapieformen analog zur
Anzahl der zirkulierenden EPCs verhélt, die CD34- positiv und VEGF-R2-positiv sind.
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Abbildung 9: Dargestellt ist die durchschnittliche Anzahl CDS8j-positiver Zellen pro
Milliliter Blut zu den verschiedenen Messzeitpunkten in den vier Patien-
tengruppen
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3.5 VEGF-Plasmakonzentration

Parallel zur Anzahl der zirkulierenden Progenitorzellen wurde die VEGF-Plasma-
konzentration bestimmt. Dazu wurden von jedem Patienten zu jedem Messzeitpunkt
Blutplasmaproben tiefgefroren und zu einem spéteren Zeitpunkt verarbeitet.

Wie in Abbildung 10 dargestellt, bleibt die VEGF-Plasmakonzentration in Gruppe I
unter Therapie zunéchst stabil (vor Therapie zu Tag 10), steigt dann jedoch an Tag 21
auf mehr als das Doppelte des Ausgangswertes an (p = 0,001 vor Therapie zu Tag 21
und Tag 10 zu Tag 21). Der Ausgangswert lag in dieser Gruppe bei durchschnittlich
95,4 pg/nl, an Tag 21 betrug die Konzentration im Mittel 222,2 pg/nl.

In der zweiten Gruppe mit klassischer Chemotherapie (Gruppe II) liegt vor Thera-
piebeginn ein hoherer Ausgangswert der VEGF-Plasmakonzentration vor (Mittelwert:
166,1 pg/nl). Dieser bleibt unter Therapie an Tag 10 stabil (Mittelwert: 171,9 pg/nl).
An Tag 21 lasst sich auch in dieser Gruppe eine Zunahme im Vergleich zu Tag 10 erken-
nen, die jedoch weniger deutlich ausféllt und statistisch nicht signifikant ist (Mittelwert:
246,0 pg/nl). Zwischen den Gruppen I und II lassen sich an den jeweils analogen Mess-
zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich VEGF-Plasmakonzentration
nachweisen.

In Gruppe III konnten keine signifikanten Veranderungen der VEGF-Plasmaspiegel
gezeigt werden. Die Werte verhalten sich wiahrend der Therapie stabil. Die Werte liegen
zu allen Messzeitpunkten zwischen 182,9 pg/nl und 200,7 pg/nl im Durchschnitt.

Unter der Therapie mit Trofosfamid und Celecoxib (Gruppe IV) lassen sich ebenfalls
keine signifikanten Verénderungen des VEGF-Plasmaspiegels feststellen, die Konzentra-
tion bleibt stabil. Dabei liegen die Werte zu allen Messzeitpunkten durchschnittlich
zwischen 138,8 pg/nl und 149,3 pg/nl, d.h. hoher als die Ausgangswerte in Gruppe 1.
Zwischen den Gruppen IIT und IV lassen sich an den jeweils analogen Messzeitpunkten
keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich VEGF-Plasmakonzentration nachweisen.
Auffillig ist jedoch insgesamt, dass in Gruppe I zu Therapiebeginn die niedrigsten

VEGF-Plasmaspiegel vorlagen.
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Abbildung 10: Dargestellt ist die VEGF-Plasmakonzentration sowie der Standardfeh-
ler des Mittelwertes. Gruppe I: adjuvante klassische Chemotherapie
bei Mammakarzinom, Gruppe II: klassische Chemotherapie bei NHL,
Gruppe III: metronomische Chemotherapie mit Trofosfamid, Gruppe IV:
metronomische Chemotherapie mit Trofosfamid und Celecoxib; Trofo =

Trofosfamid

3.6 Blutbild

Zu jedem Messzeitpunkt wurde ein Blutbild bestimmt und die Anzahl der Leukozyten
und Lymphozyten mit dem Verlauf der zirkulierenden EPCs verglichen.

3.6.1 Leukozyten

Wie in Abbildung 11 dargestellt, sinkt in Gruppe I die Anzahl der Leukozyten an Tag
10 deutlich ab und steigt an Tag 21 auf einen Wert etwas tiber dem Ausgangswert an. In
Gruppe II sinken die Leukozyten an Tag 10 ebenfalls ab. An Tag 21 steigen sie wieder
an, bleiben jedoch unter dem Ausgangswert. In Gruppe III sinken die Leukozyten unter
Therapie ab (Tag 10) und bleiben auf niedrigerem Niveau (Tag 21). In Gruppe IV
bleiben die Leukozyten unter Therapie zunéchst stabil (Tag 10). An Tag 21 liegen sie
unter dem Ausgangsniveau.

Im Vergleich zur Anzahl der zirkulierenden EPCs ist die Mobilisierung der Leukozyten
unter metronomischer Chemotherapie geringer ausgepriagt. Unter metronomischer

Therapie ist jedoch analog zum Verlauf der zirkulierenden EPCs ein leichtes Absinken
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der Leukozyten zu beobachten.
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Abbildung 11: Dargestellt ist die durchschnittliche Anzahl der Leukozyten pro ul Blut
zu den verschiedenen Messzeitpunkten in den vier Patientengruppen

3.6.2 Lymphozyten

Wie in Abbildung 12 dargestellt, sinkt in Gruppe I die Anzahl der Lymphozyten an
Tag 10 signifikant ab (p = 0,04) und steigt an Tag 21 auf einen Wert etwas iiber dem
Ausgangswert an (p = nicht signifikant fiir Tag 0 zu Tag 21, p = 0,04 fir Tag 21 zu
Tag 10). In Gruppe II sinken die Lymphozyten an Tag 10 ebenfalls ab (p = 0,008). An
Tag 21 steigen sie wieder leicht an, bleiben jedoch deutlich unter dem Ausgangswert (p
= 0,008 firr Tag 21 zu Tag 0, p n.s. fur Tag 10 zu Tag 21). In Gruppe III sinken die
Lymphozyten unter Therapie ab (Tag 10, p = 0,03) und bleiben auf niedrigerem Niveau
(Tag 21, p = 0,015 im Vergleich zu Tag 0). In Gruppe IV sinken die Lymphozyten
unter Therapie kontinuierlich ab, p = 0,017 fiir Tag 10 zu Tag 0 bzw. p = 0,012 fir
Tag 21 zu Tag 0. Im Vergleich zur Anzahl der zirkulierenden EPCs ist insbesondere in
Gruppe 1l keine Mobilisierung der Lymphozyten unter klassischer Chemotherapie zu
beobachten. Unter metronomischer Chemotherapie kommt es jedoch ebenfalls zu einem

Absinken der Lymphozyten.
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Abbildung 12: Dargestellt ist die durchschnittliche Anzahl der Lymphozyten pro pl Blut
zu den verschiedenen Messzeitpunkten in den vier Patientengruppen
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Tierversuche deuten darauf hin, dass die Art der Chemotherapie einen Einfluss auf
die Anzahl der zirkulierenden EPCs und verschiedene angiogenetische Stoffe hat [12].
Bislang gibt es jedoch noch keine Daten, die diesen Effekt auch bei Patienten nach-
weisen konnten. Diese Arbeit untersuchte zum ersten Mal den Einfluss von klassischer
und metronomischer Chemotherapie auf die Anzahl der zirkulierenden endothelialen
Progenitorzellen (EPCs) und den VEGF-Plasmaspiegel beim Menschen.

Vor Beginn der Studie erfolgte die Validierung der Methoden, da diese in der beschrie-
benen Form bislang noch nicht verwendet wurden. Die Validierungsschritte orientierten
sich an den ’'Industriellen Richtlinien fiir bioanalytische Methodenvalidierung’ der
amerikanischen Food and Drug Association (FDA).

Zur Bestimmung der Prézision wurden pro gesundem Proband jeweils fiinf identi-
sche Ansétze hergestellt und aus den Ergebnissen der Variationskoeffizient berechnet.
Bei einigen Probanden lag dieser jedoch tiber dem vorgeschriebenen Héchstwert von
20 % (s. Tabelle 3). Dies konnte zum einen daran gelegen haben, dass bei gesunden
Probanden nur eine sehr geringe Anzahl an zirkulierenden EPCs im peripheren Blut
zu finden ist [65]. Die erhohten Variationskoeffizienten konnten eventuell auch durch
die Probenverarbeitung zustande gekommen sein. Um die Bedingungen analog zur
Studiensituation zu gestalten, wurden insgesamt fiinf Blutrohrchen pro Proband abge-
nommen und diese jeweils einzeln verarbeitet. Es bleibt jedoch unklar, ob in diesen
Blutréhrchen von Anfang an die gleichen Konzentrationen an EPCs vorgelegen haben.
Aus diesen Griinden wurde eine weitere Versuchsreihe bei Patienten gestartet, die
zum Zeitpunkt der Blutentnahme eine Mobilisierungstherapie zur Stammzellapherese
erhielten. Aufgrund der Mobilisierungstherapie waren bei diesen Patienten hohere
zirkulierende EPC-Spiegel zu erwarten. Fiir diese zweite Versuchsserie wurden die
Proben nach der Abnahme und vor der weiteren Verarbeitung zunéchst gemischt und
anschlieBend die Validierungsansétze pipettiert. In dieser zweiten Versuchsreihe lag bei
9/10 Messungen der Variationskoeffizienten unter dem vorgeschriebenen Héchstwert
von 20 % (s. Tabelle 4). Der Versuchsaufbau kann also als valide angesehen werden.

Als weiterer Schritt im Rahmen der Validierung wurde die Hohe des Verlustes an
CD34-positiven Zellen wahrend des Aufreinigungsschrittes gemessen. Dazu wurden
bei zehn Ansédtzen neben der Anzahl an CD34-positiven Zellen in der aufgereinigten

Probe auch die Anzahl der CD34-positiven Zellen in der Negativfraktion bestimmt. Der
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Verlustanteil betrug dabei konstant weniger als 5 %, was fiir eine hohe Ausbeute und
gute Reproduzierbarkeit des Versuchsaufbaus spricht (s. Tabelle 5).

Die fiir diese Arbeit verwendete Methode der Durchflusszytometrie wird in der Regel
fiir den Nachweis von héufigen Ereignissen verwendet. Zirkulierende EPCs kommen
jedoch nur in sehr geringer Anzahl im peripheren Blut vor. Die Proben wurden
deshalb mit 800 Sekunden iiber einen sehr langes Zeitintervall analysiert. So konnte
sichergestellt werden, dass auch seltene Ereignisse erfasst wurden. Die Messdauer
wurde so festgelegt, dass die gesamte Probe im Rahmen der Messung verbraucht wurde.
In der Literatur wird als alternatives Verfahren zum Nachweis zirkulierender EPCs
deren kulturelle Anziichtung beschrieben. Dieses Verfahren eignet sich jedoch auch nur
bedingt, da gezeigt werden konnte, dass sich unter Kulturbedingungen die Exprimierung
von Oberflachenmarkern veréndert [9]. Eine Studie von Shantsila et al. konnte darlegen,
dass die Anzahl zirkulierender EPCs mittels Durchflusszytometrie besser abgebildet
wurde als mittels Zellkultur [77]. Um eine moéglichst akkurate Analyse der Anzahl der
zirkulierenden EPCs zu gewéhrleisten, wurde deshalb die Durchflusszytometrie gewahlt.
Zur Optimierung der Ergebnisse wurden die zu untersuchenden Zellen mittels eines
Aufreinigungsverfahrens angereichert und somit ihre Haufigkeit erh6ht. Die Ergebnisse
der Methodenvalidierung sprechen dafiir, dass mit dieser neu etablierten Methode valide
Ergebnisse erzeugt werden und diese zu Forschungszwecken fiir die Analyse seltener
Ereignisse benutzt werden kann (s. Kapitel 3.1).

Fir die vorliegende Arbeit wurden nach Abschluss der Validierungsphase 42 Patienten
untersucht. 24 Patienten erhielten eine klassische Chemotherapie. 18 Patienten erhielten
eine metronomische Chemotherapie, acht davon in Kombination mit dem COX-2-
Hemmer Celecoxib.

Zunachst wurde das Verhalten der EPCs unter klassischer Chemotherapie untersucht.
Dazu wurde der Verlauf der CD34/CD144-positiven sowie CD34/VEGF-R2-positiven
Population analysiert. Abbildung 5 zeigt die Anzahl der CD34/CD144-positiven Popu-
lation zu den Messzeitpunkten, Abbildung 6 zeigt den Verlauf der CD34/VEGF-R2-
positiven Population. Beide Populationen sinken unter klassischer Therapie an Tag 10
zunachst ab. An Tag 21 nimmt die Anzahl der endothelialen Progenitorzellen wieder
zu. Innerhalb der CD34/VEGF-R2-positiven Population ist dieser Effekt deutlicher
ausgepragt, als fir die CD34/CD144-positive Population. Bei ersterer kommt es zu
einem Anstieg auf nahezu das Doppelte des Ausgangswertes zu Therapiebeginn.

Auffallig ist, dass sich die Populationen der CD34/CD144-positiven sowie CD34/VEGF-
R2-positiven zirkulierenden EPCs sich zwar dhnlich, aber nicht analog verhalten. Wie
bereits in der Einleitung erwéhnt, gibt es bislang keine allgemein anerkannte Definition
fiir die Charakterisierung der endothelialen Progenitorzellen anhand von Oberflichen-
markern. Fir die vorliegende Arbeit wurden zum einen CD34-positive und VEGF-R2-
positive Zellen untersucht, sowie CD34-positive und CD144-positive Zellen, da diese
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in verschiedenen Studien als Marker fiir EPCs verwendet wurden [5, 65, 67]. Wie in
Abbildung 7 und 8 dargestellt, zeigen die Populationen der CD34/CD144-positiven
Zellen und die der CD34/VEGF-R2-positiven Zellen ein dhnliches Verhalten. Unter klas-
sischer Chemotherapie (Gruppe I und II) steigt die Anzahl der EPCs an Tag 21 in der
Population der CD34/VEGF-R2-positiven Zellen auf das doppelte des Ausgangswertes.
In der Population der CD34/CD144-positiven Zellen liegen die Werte nur knapp tiber
dem Ausgangswert (p nicht signifikant), eine Mobilisierung der CD34/CD144-positiven
Zellen ist an Tag 21 nicht zu beobachten. Dies deutet darauf hin, dass CD144 von
den zirkulierenden EPCs erst zu einem spateren Zeitpunkt exprimiert wird. Eine
Mobilisierung von CD144/CD34-postiven Zellen ware demnach erst nach Tag 21 zu
beobachten. Da jedoch an Tag 21 bereits der zweite Zyklus Chemotherapie verabreicht
wurde, konnten keine weiteren Untersuchungen in diese Richtung vergenommen werden.
Dieses Ergebnis wird gestiitzt durch die Daten aus einer Studie, bei der Monozyten aus
dem Blut von Probanden in Medium kultiviert und nach 1, 2, 3 und 7 Tagen hinsicht-
lich der Exprimierung von verschiedenen Markern untersucht wurden. Dabei konnte
gezeigt werden, dass die Anzahl der CD144-positiven adhérenten Zellen im zeitlichen
Verlauf spéater zunimmt als die der VEGF-R2-positiven Zellen [9]. Die Funktion von
CD144 besteht in der Organisation von Endothelzellkontakten und der Kontrolle von
GefaBipermeabilitaten [53]. Dies spricht ebenfalls dafir, dass CD144 erst zu einem
spateren Zeitpunkt der Endothelzellentwicklung eine Rolle spielt. Inzwischen wird von
vielen Autoren die Kombination aus CD34-positiven und VEGF-R2-positiven Zellen als
Marker fiir EPCs favorisiert, CD144 wird in aktuellen Studien kaum noch berticksichtigt
(30, 90].

Die Beobachtung, dass es unter klassischer Chemotherapie zu einer Mobilsierung von
zirkulierenden EPCs kommt, bestatigt die Ergebnisse von Bertolini et al, die zeigen
konnten, dass im Tierversuch unter klassischer Chemotherapie die Anzahl der zirkulie-
renden Progenitorzellen deutlich zunimmt [12]. Neben dem Anstieg der zirkulierenden
EPCs kam es auflerdem zum vermehrten Wachstum der implantierten Lymphome.
Die Mobilisierung von EPCs unter klassischer Chemotherapie wurde ebenfalls in einer
klinischen Studien beschrieben. Firstenberger et al. konnten in einer Untersuchung an
zehn Patientinnen, die eine neoadjuvante Chemotherapie aufgrund eines Mammakar-
zinoms erhielten, zeigen, dass die Anzahl der zirkulierenden EPCs nach zwei Zyklen
Chemotherapie signifikant zunahm, auf nahezu das Doppelte des Ausgangswertes [37].
Gruppe II der vorliegenden Studie bestétigt diese Ergebnisse. Eine erst kiirzlich publi-
zierte Studie von Roodhart et al. konnte ebenfalls bestatigen, dass es unter klassischer
Chemotherapie zu einer Mobilisierung von zirkulierenden EPCs kommt [71].

Die Mobilisierung von EPCs unter Chemotherapie ist von besonderer Bedeutung, da
verschiedene Studien nahe legen, dass EPCs an der Vaskularisierung von malignen Tu-

moren beteiligt sind [4, 28, 58]. Eine vermehrte Tumorvaskularisierung kénnte wiederum
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ein vermehrtes Wachstum des Tumors zur Folge haben. Die Mobilisierung von EPCs
durch eine Chemotherapie konnte also den therapeutischen Erfolg schmaélern, wenn da-
durch indirekt das Wachstum des Tumors geférdert wird. Fiir die Beteiligung der EPCs
an der Tumorvaskularisierung sprechen verschiedene praklinische Studien: Asahara et al.
untersuchten am Tiermodell den Beitrag von EPCs an der Tumorvaskularisierung. Dazu
transplantierten sie Mause mit Spenderknochenmark, dessen Zellen einen speziellen
Farbstoff exprimierten. Die histologischen Untersuchungen zeigten, dass Spender-EPCs
in stark vaskularisierten Regionen des Tumors zu finden sind, insbesondere in der
Peripherie des Tumors [4]. Davidoff et al. konnten mit einem dhnlichen Versuchsaufbau
zeigen, dass ca. 5 % der Endothelzellen im Gefafibett eines transfizierten Tumors von
Spenderméusen stammten [28]. Andere Gruppen stellten jedoch die Bedeutung der
EPCs fiir die Tumorvaskularisierung in Frage. Machein et al. untersuchten an Mé&usen,
zu welchem Anteil EPCs an der Vaskularisierung von Gliomen beteiligt sind [58]. Zuvor
wurde bei den Tieren ebenfalls eine Knochenmarktransplantation durchgefithrt. Zu
verschiedenen Untersuchungszeitpunkten stammten jedoch nur 0,6 % der Zellen im
Gefafisystem urspriinglich aus dem Knochenmark. Die Gruppe bezweifelte aufgrund
des geringen Anteils, dass EPCs einen signifikanten Beitrag zur Tumorvaskularisierung
leisten. Moglicherweise lassen sich die unterschiedlichen Ergebnisse dadurch erkléaren,
dass die Bedeutung der EPCs fiir die Tumorvaskularisierung von der Tumorentitét
abhangt.

Fraglich bleibt, ob eine Chemotherapie zu einer Mobilisierung der EPCs fiihren kann.
Bisherige Studien beschrieben eine solche Mobilisierung nur bei Patienten oder Tieren
mit vorhandenem Resttumorgewebe [12, 37]. In diesen Studien, ebenso wie in Gruppe
IT dieser Studie (vergleiche Gruppe II in den Abbildungen 5 und 6), konnte neben der
Chemotherapie auch der maligne Tumor eine Mobilisierung bewirkt haben. Wie bereits
in der Einleitung erwéhnt, werden EPCs u.a. durch VEGF aus dem Knochenmark in
das periphere Blut mobilisiert. VEGF wird zum einen von Endothelzellen als Antwort
auf Hypoxie ausgeschiittet [62]. Eine weitere Quelle fiir VEGF sind jedoch auch die
Zellen eines malignen Tumors [75]. Eine vermehrte Mobilisierung von EPCs kénnte also
auch durch den Tumor selbst verursacht sein. Von besonderem Interesse ist deshalb,
dass das Phanomen der Mobilisierung von EPCs unter klassischer Chemotherapie auch
in Gruppe I zu sehen ist, einer Gruppe, die eine adjuvante Therapie nach erfolgreicher
RO-Resektion erhielt, d.h. zum Zeitpunkt der Therapie tumorfrei war. Die beobachteten
Effekte lassen sich bei diesen Patienten nicht durch die malignen Zellen selbst erklaren.
Die vorliegende Arbeit zeigt zum ersten Mal, dass unter klassischer Chemotherapie
bei Patienten ohne nachweisbares Resttumorgewebe eine Mobilisierung von EPCs
beobachtet werden kann [83].

Neben der Mobilisierung von EPCs kommt es unter klassischer Therapie ebenfalls zu

einer Mobilisierung von CD34-positiven Zellen aus dem Knochenmark (s. Gruppe I und
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IT in Abbildung 9). An Tag 21 nach Chemotherapie steigt die Anzahl der CD34-positiven
Zellen auf das ca. 4-fache des Ausgangswertes an. Das Phanomen der Mobilisierung
von CD34-positiven Zellen unter klassischer Chemotherapie wurde erstmals in den
70er Jahren bei Patientinnen beschrieben, die aufgrund eines Ovarialkarzinoms oder
anderer solider Tumoren eine klassische Chemotherapie erhielten [70]. Der Effekt wird
heutzutage im Rahmen von Mobilisierungstherapien zur Stammzellapherese in der
klinischen Routine genutzt. Die Mobilisierung von Subpopulationen der CD34-positiven
Zellen, wie z.B. den EPCs, unter konvenioneller Chemotherapie war also durchaus
zu erwarten. Diese Annahme wird durch die Studie von Capiod et al. unterstiitzt,
die die Verteilung von CD34-positiven Zellen und CD34/CD133/VEGEF-R2-positiven
Zellen in Stammzellprodukten nach peripherer Stammzellapherese untersuchten und
zeigen konnten, dass die Anzahl beider Zellpopulationen stark miteinander korreliert
[18]. Dies bestitigt, dass verschiedene Populationen der CD34-positiven Zellen, wie z.B.
EPCs, gleichermaflen aus dem Knochenmark mobilisiert werden. Diese Beobachtungen
sprechen auch dafiir, dass die in dieser Studie beschriebenen Mobilisierungseffekte auf
die verabreichte Chemotherapie zurtickzufithren sind.

Der Einfluss einer Chemotherapie auf Zellen aus dem Knochenmark lésst sich auch
anhand des Blutbildes ablesen. Wie in Abbildung 11 dargestellt, sinkt unter klassischer
Therapie die Anzahl der Leukozyten pro Milliliter Blut an Tag 10 zunéchst ab. An
Tag 21 ist wieder ein Anstieg zu erkennen, der Wert liegt jedoch nur leicht iiber dem
Ausgangswert vor Therapiebeginn. Ahnlich verhalten sich auch die Lymphozyten unter
klassischer Chemotherapie, wie in Abbildung 12 dargestellt. Hier kommt es lediglich
in Gruppe I an Tag 21 zu einem erneuten Anstieg der Lymphozyten, der ebenfalls
nur geringfiigig tiber dem Ausgangswert liegt, die Unterschiede sind statistisch nicht
signifikant. In Gruppe II, Patienten mit einem malignen Non-Hodgkin-Lymphom,
kommt es an Tag 21 zu keinem erneuten Anstieg der Lymphozyten. Dies léasst sich
vermutlich durch die Grunderkrankung und die Therapie mit Rituximab erklaren. Das
Absinken von Leukozyten und Lymphozyten unter Chemotherapie ist ein seit langem
bekanntes Phénomen. Im Vergleich zu den zirkulierenden EPCs und den CD34-positiven
Zellen ist der erneute Anstieg dieser Zellen nach Ende des ersten Zyklus vermutlich
deshalb nicht so ausgepragt, da diese Zellen einen ldngeren Reifungsprozess haben und
es erst zu einem spateren Zeitpunkt zum Anstieg kommt.

Im Gegensatz zur beobachteten Mobilisierung unter klassischer Chemotherapie, zeigen
die EPCs unter metronomischer Therapie ein gegenlaufiges Verhalten. Wie in den
Abbildungen 5 und 6 dargestellt, kommt es unter metronomischer Therapie (Gruppe
IIT und IV) zu einem Absinken der ECPs bzw. bleibt deren Anzahl konstant. Bertolini
et al. beschrieben im Tierversuch ahnliche Effekte: bei Mausen, denen kontinuier-
lich Cyclophosphamid verabreicht wurde, blieben die EPC-Spiegel konstant und das

Tumorwachstum war deutlich reduziert im Vergleich zu den Kontrollgruppen ohne

42



4 Diskussion

Therapie oder unter klassischer Chemotherapie [12]. Weitere Tierversuche kamen zu
den gleichen Ergebnissen [76]. Bislang gibt es noch keine klinische Studie, die die
Anzahl der zirkulierenden EPCs unter alleiniger metronomischer Therapie untersucht.
Allerdings gibt es verschiedene klinische Studien, die den Einfluss einer metronomischen
Therapie mit zusétzlicher Gabe eines Cox-2-Hemmers auf die Anzahl der zirkulierenden
EPCs untersuchen. Buckstein et al. konnten in einer Studie bei 35 Patienten mit NHL
zeigen, dass unter metronomischer Chemotherapie mit Cyclophosphamid (50 mg/Tag)
und Celecoxib (800 mg/Tag) die Anzahl der zirkulierenden Endothelzellen sowie ihrer
Vorlaufer abnimmt [16]. Interessanterweise war die Abnahme der zirkulierenden EPCs
nur bei den Patienten statistisch signifikant, die auf die Therapie ansprachen, obwohl
sich vor Therapiebeginn keine signifikanten Unterschiede in den Ausgangswerten nach-
weisen liefen. Twardowski et al. verglichen in einer Phase I Studie eine metronomische
Therapie mit entweder Trofosfamid (50 mg/Tag) oder Etoposid (50 mg/Tag) jeweils in
Kombination mit Celecoxib (800 mg/Tag) [87]. In beiden Gruppen blieb unter Therapie
die Anzahl der zirkulierenden Progenitorzellen konstant, eine Reduzierung der EPCs
durch die metronomische Therapie in Kombination mit einem Cox-2-Hemmer konnte
nicht erzielt werden. Eine metronomische Therapie kann also die unter klassischer The-
rapie beobachtete Mobilisierung von EPCs verhindern. Klinisch konnte die Kombination
einer klassischen Therapie mit einer metronomischen Therapie sinnvoll sein.

Bisher in der Literatur unbeantwortet ist, ob die Mobilisierung von EPCs durch die
Kombination einer metronomischen Therapie mit einem Cox-2-Hemmer besser gehemmt
werden kann als durch die alleinige metronomische Therapie. Die hier vorliegende
Arbeit untersucht zum ersten Mal beide Therapieoptionen in einer Studie (s. Kapitel
2.2). Gruppe III der vorliegenden Arbeit erhielt eine metronomische Therapie mit
Trofosfamid. Gruppe IV erhielt zuséatzlich den Cox-2-Hemmer Celecoxib. Wie in
den Abbildungen 5 und 6 dargestellt, kommt es unter der kombinierten Therapie von
Trofostamid und Celecoxib zum Absinken der zirkulierenden EPCs (CD34/VEGF-R2-
positive Population) bzw. bleibt ihre Anzahl im Vergleich zum Ausgangswert konstant
(CD34/CD144-positive Population). Es lasst sich jedoch im Vergleich zur alleinigen
Therapie mit Trofosfamid kein verstarkter Effekt durch die zuséatzliche Gabe eines
Cox-2-Hemmers nachweisen. Unter alleiniger Therapie mit Trofosfamid kommt es sogar
zu einem fritheren Abfall der CD34/VEGF-R2-positiven EPCs.

Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, wére durch die Kombination von Trofosfamid
mit Celecoxib ein verstéirkter Effekt zu erwarten gewesen. Cox-2-Hemmer hemmen
neben der Proliferation reifer Endothelzellen zuséatzlich auch die Bildung verschiedener
proangiogenetischer Stoffe. Dadurch koénnte der antiangiogenetischen Effekt einer
metronomischen Chemotherapie verstarkt werden [80]. Zusétzlich hemmen Cox-2-
Hemmer auch EPCs in ihrer Proliferation [25]. Der fehlende Nachweis des zusétzlichen

Effektes in dieser Studie konnte verschiedene Griunde haben. Zum einen war der
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Beobachtungszeitraum in dieser Studie mit 21 Tagen relativ kurz gewéhlt. Die bereits
zitierten Studien von Buckstein et al. und Twadowski et al. beobachteten ihre Patienten
tiber mehrere Monate [16, 87], d.h. iiber einen deutlich langeren Zeitraum.

Unter Umstanden tritt der zusatzliche Effekt durch den Cox-2-Hemmer erst bei
hoheren als den hier verwendeten Dosierungen auf. Im Tierversuch konnte nachgewiesen
werden, dass die antiangiogenetische Wirkung von Celecoxib dosisabhénigig ist [59].
Patienten, die in dieser Arbeit beobachtet wurden, erhielten 2 x 200 mg Celecoxib
téglich bzw. in einem Fall aufgrund kardiovaskularer Vorerkrankungen nur 2 x 100 mg
taglich. In den meisten klinischen Studien wurde Celecoxib jedoch in Dosierungen von
2 x 400 mg taglich verabreicht [3, 16, 87].

Zusatzlich ergeben sich aus dem Studiendesign Probleme fiir den Vergleich der beiden
Gruppen. Da die Studie selbst keinen Einfluss auf die verabreichte Therapie nahm, wur-
den die Patienten nicht in einen der beiden Therapiearme randomisiert. Insbesondere
solche Patienten, bei denen Probleme mit der Gefédfineubildung bereits vorbestanden
(wie z.B. das Vorliegen einer koronaren Herzkrankheit, Zustand nach Apoplex etc.),
erhielten keine zusétzliche Therapie mit Celecoxib. In der Studie von Buckstein et
al. wurden ebenfalls Patienten mit instabilen kardiovaskularen Erkrankungen und
unkontrollierter Hypertension ausgeschlossen [16]. Bei diesen Patienten weisen EPCs
jedoch héufig eine verminderte Proliferationsrate auf [64, 88]. Aufgrund der vorbeste-
henden Proliferationshemmung kénnte bei diesen Patienten eine alleinige metronomische
Therapie ein ebenso starkes Absinken der zirkulierenden EPCs bewirken wie durch die
Kombination mit einem Cox-2-Hemmer bei kardio-vaskular gesunden Patienten.

Denkbar ist ebenfalls, dass verschiedene Tumorentitidten unterschiedlich auf eine The-
rapie mit Celecoxib ansprechen. Wie in Tabelle 1 dargestellt, lagen innerhalb der Gruppe
IV sehr heterogene Erkrankungen vor. Aus histologischen Untersuchungen ist bekannt,
dass Cyclooxygenase-2 von verschiedenen Tumorzelllinien unterschiedlich stark expri-
miert wird. Dabei ist die Exprimierung bei Ovarial- und Mammakarzinomen deutlich
niedriger als beispielsweise bei kolorektalen Karzinomen oder Bronchialkarzinomen[56].
Liegt eine nur geringe Exprimierung von Cox-2 vor, so erscheint auch die Hemmung
des Enzyms mittels Cox-2-Inhibitor weniger sinnvoll, d.h. eine Therapie ware weniger
erfolgsversprechend.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bislang kontrollierte, randomisierte Studien
zum Vergleich von metronomischer Therapie mit und ohne Zugabe eines Cyclooxy-
genase Hemmers fehlen, um eine genaue Aussage treffen zu kénnen. Bei der Planung
einer solchen Studie sollte darauf geachtet werden, dass die zu vergleichenden Gruppe
moglichst homogen hinsichtlich der vorliegenden Grund- und Begleiterkrankungen sind.
Auflerdem sollte auf eine ausreichende Dosierung des Cox-2-Hemmers geachtet werden.

Zur weiteren Charakterisierung des Verhaltens der zirkulierenden EPCs unter klassi-

scher und metronomischer Chemotherapie wurde zusétzlich die VEGF-Plasmakonzen-
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tration zu den einzelnen Messzeitpunkten bestimmt. Wie in Abbildung 10 dargestellt,
lassen sich unter metronomischer Therapie keine signifikanten Unterschiede hinsicht-
lich der VEGF-Plasmakonzentration nachweisen, die Spiegel bleiben nahezu konstant.
Eine Studie von Colleoni et al. an 48 Patientinnen mit metastasiertem Mammakar-
zinom, die eine niedrig-dosierte metronomische Chemotherapie mit Methotrexat und
Cyclophosphamid erhielten, konnte zeigen, dass nach 2-monatiger Therapie die VEGF-
Plasmakonzentration absinkt [24]. Interessanterweise war dieser Abfall nur bei den
Patienten signifikant, die auf die Therapie ansprachen. Moglicherweise konnte in der
hier vorliegenden Studie kein Absinken der VEGF-Konzentration beobachtet werden,
da der Zeitpunkt der letzten Blutuntersuchung mit drei Wochen zu frith gewéahlt wurde.
Alternativ konnte es insgesamt zu keinem Absinken der VEGF-Plasmakonzentration
gekommen sein, weil nicht alle Patienten auf die Therapie ansprachen.

Hinsichtlich des VEGF-Plasmaspiegels stellt sich ebenfalls die Frage, ob die zusétzliche
Gabe eines Cox-2-Hemmers die Konzentration starker vermindert. Wie in Abbildung
10 dargestellt, lassen sich hinsichtlich der VEGF-Konzentration keine Unterschiede
zwischen der Therapie mit Trofosfamid im Vergleich zu einer kombinierten Therapie mit
Trofosfamid und Celecoxib nachweisen. Aufgrund der Studienlage wéren verminderte
Spiegel durch die zusatzliche Gabe von Celecoxib zu erwarten gewesen. So wurde
in verschiedenen Studien berichtet, dass Cox-2-Inhibitoren die Genexprimierung von
VEGF in verschiedenen malignen Zelllinien reduzieren kénnen. Dazu gehorten Kolon-,
Pankreas- und Magenkarzinome [1, 89, 96]. Infolgedessen wére auch eine Reduzierung
des VEGF-Plasmaspiegels zu erwarten gewesen. Buckstein et al. untersuchten in ihrer
bereits zitierten Studie an Patienten mit NHL ebenfalls die VEGF-Plasmakonzentration
unter kombinierter Therapie mit Cyclophosphamid und Celecoxib. Hierbei gab es
einen Trend zu abfallenden Spiegeln bei Patienten, die auf die Therapie ansprachen.
Der Abfall war jedoch statistisch nicht signifikant. Zur abschlieBenden Beurteilung
des Nutzens einer kombinierten metronomischen Therapie mit einem Cox-2-Hemmer
fehlen jedoch, wie bereits erwahnt, randomisierte Studien, die beide Therapieoptionen
vergleichen.

Im Gegensatz zur metronomischen Chemotherapie verhélt sich unter klassischer
Chemotherapie die VEGF-Plasmakonzentration analog zur Anzahl der zirkulierenden
EPCs. Die VEGF-Plasmakonzentration bleibt zunachst stabil, steigt jedoch an Tag
21 auf erhohte Werte im Vergleich zum Ausgangswert an. Der Anstieg der VEGF-
Plasmakonzentraion unter klassischer Chemotherapie ist jedoch nur in Gruppe I statis-
tisch signifikant, d.h. bei Patienten ohne nachweisbares Resttumorgewebe. Auffallig
ist auch, dass die Ausgangswerte vor Therapiebeginn in Gruppe I bei 95,5 ng/pl im
Mittel lagen, bei Gruppe II mit 168,1 ng/pl deutlich hoher. Dieser Unterschied ist
jedoch statistisch nicht signifikant. Moglicherweise sind die erhohten Spiegel in Gruppe

IT durch das noch vorhandene Resttumorgewebe bedingt. Nowak et al. konnten in einer
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Studie an 36 Patienten mit kleinzelligem und nichtkleinzelligem Bronchialkarzinomen
zeigen, dass diese Patienten deutlich hohere Plasmaspiegel an VEGF hatten als gesunde
Kontrollpersonen [63]. Das Ansteigen der VEGF-Plasmkonzentration unter klassischer
Chemotherapie wurde bereits in einer Studie von Fiirstenberger et al. beschrieben, die
zehn Patientinnen wahrend einer neodadjuvanter Therapie aufgrund eines Mammakar-
zinoms untersuchten [37]. Nach 2-monatiger Therapie waren die VEGF-Plasmaspiegel
bei diesen Patientinnen signifikant erhoht. Neben VEGF waren auch weitere angioge-
netische Faktoren erhoht, wie Erythropoietin, Angiopoietin, Endoglin und Endostatin
[37]. In der Studie von Fiurstenberger etl al. lasst sich jedoch ein Einfluss des Resttu-
morgewebes nicht ausschlieBen. Deshalb ist es von besonderem Interesse, dass diese
Studie zum ersten Mal erhéhte VEGF-Plasmaspiegel unter klassischer Chemotherapie
auch bei Patientinnen ohne nachweisbares Resttumorgewebe zeigen konnte.

Die Abbildungen 5, 6 und 10 zeigen, dass sich die Anzahl der zirkulierenden Progeni-
torzellen und die VEGF-Plasmakonzentration unter klassischer bzw. metronomischer
Chemotherapie ahnlich verhalten. Die gleichsinnig verlaufenden Kinetiken legen die
Vermutung nahe, dass erhohte VEGF-Konzentrationen zur Mobilisierung der EPCs
gefithrt haben. Fir diese Hypothese spricht, dass nach systemischer Verabreichung
von VEGF die Anzahl der zirkulierenden EPCs zunimmt: Asahara et al. konnten
im Tiermodell zeigen, dass nach intraperitonealer Applikation von VEGF die Anzahl
der zirkulierenden EPCs im Blut signifikant zunimmt [6]. Hattori et al. konnten im
Tierversuch durch die systemische Applikation von VEGF ebenfalls eine Mobilisierung
von EPCs aus dem Knochenmark in die Blutbahn erreichen [42]. Der Anstieg der VEGF-
Plasmakonzentration selbst konnte wiederum als Antwort aus einer direkten Schédigung
des Endothels durch die Chemotherapie resultieren. Verschiedene praklinische Studien
haben gezeigt, dass Chemotheraupeutika, insbesondere Anthrazykline, die Apoptose
von Endothelzellen hervorrufen kénnen [61, 91]. Die daraus resultierende Hypoxie ist
wiederum ein wichtiger Stimulus fiir die Freisetzung von VEGF [62]. Die Schadigung der
Endothelzellen durch die Chemotherapie konnte also zu einer vermehrten Freisetzung
von VEGF fiihren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen dafiir, dass klassische Chemotherapie eine
Mobilisierung von endothelialen Progenitorzellen bewirkt. Wie bereits erlautert, deuten
verschiedene Studien darauf hin, dass EPCs an der Vaskularisierung maligner Tumoren
beteiligt sind. Eine verbesserte Vaskularisierung konnte jedoch ein vermehrtes Wachstum
des Tumors bedingen. Die Mobilisierung von EPCs durch eine Chemotherapie konnte
also den therapeutischen Erfolg schmalern, wenn dadurch indirekt das Wachstum des
Tumors geférdert wird. Die Mobilsierung von EPCs unter klassischer Chemotherapie
scheint zudem auch einen Einfluss auf die Metastasierung von Tumoren zu haben;
beim Wachstum von Metastasen spielt der sogenannte ,,Angiogenic switch“ eine Rolle.

Darunter versteht man den Moment im Wachstum eines malignen Tumors oder seiner
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Metastasen, an dem die Erndhrung durch Diffusion nicht mehr ausreichend ist. Das
maligne Gewebe muss nun selbst proangiogenetische Stoffe bilden und ein eigenes
GefaBsystem aufbauen. Bei Metastasen spielt dieser Schritt eine Schliisselrolle bei der
Entstehung von Makrometastasen aus Mikrometastasen. Im Tierversuch konnte gezeigt
werden, dass nach Hemmung der EPCs Mikrometastasen nicht mehr wachsen und keine
Makrometastasen entstehen [38]. Dies deutet darauf hin, das EPCs an der Regulierung
des ,,Angiogenic switch®“ beteiligt sind, ihre Mobilisierung unter Chemotherapie kénnte
also die Metastasierung fordern.

Aus den Ergebnissen dieser Studie konnten Konsequenzen fiir die Praxis gezogen
werden. Mit dieser Studie konnte gezeigt werden, dass EPCs unter klassischer Che-
motherapie mobilisiert werden, metronomische Therapie diese Mobilisierung jedoch
verhindert. So ware es fiir die Praxis denkbar, eine klassische Chemotherapie mit einer
anti-angiogenetischen Therapie zu kombinieren. Dadurch kénnte eine Mobilisierung
der EPCs verhindert und konsekutiv die Vaskularisierung und das Wachstums des
Primartumors und moglicher Metastasen. Fiir den Nutzen einer solchen Therapie
sprechen beispielsweise die Erfolge bei der Therapie von kolorektalen Karzinomen durch
die Kombination von einer klassischen Therapie mit einer antiangiogenetischen Therapie
mit dem VEGF-Antikérper Bevacizumab (Avastin®) 47].

Moglicherweise eignen sich zirkulierende EPCs auch als Biomarker, die das Ansprechen
auf eine Therapie bzw. den Aktivitatsgrad einer Tumorerkrankung bestimmen konnen.
In einer Studie an 53 Patienten mit nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom konnte gezeigt
werden, dass Patienten, die auf die Therapie ansprachen, signifikant niedrigere Konzen-
trationen an zirkulierenden EPCs nach Ende der Therapie hatten [29]. Auflerdem hatten
Patienten, die innerhalb von 30 Wochen verstarben, deutlich erh6hte Konzentrationen
an zirkulierenden EPCs als iiberlebende Patienten. Die Autoren berechneten anhand
der Studienergebnisse einen Grenzwert fiir die Ausgangskonzentration an zirkulierenden
EPCs. Patienten mit Ausgangswerten unterhalb des Grenzwertes hatten eine deut-
lich héhere Wahrscheinlichkeit zur iiberleben. Bei Patienten mit multiplem Myelom
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass nach 3 - 12-monatiger Therapie mit Thalidomid
die Anzahl der endothelialen Progenitorzellen bei den Patienten abnahm, die auf die
Therapie ansprachen [95]. Ahnliche Ergebnisse konnten bei Patienten mit Lymphomen
beobachtet werden. Patienten, die auf die Therapie mit einer kompletten Remission
reagierten, hatten im Vergleich zum Ausgangswert verminderte oder zumindest stabi-
le EPC-Konzentrationen. Dahingegen hatten Patienten mit einer lediglich partieller
Remission oder fehlendem Ansprechen signifikant erhchte EPC-Konzentrationen [48].
Eine weitere Studie an Patientinnen mit Ovarialkarzinomen konnte ebenfalls zeigen,
dass niedrige Spiegel an zirkulierenden EPCs zu Therapiebeginn mit einem langeren
Uberleben assoziiert sind [84]. Fiir die meisten Studien wurden jedoch vergleichsweise

kleine Fallzahlen untersucht, weitere Studien mit groflen Fallzahlen sind daher notig.
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Fiir die hier beschriebene Studie wurden ebenfalls nur wenige Patienten untersucht,
auflerdem war der Beobachtungszeitraum mit drei Wochen geringer als in den zitierten
Studien, deshalb wurde das Ansprechen auf die Therapie nicht in die Auswertung mit
einbezogen.

Die Aussagekraft der vorliegenden Daten dieser Studie ist dadurch eingeschrankt, dass
aufgrund des Pilotcharakters der Studie nur eine geringe Fallzahl pro Gruppe gewéhlt
wurde. Die hier erzielten Ergebnisse konnen jedoch als Grundlage fiir die Fallzahlpla-
nung einer grofleren Studie dienen. In einer weiteren Studie sollten die Patienten unter
metronomischer Therapie auch hinsichtlich der vorliegenden Grunderkrankung in Grup-
pen mit groferer Fallzahl eingeteilt werden. Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die
zusitzliche Bestimmung der zirkulierenden EPCs und der VEGF-Plasmakonzentration
im Rahmen einer Chemotherapie eine vielversprechende Moglichkeit darstellen, um
schneller Aussagen iiber ein Ansprechen auf die Therapie treffen zu kénnen. Zuvor

miissen diese Marker jedoch in grofleren Studien validiert werden.
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5 Zusammenfassung

Die Fahigkeit zur Bildung neuer Blutgefafie spielt fiir das Wachstum maligner Tumoren
eine grofle Rolle. Neue Blutgefafle konnen entweder aus bereits bestehenden Gefaflen
entstehen oder durch Ausdifferenzierung unreifer Vorlduferzellen, den zirkulierenden
endothelialen Progenitorzellen (EPCs). Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass
die Art der Chemotherapie die Anzahl der zirkulierenden EPCs beeinflusst und damit
moglicherweise auch einen Einfluss auf das Tumorwachstum hat. Wahrend einer
klassischen Chemotherapie kommt es zur Mobilisierung von zirkulierenden EPCs, unter
metronomischer Therapie sinken diese jedoch ab. Unter metronomischer Therapie
versteht man die Verabreichung eines Chemotherapeutikums in regelméfligen, kurzen
Absténden, haufig taglich. Diese Studie sollte untersuchen, ob solche Effekte auch bei
Patienten unter Chemotherapie zu beobachten sind.

Insgesamt wurden vier verschiedene Gruppen untersucht:

e Gruppe I erhielt eine klassische Chemotherapie nach dem FEC-Schema aufgrund

eines primaren Mammakarzinoms, das zuvor vollstéandig reseziert wurde.

e Gruppe II erhielt eine klassische Chemotherapie nach dem CHOP-Schema in
Kombination mit Rituximab aufgrund eines Non-Hodgkin-Lymphoms (NHL).

e Gruppe III erhielt eine tagliche metronomische Therapie mit Trofosfamid.

e Gruppe IV erhielt eine tagliche metronomische Therapie mit Trofosfamid und

zusatzlich den Cox-2-Hemmer Celecoxib.

Bei allen Patienten erfolgten Blutentnahmen zur Bestimmung der zirkulierenden
EPCs und der VEGF-Plasmakonzentrationen. Die Entnahmen erfolgten vor Beginn
der Therapie, an Tag 10 nach Therapie sowie an Tag 21, d.h. im Falle der klassischen
Chemotherapie vor dem zweiten Zyklus.

Mittels magnetischer Antikérper wurden aus den Proben zunéchst die CD34-positiven
Zellen isoliert. Anschlielend wurden die aufgereinigten Proben mit Fluoreszenzfarbkor-
pern gegen CD34, CD144 und VEGF-R2 markiert und mittels Durchflusszytometrie
gemessen.

In Gruppe I ist an Tag 21 nach klassischer Chemotherapie eine deutliche Mobilisierung

der zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen zu beobachten. In Gruppe II kommt

49



5 Zusammenfassung

es ebenfalls zu einer Mobilsierung, diese kéonnte jedoch auch teilweise durch das in
dieser Gruppe vorhandene Resttumorgewebe ausgelost sein. Analog verhalt sich die
VEGF-Plasmakonzentration in Gruppe I, auch hier kommt es zu einem signifikanten
Anstieg an Tag 21. In Gruppe II ist dieser Anstieg statistisch nicht signifikant.

Im Gegensatz dazu kommt es unter metronomischer Therapie zu einem Abfall der
zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen in Gruppe III und IV. Ein zusétzlicher
Effekt durch die kombinierte Therapie mit einem Cox-2-Hemmer ist nicht zu beobachten.
Die VEGF-Plasmakonzentration bleibt unter metronomischer Therapie stabil.

Diese Studie zeigt, dass eine klassische Chemotherapie eine Mobilisierung von zir-
kulierenden EPCs bewirkt. Dieser Effekt ist auch bei Patienten ohne vorhandenes
Resttumorgewebe zu beobachten. Unter metronomischer Therapie hingegen sinkt die
Anzahl der zirkulierenden EPCs ab. Zirkulierende EPCs sind wahrscheinlich an der Vas-
kularisierung maligner Tumoren beteiligt, eine Mobilisierung von zirkulierenden EPCs
konnte demnach den gewtinschten Effekt einer Chemotherapie mindern. Moglicherweise
ist dies eine Erklarung dafiir, warum die Kombination eines Angiogeneseinhibitors mit
einer klassischen Chemotherapie ein verbessertes Ansprechen zeigte. Zusétzlich scheinen
zirkulierende EPCs als Biomarker zur Vorhersage eines Therapieerfolges geeignet zu
sein. Fiir die Validierung als solchen fehlen jedoch gréflere Studien iiber einen langeren
Beobachtungszeitraum, die parallel zur Chemotherapie die Anzahl der zirkulierenden

Progenitorzellen bestimmen.
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Anhang A

Prazision

Tabelle 6:

Tabelle 7:

Zur Bestimmung der Prazision des Versuchsaufbaus wurden pro gesundem
Proband jeweils 5 Messungen durchgefiihrt und aus den Messungen anschlie-
Bend der Variationskoeffizient berechnet; die Tabelle zeigt die Werte aus
den Finzelmessungen zur Prazisionbestimmung. Werte in Klammern wurden
nicht fiir die Berechnung des Variationskoeffizienten verwendet; Angaben in

EPCs/ml Blut.

Patient | CD34/CD144 | CD34/VEGF-R2
1 2 3 4 5|12 3 4 5

1 4 4 10 6 812 2 3 (9 2
2 2 4 4 4 (9|7 7 5 7T 6
3 35 6 7 83 8 16 12 9
4 42 3 1 2|54 8 8 5
5 31 2 3 41023 1 1 3
6 44 205 5104 3 5 (9 5

Zur Bestimmung der Prazision des Versuchsaufbaus wurden pro Patient
unter Mobilisierungstherapie jeweils fiinf Messungen durchgefiihrt und aus
den Messungen anschlieffend der Variationskoeffizient berechnet; die Tabelle
zeigt die Werte aus den FEinzelmessungen zur Prazisionbestimmung. Werte
in Klammern wurden nicht fir die Berechnung des Variationskoeffizienten
verwendet; Angaben in EPCs/ml Blut.

Patient CD34/CD144 CD34/VEGF-R2
1 2 3 4 5|1 2 3 4 5

36 40 37 39 38| 66 75 T4 73 77
26 28 27 21 27 | 74 75 75 T4 67
36 36 28 34 36 | 57 83 65 82 77
12 14 13 13 (5) | 24 22 22 19 23
17 12 15 (8) 14 | 38 55 50 57 65
131 84 70 89 111|140 113 103 94 101

Utk W
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Anhang B Patientendaten
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