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1 Einleitung

1.1 Benigne Prostatahyperplasie (BPH) und Prostatakarzinom (PCa)

1.1.1 Grundlagen, Epidemiologie, Atiologie

Bei der benignen Prostatahyperplasie (BPH) handelt es sich um einen beinahe obligaten
pathologisch-anatomischen Vorgang beim alternden Mann. Mikroskopische Verdnderungen
im Sinne einer BPH finden sich bei Sektionen an Verstorbenen iiber 70 Jahren in nahezu
100 % der Fille, in 50 % der Félle liegt auch eine makroskopische, tastbare BPH vor, etwa
die Hilfte davon hat eine klinisch symptomatische BPH.'

Die Atiologie der BPH ist noch nicht vollstindig geklirt. Wichtig fiir das Verstiindnis der
Pathogenese ist jedoch die Kenntnis des zonalen Aufbaus der Prostata (vgl. Abb. 1): Die
Prostata umfasst zwischen Blasenauslass und externem Sphinkter gelegen die proximale
Harnr6hre. Dabei bedingt die Inhomogenitéit aus stromalen und glandulidren Anteilen den
zonalen Aufbau der Prostata. Man unterscheidet die zentrale Zone (etwa 20 bis 25 % des
gesamten glandulidren Volumens), die Transitionalzone (5 bis 10 %), die periphere Zone (70
bis 75 %) und die anteriore Zone (lediglich fibromuskuldres Gewebe ohne glandulire

Anteile).”

Abb. 1: Zonaler Aufbau der Prostata im
Sagittalschnitt. U: periurethrale Driisen, T:

Sphinkter Transitionalzone, C: Zentralzone, P: peri-
externus

phere Driise (nach Weingiirtner, 1999)°

Bei der BPH kommt es zu einer Proliferation der periurethralen Driisen und der Driisen der
Transitionalzone. Das druckatrophe Gewebe der peripheren Zone wird nach aullen verdréngt
und bildet die sogenannte ,,chirurgische Kapsel*.

Da im Rahmen der BPH die stromalen Anteile im Vergleich zu den glanduldren Anteilen
starker zunehmen, geht man davon aus, dass es sich bei der BPH um eine primir stromale
Erkrankung handelt, die sekundir zu einer glanduldren Proliferation fiihrt.* Die Bedeutung

von Ostrogenen fiir die Entstehung der BPH liegt in der Tatsache, dass die altersbedingte



Erhohung des  17-B-Ostradiol/Testosteron-Quotienten zu  einer Hyperplasie  der
Ostrogenabhéngigen, periurethralen Zone fiihrt, wihrend die androgenabhingigen Driisen der

peripheren Zone atrophieren.’

Das Prostatakarzinom (PCa) ist bei Médnnern ab dem 70. Lebensjahr der hiufigste maligne
Tumor. Bei Sektionen an Verstorbenen tiber 80 Jahren findet sich in 50 %, bei Verstorbenen
iiber 90 Jahren in 70 bis 100 % der Félle ein latentes Karzinom.

Die Sterblichkeitsrate steigt linear mit dem Alter und hingt sowohl davon ab, in welchem
geographischen Gebiet die Ménner leben, als auch davon, welcher ethnischen Gruppe sie
angehoren: Die Mortalitdtsrate in allen Altersgruppen bei der weiflen westlichen Bevdlkerung
betrdgt 20 bis 45 pro 100 000 Einwohner, die der schwarzen Bevolkerung der USA 100 pro
100 000 Einwohner.*’

Auch die genaue Atiologie des PCa ist noch nicht bekannt. Diskutiert werden
Umweltfaktoren, Strahlenbelastung und Erndhrungsgewohnheiten. Fest steht, dass das
Tumorwachstum durch Testosteron begiinstigt wird, wihrend Ostrogene protektiv wirken.
Gesichert wurde in letzter Zeit auch eine familidre Haufung als Hinweis auf eine genetische
Kornponente.8

In etwa 50 bis 70 % der PCa-Fille findet sich eine prostatische intraepitheliale Neoplasie
(PIN), eine intraglanduldre, atypische Wucherung des Prostataepithels mit intakter
Basalmembran. Man unterscheidet PIN von niedrigem und hohem Grad. Bei der Low-grade-
PIN ist die Basalzellschicht intakt, die Epithelien gleichen jenen eines hochdifferenzierten
Karzinoms. Bei fragmentierter Basalzellschicht und ausgepréigten Atypien handelt es sich um
eine High-grade-PIN. Histologisch zeigt das Epithel papillire oder kribriforme Muster und
zelluldre Atypien, die Mitosenzahl ist gegentiber der BPH deutlich erhdht und ist vergleichbar
mit der des PCa. Da es sich bei der PIN um eine pramaligne Lision der Prostata handelt, gilt,
dass bei Nachweis einer PIN in der Biopsie mit hoher Wahrscheinlichkeit ein PCa vorliegt.
Von der PIN abzugrenzen sind einerseits die postatrophe Hyperplasie (PAH), andererseits die
atypische mikroazinére Proliferation (atypical small acinar proliferation, ASAP).

Bei der PAH handelt es sich um eine benigne mikroglandulére Prostataldsion, die sich
tiberwiegend in den kapselnahen Abschnitten der peripheren Zone, seltener auch in der
Transitionalzone findet. Sie weist einen lobuldren Aufbau der mikroazindren Proliferationen
auf und =zeigt eine enge Assoziation zu vorbestehenden atrophischen Driisen, die

Basalzellschicht ist intakt.



Eine ASAP liegt vor, wenn einzelne Kriterien fiir das PCa [Kernverdnderungen (Kerngrof3e,
Hyperchromasie, Nukleolen), fehlende Basalzellschicht, Ausschlu3 benigner mikroazinarer
Proliferationen] nicht sicher beurteilbar oder nicht vollstindig ausgeprigt sind, d.h. es liegen
atypische mikroazinére Prostataldsionen vor, die verdichtig aber nicht beweisend fiir ein PCa
sind. Es handelt sich somit nicht um eine definierte prdmaligne Lésion, sondern um eine

Umschreibung unklarer Befunde.

1.1.2 Pathologie, Staging und Grading des Prostatakarzinoms

Das PCa entsteht in der Mehrzahl der Fille in der dorsalen peripheren, androgenabhdngigen
Zone der Prostata. Von dort wichst es nach zentral in das Organ vor und/oder durchbricht
nach peripher die Kapsel (gilt als ungiinstiges Zeichen der Erkrankung). Hierbei kann es zu
Infiltration von Samenblasen, Harnblase oder Rektum kommen. Charakteristisch fiir das PCa
ist die Ausbreitung entlang der Nerven in der Prostatakapsel.

Die lymphogenene Metastasierung erfolgt in die regionéren pelvinen (unter Bevorzugung der
parailiacalen’) und paraaortalen Lymphknoten, die himatogene Metastasierung erfolgt vor
allem iiber den pravertebralen Venenplexus in Wirbelséule, Femur und Beckenknochen. Die

Stadieneinteilung des PCa richtet sich nach der TNM-Klassifikation der UICC (vgl. Tab. 1).



Tab. 1: TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms (6. Auflage der UICC, 2003)"°

T Primértumor

TX Primértumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fiir Primartumor

T1 Tumor weder tastbar noch sichtbar (inzidentelles Karzinom)

Tla < 5% des Resektionsmaterials
T1b > 5% des Resektionsmaterials
Tlc bioptisch gesicherter Tumor

T2 Organbegrenztes Karzinom

T2a < die Hilfte eines Prostatalappens befallen
T2b > die Hilfte eines Prostatalappens befallen

T2c beide Lappen befallen

T3 Kapseliiberschreitendes Karzinom

T3a Ein- oder beidseitiges extrakapsuldres Wachstum
T3b Tumoreinbruch in eine oder beide Samenblasen

T4 Tumor ist fixiert oder infiltriert Nachbarstrukturen,
die nicht bei T3 aufgefiihrt sind

N Regiondre Lymphknoten

NX | Beurteilung der regiondren Lymphknoten nicht moglich

NO Keine regiondren Lymphknoten metastasen

N1 Regiondre Lymphknotenmetastasen

M Fernmetastasen

MX | Beurteilung von Fernmetastasen nich moglich

MO keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Mla | Nicht regiondre Lymphknotenmetastasen
Milb Knochenmetastasen
Milc andere Lokalisation

Histologisch unterscheidet man vier Grundtypen: das hochdifferenzierte Adenokarzinom, das
niedrigdifferenzierte Adenokarzinom, das kribriforme Karzinom und das anaplastische
Karzinom.

Der histologische Differenzierungsgrad gemill dem WHO-Gradings beinhaltet drei Stufen:
G1: gut differenziert, leichte Anaplasie

G2: méBig differenziert, mdBige Anaplasie

G3: schlecht differenziert/undifferenziert, ausgeprigte Anaplasie

Da mit zunehmender Grofle des Karzinoms die Haufigkeit fiir das Auftreten unterschiedlich
differenzierter Anteile (pluriformes Karzinom) steigt, wurde der sogenannte ,,Gleason-Score*,
der heutzutage vor allem in den USA verwendet wird, eingefiihrt: Der vorherrschende sowie
der zweite eventuell vorkommende Strukturtyp mit abweichender struktureller
Differenzierung werden getrennt mit Punkten, entsprechend dem Entdifferenzierungsgrad, in
einer Skala von 1 - 5 bewertet. Aus der Summe der Punktwerte ergibt sich der "Gleason-

Score" des PCa.

1.1.3 Klinik
Wie bereits oben erwéhnt, zeigen nur 50 % der Patienten mit tastbarer BPH auch Symptome.

Die Folgen der BPH, vor allem irritative und obstruktiven Miktionsbeschwerden, ergeben



sich aus der mehr oder weniger starken Einengung der Urethra. Das Vorgehen im klinischen
Alltag orientierte sich lange Zeit an der Stadieneinteilung der BPH nach Alken'":

Stadium I : Stadium der Kompensation mit leichter Dysurie und Nykturie; kein Restharn
Stadium I  : beginnende Dekompensation des Detrusor vesicae mit Restharnbildung
Stadium III  : Uberlaufblase oder totaler Harnverhalt, Hydronephrose, Niereninsuffizienz
Heutzutage hat der internationale Prostata-Symptomen-Score (IPSS) allgemeine Akzeptanz
gefunden und ist weit verbreitet. Hierbei muss der Patient in 7 Fragen (Wie oft hatten Sie das
Gefiihl,dass Thre Blase nach dem Wasserlassen nicht ganz entleert war? Wie oft mussten Sie
innerhalb von 2h ein zweites Mal Wasser lassen? Wie oft mussten Sie beim Wasserlassen
mehrmals aufthéren und wieder neu beginnen (Harnstottern)? Wie oft hatten Sie
Schwierigkeiten, das Wasserlassen hinauszuzdgern? Wie oft hatten Sie einen schwachen
Strahl beim Wasserlassen? Wie oft mussten Sie pressen oder sich anstrengen, um mit dem
Wasserlassen zu beginnen? Wie oft sind Sie im Durchschnitt nachts aufgestanden, um Wasser
zu lassen?) jeweils 0 bis 5 Punkte verteilen. Gemil3 den IPSS-Werten werden Patienten mit
milder (IPSS <8), mit mittlerer (IPSS 8-19) und mit schwerer (IPSS 20-35) Symptomatik
unterschieden. Eine Therapieindikation wird im Allgemeinen bei IPSS-Werten iiber 7
gesehen. Erginzend zu den 7 Fragen ist eine Frage zur Lebensqualitit eingeschlossen.'?

Das PCa wichst langsam und bleibt lange Zeit klinisch stumm. Symptome, die denen der
BPH é&hneln (die bereits erwdhnten irritative und obstruktive Miktionsbeschwerden) treten
meist nicht im Frithstadium auf. Haufig fiilhren Symptome wie Knochenschmerzen bei
Knochenmetastasen,  Flankenschmerzen bei  Stauungsnieren oder  unspezifische
Allgemeinsymptome wie Leistungsabfall oder Gewichtsverlust, die alle bereits ein

fortgeschrittenes Tumorstadium anzeigen, den Patienten zum Arzt.

1.1.4 Diagnostik

Zur Standarddiagnostik bei der BPH (im klinischen Gebrauch spricht man besser vom
benignen Prostata-Syndrom, BPS) zéhlen neben der genauen Anamnese (Miktionsanamnese,
neurourologische Anamnese, Medikamentenanamnese), dem bereits erwdhnten IPSS und der
digitalen rektalen Untersuchung (DRU) auch Laboruntersuchungen: Serumkreatinin zur
Beurteilung der Nierenfunktion, Urinstatus und Bestimmung des prostataspezifischen
Antigens [PSA, zumindest bei Patienten mit Symptomen des unteren Harntraktes (lower
urinary tract symptoms, LUTS) ab einem Alter von 50 Jahren]. Weitere wichtige Bestandteile
der Diagnostik sind die Uroflowmetrie, die Restharnbestimmung und die Urosonographie

(Harnstau, Steinausschluss, Divertikel, Tumor), die bei Bedarf durch fakultative



Untersuchungen wie transrektaler Ultraschall (TRUS, Bestimmung des Prostatavolumens
genauer als bei transabdomineller Messung), Miktionsprotokoll, Urodynamik, Urographie
oder Urethrozystogramm erginzt werden kénnen. '

Zur Diagnostik des PCa beim symptomatischen Patienten gehdren die DRU, die Bestimmung
des PSA-Wertes, der TRUS und gegebenenfalls die Biopsie."

Das PCa tastet sich in der DRU klassischerweise als holzharter, unregelmiflig erhabener,

nicht verschieblicher Knoten.

Bei dem prostata-spezifischen Antigen (PSA) handelt es sich um ein Glykoprotein, das in den
Driisenepithelien der Prostata gebildet wird. Fiir DRU und/oder PSA gelten beziiglich des
PCa folgende positive Vorhersagewerte: Bei alleiniger positiver DRU 21-51 %, bei PSA-
Werten < 4 ng/ml 31,5 %, bei PSA-Werten von 4,1 bis 9,9 ng/ml 26,1 %, bei PSA-Werten >
10 ng/ml 52,9 %, wenn DRU positiv und PSA-Wert von 4,1 bis 9,9 ng/ml 40,8 % und wenn
DRU positiv und PSA-Wert > 10 ng/ml 69,1 % Karzinomwahrscheinlichkeit.'* Die
Entdeckungsrate bei asymptomatischen Maiannern iiber 50 Jahre betrdgt in
Screeninguntersuchungen bei alleiniger DRU 1,0-3,2 %, bei alleiniger PSA-Wert-
Bestimmung 4,6 % und bei Kombination beider Methoden 5,8 %."

Der transrektale Ultraschall wird sowohl zur Diagnostik des PCa als auch zur Bestimmung
der lokalen Ausbreitung angewandt. Eine Kombination von digitaler rektaler Untersuchung
mit Bestimmung des PSA und transrektaler Sonographie steigert die diagnostische
Treffsicherheit.'®"’

Die Diagnosesicherung erfolgt durch Gewinnung histologischen oder zytologischen
Tumormaterials. Hierzu wird unter digitaler oder sonographischer Kontrolle transrektal eine
Prostatabiopsie durchgefiihrt.

In der Praxis hat sich folgender diagnostischer Alogrithmus bewéhrt: Bei positiver DRU wird
unabhingig vom PSA-Wert ein TRUS durchgefiihrt. Ergibt sich kein weiterer Aufschluss
iiber den Palpationsbefund (z.B. Verkalkung), erfolgt eine Biopsie. Bei unauffilligem
Palpationsbefund und einem PSA-Wert von 4 bis 10 ng/ml erfolgt eine Laborkontrolle nach 4
bis 6 Wochen. Bestitigt sich der Wert, erfolgt ebenfalls eine Biopsie. Bei einem PSA-Wert >
10 ng/ml wird sofort biopsiert. Fillt bei bestehendem Karzinomverdacht die erste Biopsie
negativ aus, ist eine zweite Biopsie gerechtfertigt (bei negativer DRU wird in diesem Fall
zusitzlich die Transitionalzone punktiert). Um besonders im sogenannten Graubereich
(Gesamt-PSA von 2,5 bis 10 ng/ml) besser zwischen BPH und PCa unterscheiden zu kénnen,

kann der Anteil des freien PSA am Gesamt-PSA (PSA-Quotient) bestimmt werden. Der



Anteil des freien PSA ist bei PCa-Patienten mit etwa 10 % signifikant niedriger als bei BPH-
Patienten mit etwa 20 %."

Ergidnzt werden konnen die oben genannten Untersuchungen im Bedarfsfall durch die
abdominelle Sonographie und das Ausscheidungsurogramm zur ndheren Diagnostik des
Primirtumors bzw. durch Rontgen-Thorax, Knochen-Szintigrafie oder pelvine
Lymphadenektomie bei Verdacht auf Ausbreitung des Tumors.

Wird ein PCa erst aufgrund seiner Metastasen diagnostiziert, spricht man von einem okkulten
Karzinom. Findet sich in einer, wegen BPH resezierten Prostata ein Karzinom, wird dies als

inzidentelles, ein im Rahmen einer Autopsie gefundenes als latentes Karzinom bezeichnet.

1.1.5 Therapie

Wie bereits erwédhnt besteht eine Therapieindikation fiir die BPH bei IPSS-Werten iiber 7.
Generell richtet sich die Therapie der BPH nach den individuellen Voraussetzungen des
Patienten, wie Leidensdruck oder Operabilitit, und klinischen Kriterien, wie Restharn oder
durch die BPH bedingtes Nierenversagen.

Stadium I der BPH kann medikamentds mit a-Rezeptorenblockern oder 5-a-Reduktase-
Inhibitoren behandelt werden. Therapie der Wahl bei der Behandlung der fortgeschrittenen
BPH (Stadien II und III) ist die TURP, die, eingesetzt in 80 bis 90 % der Fille das am
hiufigsten angewandte Verfahren ist.

Bei der TURP wird die Prostata mithilfe eines Endoskops bis auf die chirurgische Kapsel
reseziert. Adenome mit einem Gewicht iliber 80 g werden meist chirurgisch durch
transvesikale Prostatektomie (TVP) entfernt.

Zu den héaufigsten Komplikationen nach TURP zdhlen Blutungen, Harnrohrenstrikturen,

Inkontinenz und Impotentia generandi (aufgrund einer retrograden Ejakulation).

Bei der Behandlung des PCa werden ein kurativer und ein nichtkurativer Ansatz
unterschieden.

Ist der Tumor Ilokal begrenzt (T1-2,NO,MO0), gilt die radikale Prostatektomie als
Standardverfahren. Um mit der Operation einen Nutzen fiir den Patienten zu erzielen, sollte
die Lebenserwartung mehr als 10 Jahre betragen. Der am haufigsten angewandte Operations-
Zugang ist der retropubische, der im Vergleich zum perinealen den Vorteil hat, dass
gleichzeitig eine pelvine Lymphadenektomie durchgefiihrt werden kann. Andernfalls wire
eine Kombination aus laparoskopischer pelviner Lymphadenektomie und perinealer

Prostatektomie moglich. Zu den postoperativen Komplikationen zdhlen drittgradige



Inkontinenz ein Jahr nach Therapie (7,7 % der Patienten), zweit- bis drittgradige Inkontinenz
bei Entlassung (bis 50 %), Anastomoseninsuffizienz (1,2-4 %) und Mortalitit (0-1,5 %)."®
Héufige Nebenwirkung der radikalen Prostatektomie ist die erektile Dysfunktion, die bei iiber
90 % der Patienten auftritt."” Eine potenzschonende radikale Prostatektomie ist den friihen
Tumorstadien mit nur einseitiger positiver Biopsie vorbehalten, da sonst vermehrt mit lokalen
Rezidiven zu rechnen ist.

Alternativ kommt mit kurativer Zielsetzung die perkutane Strahlentherapie gegebenenfalls in

Kombination mit Brachytherapie (z.B. mit '*?

Iridium) in Frage.

Ein endgiiltiger Vergleich zwischen radikaler Prostatektomie und Strahlentherapie liegt noch
nicht vor, so dass sich bisher die eindeutige Uberlegenheit der einen oder anderen
Therapieform nicht sicher ableiten ldsst.'® Vergleicht man die Progressionsraten nach
radikaler Prostatektomie und nach Strahlentherapie beim organbegrenzten PCa, so reichen die
Werte fiir Progressionsfreiheit nach 5 bzw. 10 Jahren von 97 bzw. 90 % bis 87 bzw. 70 % bei
der Prostatektomie, bei der Strahlentherapie liegen sie bei 85 bzw. 67 %.'*

Bei lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem Karzinom gibt es verschiedene adjuvante
Therapieformen: einerseits die Androgendeprivation, die durch chirurgische Kastration oder
pharmakologisch mit GnRH-/LHRH-Analoga und Antiandrogenen erreicht wird, andererseits
die adjuvante Strahlentherapie. Zur Verbesserung der Lebensqualitit stehen unter anderem
symptomorientierte Chemotherapie, Hormontherapie, Gabe von Bisphosphonaten,

Schmerztherapie und palliative Strahlentherapie (z.B. von schmerzhaften Knochenmetastasen

oder bei Frakturgefahr) zur Verfiigung.'®

1.1.6 Prognose des Prostatakarzinoms

Da es sich bei dem PCa in der Regel um einen langsam wachsenden Tumor handelt, muss bei
Langzeitprognosen auf jeden Fall Beachtung finden, dass nach einer Rezidivfreiheit von 10
Jahren noch nicht von einer sicheren Heilung ausgegangen werden darf. Aus dem gleichen
Grund weisen Langzeitiiberlebenswahrscheinlichkeiten, die aufgrund eines zu kurzen
Nachbeobachtungszeitraums durch Extrapolation berechnet werden, hiufig eine gewisse
Ungenauigkeit auf. Bei alleiniger Betrachtung des Primértumor-Stadiums, ohne durchgefiihrte
pelvine Lymphadenektomie, wird vernachléssigt, dass Patienten mit Lymphknotenmetastasen
eine schlechtere Prognose besitzen.

Neuere Studien zeigen, wie wichtig beim Vergleich der unterschiedlichen Ergebnisse die

Beachtung des Tumor-Gradings ist.*’



Stellvertretend fiir die Prognose des PCa soll die Beobachtung von Patienten nach radikaler
Prostatektomie an der Urologischen Klinik und Poliklinik der Universitdt Wiirzburg tiber

einen Zeitraum von mindestens 15 Jahren aufgefiihrt werden (vgl. Tab. 2).

Tab. 2: Stadienabhiingige Gesamtiiberlebensraten und tumorfireie Uberlebensraten 15
Jahre nach radikaler Prostatektomie sowie stadienabhingige Progressionsraten und
Todesfiille an Prostatakarzinom innerhalb von 15 Jahren nach radikaler Prostatektomie

(nach Frohmiiller, 1995)*'

Tumorstadium | 15-Jahres- 15-Jahres-Ubetlebensrate | 15-Jahres- Tod am
Uberlebensrate gesamt | tumorfrei Progressionsrate | Prostatakarzinom

pT2pNO 32/59 (54,2 %) 29/59 (49,1 %) 14/59 (23,7 %) 12/59 (20,3 %)

pT3pNO 4/10 (40 %) 3/10 (30 %) 4/10 (40 %) 3/10 (30 %)

pT2-3pN1-2 1/5 (20 %) 0/5 (0 %) 4/5 (80 %) 2/5 (40 %)

alle Patienten 37/74 (50 %) 32/74 (43,2 %) 22/74 (29,7 %) 17/74 (23 %)

Demnach betrug die tumorbezogene 15-Jahres-Uberlebensrate fiir das PCa im Stadium
pT2pNO 79,7 %, im Stadium pT3pNO 70 %, im Stadium pT2-3pN1-2 60 % und fiir alle
Patienten 77 %.

1.2 Angiogenese und Inhibition der Angiogenese

1.2.1 Ablauf der physiologischen Angiogenese

Die Angiogenese beschreibt einen multifaktoriell kontrollierten Prozess, bei dem aus
vorhandenen Kapillaren neue Blutgefif3e gebildet werden.

Von der Angiogenese abzugrenzen sind die Vasculogenese, eine de novo Bildung von
BlutgefdBlen wihrend der Embryonalentwicklung und die vaskuldre Expansion, eine
Erweiterung bereits bestehender Blutgefile.

Physiologischerweise kommt die Angiogenese in der Embryonalentwicklung, im
Erwachsenenalter z.B. bei der Wundheilung und bei Enziindungen, aber auch im
Menstruationszyklus vor.”>***

In unkontrollierter Weise bildet die Angiogenese die pathophysiologische Grundlage vieler
Krankheiten: So sorgt das Einsprossen von Kapillaren bei der Arthritis fiir die Zerstérung des
Knorpels, neue, von der Retina ausgehende und in den Glaskorper einwachsende Kapillaren
fiihren bei Diabetes mellitus zu fortschreitender Sehverschlechterung. AuBBerdem spielt die
25,26

Bildung neuer Blutgefdfle bei Tumorwachstum und —metastasierung eine wichtige Rolle.

Der Vorgang der Angiogenese, der in seinen Einzelheiten Gegenstand intensiver Forschung



ist, dhnelt in seiner Komplexitit dem der Blutgerinnung und besteht aus mehreren

Einzelschritten:
I Aktivierung des Endothels, Gefal3dilatation, Erh6hung der Permeabilitit
II Degradation des Stromas und der kapilldren Basalmembran mithilfe proteolytischer

Enzyme (z.B. Katepsin D, Stromelysin 1 und 2, Plasminogenaktivator, Typ-I-
Kollagenase und Typ-IV-Kollagenase), die von Endothelzellen und Fibroblasten
sezerniert werden
11 Migration der Endothelzellen in Richtung des angiogenen Stimulus (Chemotaxis)
v Proliferation der Endothelzellen
A% Bildung von Kapillaren wund Kapillarschleifen zwischen benachbarten
Migrationsgebieten
Wenngleich die genauen Vorginge der Angiogenese noch unklar sind, so konnte doch
mittlerweile eine Vielzahl angiogenesestimulierender Faktoren nachgewiesen werden. Diese
werden aus der extrazelluldren Matrix, von Tumorzellen oder von tumorinfiltrierenden
Leukozyten freigesetzt. Von den in Tab. 3 aufgefiihrten angiogenen Faktoren (Abkiirzungen
vgl. 7) zdhlen der vascular endothelial growth factor (VEGF) und der basic fibroblast growth
factor (bFGF) zu den wichtigsten.”’

Tab. 3: Angiogene Polypeptide (nach Folkman, 1992)*

Molekulargewich (kD) | Angiogeneseassoziierte Aktivitét
BFGF 18 Mitogen auf Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Fibroblasten und bestimmte Epithelzellen,
AFGF 16,4 Stimulation der Endothelzellen zu Migration und Produktion von Proteasen und u-PA
VEGF/VPF | 45 mitogen auf Endothelzellen, Erhdhung der Gefd3permeabilitdt, Induktion von u-PA,t-PA und PAI-1
PD-ECGF |45 mitogen auf Endothelzellen, Stimulation der Chemotaxis und DNA-Synthese von Endothelzellen
TGF-a 5,5 mitogen auf Endothelzellen, transformiert normale Zellen
Angiogenin | 14,1 Stimulation von Endothelzellen zur Diacylglycerol-Bildung und zur Prostacyclin-Sekretion
TGF-B 25 Verstarkung der extrazelluldren Matrixproduktion
TNF-a 55 induziert bFGF-Produktion und —Sekretion in Endothelzellen

VEGF fordert die Angiogenese, indem er die GefiaBpermeabilitdt erhoht [wird daher auch
vascular permeability factor (VPF) genannt] und Endothelzellen zur Proliferation und
Migration anregt. Die Migration wird vermutlich dadurch erleichtert, dass VEGF die mRNA-
Expression von urokinase-type plasminogen activator (u-PA) und tissue-type plasminogen
activator (t-PA) erhoht. Zusétzlich wird die mRNA-Expression von Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor-1 (PAI-1) gesteigert.”®

Im Gegensatz zu VEGF, das hauptsichlich auf Endothelzellen mitogen wirkt, hat bFGF
Einfluss auf eine Vielzahl von Zellen (pleiotrop), z.B. Endothelzellen, glatte Muskelzellen,
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Fibroblasten und Epithelzellen. bFGF regt Endothelzellen zur Produktion von Proteasen und

u-PA an.??

1.2.2 Tumorangiogenese

Obwohl bereits lange bekannt war, dass die meisten soliden Tumoren eine grole Gefdfldichte
besitzen, dauerte es bis Anfang der 70er Jahre, bevor Judah Folkman postulierte, dass fiir die
Expansion eines Tumors iiber eine GroBe von einem mm’ hinaus die Bildung neuer Gefife
absolut notwendig sei, da ansonsten mangelnde Diffusion von Néhrstoffen und anfallende
Abfallprodukte das Wachstum limitierten.” Weiter vermutete er, dass eine Hemmung der
Angiogenese - wenn eine Gefdfineubildung fiir die Tumorexpansion essentiell wire — eine
Hemmung des Tumorwachstums bedeuten miisse.™

Es stellte sich heraus, dass nicht nur fiir das Tumorwachstum, sondern auch fiir die
Metastasierung Angiogenese eine entscheidende Rolle spielt.

Einerseits erleichtern die wunreifen Blutgefile des Tumors mit ihren reduzierten
Basalmembranen und den in geringerer Anzahl vorkommenden interzelluldren Verbindungen
(erhohte Permeabilitit) sowie die durch Enzyme degradierte Matrix den Tumorzellen den
Eintritt in den Blutstrom®', andererseits ist Angiogenese im Zielorgan notwendig, um die
Metastasen auf klinisch nachweisbare GroBe anwachsen zu lassen.*>

Fiir eine Vielzahl maligner Tumore konnte mittlerweile nachgewiesen werden, dass die
GefaBdichte im Primédrtumor direkt mit der Anzahl der zirkulierenden Tumorzellen und der
Anzahl der Metastasen und damit indirekt mit der Prognose korreliert: fiir das Mamma-
Karzinom>=**>2¢ fiir das PCa’">**"*%*! fiir das Bronchial-Karzinom**, fiir das Cervix-
Karzinom™ und das Ovarial-Karzinom™®.

Bereits 1934 beschrieb Willis ein Phdnomen, das er als ,,tumor-dormancy* bezeichnete: nach
der scheinbar kurativen Resektion eines Primdrtumors kommt es nach langer Latenzzeit zum
Auftreten von Metastasen.*® Die Erklarung fiir diesen ,,Schlafzustand”, die Tumorzellen
wiirden in der GO-Phase des Zellzyklus verharren um spéter reaktiviert zu werden, konnte im
Tierexperiment widerlegt werden.*’

»lumor-dormancy* resultiert vielmehr aus einem Gleichgewicht zwischen hoher
Proliferationsrate und hoher Apoptoserate.*® Ein Zusammenhang zwischen Angiogenese bzw.
deren Inhibition und ,,tumor-dormancy* konnte hergestellt werden, als sich im Tierexperiment
zeigte, dass derartige ,,dormant tumors* iiber lange Zeit ohne Neovaskularisation verbleiben.*
Der Wechsel vom avaskuldren zum vaskuldren Stadium wurde als ,,switch to angiogenesis*

bezeichnet™, betrifft aber nicht alle Zellen eines Tumors, wodurch eine Heterogenitit aus
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Zellen mit angiogenem (4-10 %) und Zellen mit nicht-angiogenem Phinotyp entsteht.”’

Vermutlich 16sen angiogene Peptide, die aus den Tumorzellen selbst, aus Makrophagen oder

der extrazelluldren Matrix stammen, diesen Schritt aus.>’

1.2.3 Faktoren der Anti-Angiogenese

Die Ergebnisse mehrerer tierexperimenteller Untersuchungen legten nahe, dass der angiogene
Phinotyp eines Tumors aus der Bilanz angiogener und anti-angiogener Faktoren resultiert:
Maiusen wurde subkutan eine Variante des Lewis lung carcinoma eingepflanzt. An der
Implantationsstelle entwickelten sich Tumore mit einem Volumen zwischen 800 und 2000
mm’® , in der Lunge traten Metastasen auf. Wurde der Primirtumor entfernt, kam es zu einer
raschen Zunahme der makroskopisch nachweisbaren Metastasen. Da sich bei
immundefizienten SCID-Maiusen dhnliche Ergebnisse erzielen lieen, konnte die Beteiligung
einer immunologischen Komponente ausgeschlossen werden.

Die Metastasen der Tiere, denen der Primértumor entfernt worden war, zeigten histologisch
eine starke Neovaskularisation. Bei erhaltenem Primédrtumor fanden sich mikroskopisch
Lungenmetastasen: Der Primédrtumor verhindert nicht, dass Tumorzellen die Lunge erreichen,
hemmt jedoch die Tumorzellen in der Neovaskularisation und am Wachstum. Die
Proliferationsrate der neovaskularisierten Metastasen war vergleichbar mit der nicht
neovaskularisierter Metastasen, doch war ihre Apoptoserate um vieles geringer.

In weiteren Experimenten wurde Tieren, denen der Primdrtumor entfernt worden war, Serum
oder Urin von Tieren mit Primértumor injiziert. Dies fiihrte zu einer deutlichen Reduktion der
Progression der Metastasen. Somit konnte die Vermutung, die Progression der Metastasen
werde durch einen in Zirkulation befindlichen Inhibitor supprimiert, gestiitzt werden. Eine
weitere Bestitigung brachte der Mouse-corneal-pocket-assay. Aus Serum und Urin von
Tieren mit Primirtumor wurde ein Protein, das fiir die Inhibition der Angiogenese
verantwortlich ist, isoliert. Dieses Protein mit einem Molekulargewicht von 38 kD, das in der
Mikrosequenzanalyse eine 98 %-ige Homologie zu einem internen Fragment des
Plasminogens ergab, wurde von den Autoren Angiostatin genannt.”

Warum Angiostatin Mikrometastasen am Wachstum hindert, nicht jedoch den Primértumor,
konnte durch die unterschiedliche Halbwertszeiten von Angiostatin (2,5 Tage) und VEGF (3
Minuten), der die Hauptrolle bei der Angiogenese spielt, erklart werden: Im Bereich des
Primértumors ist die VEGF-Konzentration trotz kiirzerer Halbwertszeit in Relation hdher als
die Angiostatin-Konzentration. Aufgrund seiner lingeren Halbwertszeit ist jedoch Angiostatin

in der Lage, in Metastasen die geringere VEGF-Konzentration zu antagonisieren.
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Angiostatin inhibiert die Angiogenese, indem es spezifisch die Endothelzellproliferation und -
migration hemmt. Wie bereits erwidhnt, handelt es sich bei Angiostatin um ein internes
Fragment des Plasminogens, das die ersten vier ,,kringle structures* beinhaltet.

Die Untersuchung der einzelnen Kringel (K) auf ihre Fahigkeit, die Endothelzellproliferation
zu hemmen, ergab, dass K1-3 eine hohere inhibitorische Aktivitit aufweist, als K1-4. Die
inhibitorische Aktivitit von K2 ist geringer als die von K1 oder K3.* K4, der nur eine geringe
anti-proliferative Aktivitit besitzt, hat jedoch die stirkste anti-migrative Wirkung.”> Auf der
Suche nach weiteren Anti-Angiogenen zeigte sich, dass auch die Kringel K1-5 anti-angiogene
Wirkung haben® und dass K5, der durch Unterbrechung des Zellzyklus und durch Apoptose
die Endothelzellproliferation hemmt, stirker anti-angiogen ist als Angiostatin.””*

Neben dem Prostata- (PC-3) und dem Pankreas-Karzinom (BxPC-3)*"®! wurde in der
Zwischenzeit bei einer Reihe anderer Tumorzell-Linien die Fidhigkeit nachgewiesen,
enzymatisch aus Plasminogen Angiostatin zu erzeugen®. Die Plasminogenaktivatoren t-PA
und u-PA scheinen bei mehreren dieser Zell-Linien eine wichtige Rolle bei der Bildung von
Angiostatin zu spielen.®** AuBerdem konnte eine Vielzahl von Enzymen gefunden werden,
die in vitro bei der Angiostatin-Erzeugung beteiligt sind: Kathepsin D*, die Matrix-Metallo-
Proteinasen MMP-2%, MMP-3%, MMP-7%7, MMP-9°7, MMP-12%, Plasmin®*®, Plasmin-
Thiolreduktase®’® und PSA”".

Der zweite tumorassoziierte Angiogenese-Inhibitor, der entdeckt wurde, war das Endostatin,
ein 20 kD schweres Fragment des Kollagens XVIIL.”> Endostatin wirkt spezifisch auf
Endothelzellen, indem es Apoptose-Inihibitoren- und Zell-Proliferations-Gene supprimiert.
Seine Bedeutung liegt jedoch in einer ausgesprochen starken antimigrativen Wirkung.”>"*
Seither wurde eine Vielzahl endogener Angiogenese-Inhibitoren gefunden. Aufféllig war vor
allem, dass die meisten von ihnen wie Angiostatin und Endostatin Spaltprodukte groferer
Proteine sind: ein 16-kD-Fragment des Prolactins’, Serpin Antithrombin (Fragment des
Antithrombins)’®, Vasostatin (Fragment des Calreticulins)’’, Restin (Fragment des Kollagens
XV)”®, Arresten (Fragment des Kollagens IVal)”, Canstatin (Fragment des Kollagens
IVa2)® und Tumstatin (Fragment des Kollagens IVa3)®'. Viele dieser Angiogenese-
Inhibitoren sowie weitere synthetisch hergestellte Produkte befinden sich momentan in
unterschiedlichen Phasen pharmakologischer Studien, im Hinblick auf ihren Einsatz in der

Tumorbehandlung (vgl. Tab. 4).
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Tab. 4: Angiogenese-Inhibitoren in pharmakologischen Studien (nach Cao, 2001)™

Name ‘ Phase ‘ Hersteller

Endothelzell-Inhibitoren

TNP-470 11 TAP Pharmaceuticals
Endostatin I Entra Med
Squalamine /1 Magainin
Thalidomide 11 NCI/Celgene
Angiostatin 1 Entra Med

Matrix-Metallo-Proteinase-Inhibitoren

Marimastat 1T British Biotech

BAY 12-9566 1 Bayer

AG3340 1 Agouron

Neovastat 1 Aeterna, Collagenex
Col-3 1 Bristol-Myers Squibb
BMS-275291 1 Wallingford

VEGF-Antagonisten

Anti-VEGF Antikorper | III NCI

PTK787/ZK22584 Juis Novartis
SU-5416 v Sugen
SU-66668 I Sugen

Cytokine

Interferon-2a I/III | erhiltlich
Interleukin-12 v Genetics Institute

Anti-Integrine

EMDI121974 /11 Merck, Darmstadt
Vitaxin 1I Ixsys

Andere

CAI I NCI

M862 1 Cytran

14



2 Fragestellung

Ziel der voliegenden Arbeit war es, herauszufinden, ob das Maus-Modell auf den Menschen
iibertragbar ist und inwieweit auch im humanen Bereich anti-angiogene Substanzen mit dem
Urin ausgeschieden werden. Um die ausgeschiedenen Substanzen auf ihre Féhigkeit, die
Angiogenese zu inhibieren, zu untersuchen, wurde ein Zellkultur-Assay mit humanen
mikrovaskuldren Endothelzellen etabliert.

Da zu Beginn der Arbeit Angiostatin der am besten untersuchte Angiogenese-Inhibitor war,
lag es nahe, nach diesem zu suchen. Diese Suche bei Patienten mit PCa durchzufiihren, war
durch klinische und experimentelle Daten begriindet, die zeigten, dass PSA als Serinprotease
in der Lage ist, aus Plasminogen proteolytisch Angiostatin bzw. Angiostatin-Spaltprodukte
freizusetzen.”"¥

Fiir die Klarung der Frage, ob es sich bei den im Urin ausgeschiedenen antiangiogenen

Substanzen um Angiostatin handelt, wurde ein Western-Blot durchgefiihrt.
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial

3.1.1 Herkunft

Die Urinproben, auf denen die vorliegende Arbeit basiert, stammen von einer Gruppe von
zehn Patienten, die aufgrund eines PCa im Zeitraum von Februar 1999 bis April 2001 an der
urologischen Klinik und Poliklinik der Universitdit Wiirzburg prostatektomiert wurden. Das
Alter der Patienten liegt zwischen 54 und 72 Jahren, der PSA-Wert betrigt zwischen 0,5 und
1996 pg/l.

Die Urinproben der gesunden Probanden stammen von drei Mitarbeiterinnen und sieben
Mitarbeitern der urologischen Klinik und Poliklinik der Universitit Wiirzburg, die zwischen
25 und 42 Jahre alt sind.

Bei den PCa-Patienten wurde der Urin vor der Prostatektomie abgenommen. Alle Urinproben
wurden als 24-Stunden-Urin gesammelt. Damit flieBt bei jeder Probe eiweiBreicher

Morgenurin mit in die Untersuchung ein.

3.1.2 Gewinnung und Aufbereitung

Von den iiber einen Zeitraum von 24 Stunden gesammelten Urinproben wurde jeweils 1 Liter
abgemessen. Die Proteinfillung erfolgte mit jeweils 650 g Ammoniumsulfat. Die Losung
wurde mit 13000 UPM 20 Minuten lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen, das
Sediment mit 50 ml Aqua dest. resuspendiert. Diese Losung wurde in einem Stericup mit
einer Durapore Membran GV 0,22 pm (Millipore GmbH, Schwalbach, Deutschland)
sterilfiltriert und tber Nacht in einem Dialyseschlauch flieBend gewissert. AnschlieBend
erfolgte eine Konzentrierung durch Ultrafiltration mit Hilfe eines Centricon-YM-10-Systems
(Millipore GmbH, Schwalbach, Deutschland) bei 5000 g fiir 30 Minuten. Die eine Halfte des
Konzentrats wurde flir die Verwendung im Zellkultur-Assay bei —80°C eingefroren, die

andere Halfte wurde sofort weiterverarbeitet.

3.2 Untersuchungsmethoden

3.2.1 Protein-A-Sepharose-System

Um die Menge des aus dem Urin gewonnenen Proteins zu reduzieren und gleichzeitig die
Konzentration des fiir uns interessanten Angiostatins zu erhdhen, bedienten wir uns des
Hilfsmittels der Immunprézipitation.

Hierbei werden spezifische Antikdrper benutzt, um Protein-Antigene aus komplexen

Proteinmischungen selektiv auszufillen.*** Dazu wird im Fall des Protein-A- bzw. Protein-
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G-Sepharose-Systems das Antigen mit einem Uberschuss an Antikdrpern in
Immunkomplexen gebunden. Aufgrund der meist geringen Konzentration des Antigens
prazipitieren die Immunkomplexe nicht. Die Prézipitation wird erreicht, indem die
Immunkomplexe an bakterielle Ig-Rezeptoren (Protein A aus Staphylococcus aureus bzw.
Protein G aus Streptococcus), die zuvor an Sepharose gekoppelt wurden, binden.**%7#%%

Zunéchst wurden 200 pl der Probe mit einem Zweifach-Immunpréizipitations-Puffer (2xIPP)
im Verhéltnis 1:1 gemischt (2xIPP: 1,76 g NaCl, 0,4 ml einer 0,5 M EDTA-Ldsung und 10 ml
einer 1 M Tris-HCI-Losung wurden mit Aqua bidest. auf 100 ml aufgefiillt). Darauthin
wurden 100 pl der Protein-A-Sepharose-Losung (rProtein A Sepharose Fast Flow, Amersham
Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland; Herstellung der gebrauchsfertigen Losung
nach beiliegender Anleitung) und 5 pl Angiostatin-Antikorper (Monoclonal Antibody
Angiostatin Ab-2, Merck Biosciences GmbH, ehemals Calbiochem-Novabiochem GmbH,
Schwalbach, Deutschland) hinzugegeben und der ganze Ansatz 2 Stunden bei 4°C unter
Drehbewegung inkubiert. Die Protein-A-Sepharose mit den gebundenen Immunkomplexen
wurde anschlieBend bei 10000 g fiir 30 Sekunden zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen, das Sediment mit ca. 500 pl Einfach-Immunprézipitations-Puffer (1xIPP) im
Vortex-Mixer resuspendiert und erneut zentrifugiert (1xIPP: 0,88 g NaCl, 0,2 ml einer 0,5 M
EDTA-Lo6sung und 5 ml einer 1 M Tris-HCI-Losung wurden mit Aqua bidest. auf 100 ml
aufgefillt). Dieser Waschvorgang wurde zweimal mit IXIPP wiederholt, zum Abschluss
wurde einmal mit PBS (PBS: 8,18 g NaCl, 0,15 g KCI, 1,38 g NaH,PO4x2H,0 und 0,20 g
KH,PO4 wurden mit Aqua bidest. auf 1 Liter aufgefiillt, der pH-Wert wurde auf 7,4
eingestellt) gewaschen. Das letzte Sediment wurde in 100 pl Proteinauftragspuffer (Roti-Load
1, Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland) aufgenommen, 5 Minuten auf 100°C
erhitzt und erneut zentrifugiert. Der Uberstand (freies Antigen und Antikdrper) wurde

unmittelbar der SDS-PAGE zugefiihrt.

3.2.2 Siaulenchromatographie

Alternativ zur Immunprizipitation versuchten wir, mithilfe der Sdulenchromatographie das
Proteingemisch aufzutrennen und Angiostatin zu isolieren.

Dazu wurden ca. 1 ml der Probe auf eine Superdex-75-gefiillte Sdule (Amersham Biosciences
Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) aufgetragen. Uber einen Zeitraum von 2,5 Tagen
wurden die Proteine mit Puffer aus der Sdule ausgewaschen (Puffer: 20 mM Tris, 0,1 M
NaCl, 1 mM EDTA, pH 8,0). Jeweils 3 ml des Eluats wurden in Cups aufgefangen. Der Inhalt

der Cups, bei denen wihrend der Eluation in der Photometrie ein ,,Peak* zu sehen war, wurde
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lyophilisiert und in Aqua dest. resuspendiert. Die so erhaltenen Proben wurden in der SDS-
PAGE (vgl. 3.2.3) aufgetrennt. Proben, die Banden im Bereich von 40-50 kD bildeten und
somit flir Angiostatin in Frage kamen, wurden erneut der SDS-PAGE zugefiihrt und im
Western-Blot untersucht. Unter den Banden, die im Bereich von 40-50 kD lagen, lie} sich
keine im Western-Blot markieren. Wir gehen davon aus, dass Angiostatin aufgrund des von
uns eingestellten pH-Wertes nicht aus der Sédule augewaschen werden konnte. Daher
verwendeten wir im Weiteren die Immunprézipitation als Mittel der Wahl zur Isolierung von

Angiostatin.

3.2.3 SDS-PAGE und Western-Blot

Die Gelelektrophorese wurde mit einem 12,5%-igen Trenngel und einem 4%-igen Sammelgel
durchgefiihrt. Fiir das Trenngel wurden 25 ml der Monomer-Solution (Rotiphorese Gel 30
37,5%, Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland), 15 ml Running Gel Buffer (1,5 M
Tris-HCL, pH 8,8), 600 pl 10%-ige SDS-Losung (SDS, Merck Biosciences GmbH,
Schwalbach, Deutschland), 19,1 ml Aqua bidest., 300 pl 10%-ige APS-Losung (APS, Carl
Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland) und 20 ul TEMED (TEMED, Carl Roth GmbH
& Co, Karlsruhe, Deutschland) verwendet, fiir das Sammelgel 2,66 ml Monomer-Solution,
5 ml Stacking Gel Buffer (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8), 200 pl 10%-ige SDS-Losung, 12 ml
Aqua bidest., 100 pl 10%-ige APS- Losung und 10 ul TEMED.

Zu 30 pl der Proben wurden10 pl Proteinauftragspuffer (Roti-Load 1, Carl Roth GmbH & Co,
Karlsruhe, Deutschland) hinzugegeben. Als Positivkontrolle wurde Angiostatin (Human
Angiostatin Protein, Merck Biosciences GmbH, ehemals Calbiochem-Novabiochem GmbH,
Schwalbach, Deutschland) verwendet, wobei 15 pl Angiostatin mit 5 pl Proteinauftragspuffer
gemischt wurden. Die Protein-Puffer-Gemische wurde 5 Minuten auf 90°C erhitzt und
anschlieBend auf Eis gestellt. Als Marker wurde ein Protein-Standard (Prestained Precision
Protein Standards Broad Range, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland)
verwendet.

Marker und Proben wurden auf das Gel aufgebracht. Der Laufpuffer fiir die
Elektrophoresekammer wurde wie folgt hergestellt: 30,28 g Tris, 144,13g Glycin und 10 g
SDS wurden mit Aqua bidest. auf 10 | aufgefiillt, der pH-Wert wurde auf 8,3 eingestellt. Die
Elektrophorese wurde im Bereich des Sammelgels mit einer Spannung von 70 V, im Bereich
des Trenngels mit einer Spannung von 150 V durchgefiihrt.

Sofort nach Beendigung der Elektrophorese wurde mit dem Gel ein Western-Blot
durchgefiihrt. Hierzu wurde eine PVDF-Membran (Sequi-Blot PVDF Membrane, Bio-Rad
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Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland) verwendet. Diese Membran wurde als
Vorbereitung zundchst in Methanol getaucht und anschlieBend fiir 2-3 Minuten in
Transferpuffer (Transferpuffer: 3,03 g Tris und 14,27 g Glycin werden mit Aqua bidest. auf
100 ml aufgefiillt, der pH-Wert auf 10 eingestellt; schlieBlich werden noch 200 ml Methanol
und 700 ml Aqua bidest. hizugegeben) nass gehalten. Gel und Membran wurden in die mit
Transferpuffer gefiillte Blotting-Kammer gebracht und bei einer Spannung von 70 V fiir 1
Stunde geblottet.

Nach dem Blot-Vorgang wurde die Membran eine Stunde auf dem Schiittler in
Blockierungslosung (Blockierungslosung: 2,5 g Magermilchpulver werden mit PBS/0,1%
Tween-20 auf 100 ml aufgefiillt und geldst) inkubiert. Darauthin erfolgte die Inkubation mit
dem ersten Antikorper [Inkubationslosung 1: 0,1 g Magermilchpulver werden mit PBS/0,1%
Tween-20 auf 10 ml aufgefiillt und gelost, der Angiostatin-Antikorper (Monoclonal Antibody
Angiostatin Ab-2, Merck Biosciences GmbH, ehemals Calbiochem-Novabiochem GmbH,
Schwalbach, Deutschland) wird darin 1:1000 verdiinnt] tiber Nacht bei 4°C auf dem Schiittler.
Nach dreimaligem Waschvorgang (Waschlosung 1: 10 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA
und 0,1% Tritron X-100; pH 7,5) fiir jeweils fiinf Minuten erfolgte die Inkubation mit dem
zweiten Antikorper [Inkubationslosung 2: : 0,1 g Magermilchpulver werden mit PBS/0,1%
Tween-20 auf 10 ml aufgefiillt und gelost, der fiir die Detektion notwendige zweite
Antikorper (Anti-mouse IgG, peroxidase-linked species-specific whole antibody, Amersham
Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) wird 1:2000 darin verdiinnt] iiber eine
Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schiittler. Im Anschluss wurde die Membran dreimal fiir
jeweils fiinf Minuten in Waschlosung 2 gewaschen (Waschlosung 2: 10 mM Tris, 1 M NaCl,
2 mM EDTA und 0,1% Tritron X-100; pH 7,5).

Die Detektion erfolgte nicht-radioaktiv mithilfe von horseradish peroxidase (HRP), die an den
zweiten Antikorper gebunden ist: Diese Peroxidase oxidiert das im Detektions-Reagenz (ECL
Plus Western blotting detection reagents, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland) enthaltene Lumigen PS-3 zu intermedidren Acridinium-Estern, die unter
Aussendung von Licht, wodurch die eingesetzten Rontgenfilme geschwérzt werden,
weiterreagieren.

Dazu wurde gemdll Anleitung das gebrauchsfertige Detektions-Reagenz hergestellt und die
Membran fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur darin inkubiert. Das Reagenz wurde entfernt,
die Membran mit Aqua dest. gespiilt, zwischen zwei Folien getrocknet und in der
Dunkelkammer eine Minute zusammen mit einem Rontgenfilm in eine Rontgenkassette

gesteckt. AnschlieSend wurde der Rontgenfilm entwickelt.
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3.2.3.1 Angiostatinnachweis

Um zu bestitigen, dass es sich bei dem von uns nachgewiesenen Protein um Angiostatin
handelt, wurde eine Probe des Proteins Prof. Dr. Hoppe vom Theodor-Boveri-Institut der
Universitidt Wiirzburg iibergeben.

Dort wurde eine SDS-PAGE mit angeschlossenem Blot durchgefiihrt. Das Gel wurde mit
Coomasie-Blue eingefarbt (Farbelosung: 50 mg Coomasie, 25 ml Methanol, 25 ml Aqua dest.
und 6,25 ml Essigsdure). Die Bande, die sich im Bereich von ca. 40 kD anfarben lieB und im
Blot ein positives Ergebnis zeigte, wurde aus dem Gel ausgeschnitten und sequenziert. Die

Sequenzierung ergab, dass es sich bei dem von uns isolierten Protein um Angiostatin handelt.

3.2.4 Zellkultur-Assay

Um das von uns isolierte Protein auf seine antiangiogene Eigenschaft hin zu untersuchen,
wurden im Zellkultur-Assay Endothelzellen mit Urin-Konzentrat inkubiert. Bei den
verwendeten Zellen handelte es sich um humane dermale mikrovaskuldre Endothelzellen
(HDMEC-c, PromoCell, Heidelberg, Deutschland).

Diese Endothelzellen wurden zunichst in mehreren Zyklen in Zellkulturflaschen vermehrt.
Die Zellkulturflaschen (Zellkulturflaschen, Nunc GmbH & Co KG, Wiesbaden, Deutschland)
wurden im Brutschrank bei 37°C und 5,5 % CO, inkubiert.

Fir die ,Zellfiitterung” wurde mit L-Gluthamin stabilisiertes, nach Earl s-gepuffertes
Medium M199 (M199, PAA Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland) verwendet, das
auBlerdem 10 % FCS (FCS,PAA Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland), 1 %
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep 10000 Einheiten, PAA Laboratories GmbH, Colbe,
Deutschland) und 1,1 ng/ml bFGF (human recombinant basic fibroblast growth factor, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland) an Zusétzen enthielt.

Fiir die Zellpassage und Aufteilung auf mehrere Zellkulturflaschen sowie fiir die Bestimmung
der Zellzahl vor der Einsaat in die 24-well-plates (Nunc GmbH & Co KG, Wiesbaden,
Deutschland) wurde zunidchst das Medium abgesaugt. Die Kulturflasche mit dem ,,Zellrasen*
wurde mit PBS (PBS: 8,18 g NaCl, 0,15 g KCl, 1,38 g NaH,PO4x2H,0 und 0,20 g KH,PO4
wurden mit Aqua bidest. auf einen Liter aufgefiillt, der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt)
gespiilt.

Die Ablosung der Zellen vom Untergrund erfolgte durch Zugabe von ca. 2 ml Trypsin/EDTA
(Trypsin/EDTA, PAA Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland). Die Reaktion des Trypsins
wurde im Anschluss durch ca. 5 ml Medium abgestoppt. Das Medium mit den abgeldsten

Zellen wurde bei 1000 UPM fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
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abgesaugt, das Sediment mit 10 ml Medium resuspendiert. Fiir die Zellzahlung wurden 50 pl
Zellsuspension mit 50 pl Trypanblau gemischt und in einer Neubauer-Zéhlkammer von Hand
unter dem Mikroskop ausgezdhlt. Fiir die Aufteilung der Zellen auf mehrere Kulturflaschen
wurde die Zellsuspension mit Medium versetzt, dass pro neue Kulturflasche etwa 1 Mio.
Zellen eingesdt wurden. Fiir die Einsaat in die 24-well-plates wurde eine Verdiinnung
hergestellt, in der 1 ml Medium 20000 Zellen enthielt. SchlieBlich wurden in eine 24-well-
plate 20000 Zellen pro well eingesit.

Am dritten Tag wurden 100 pl des Urinkonzentrats hinzugegeben. Als Positivprobe wurden
100 pl Angiostatin (Human Angiostatin Protein, Merck Biosciences GmbH, ehemals
Calbiochem-Novabiochem GmbH, Schwalbach, Deutschland), als Negativprobe 100 ul Aqua
dest. verwendet. Jede Probe wurde in drei wells getestet.

Die Auszdhlung der 24-well-plates erfolgte am fiinften Tag entsprechend dem oben
dargestellten Vorgehen: die Zellen jedes wells wurden mit Trypsin/EDTA abgeldst, die
Reaktion durch Zugabe von Medium gestoppt. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert und
mit 500 ul Medium resuspendiert. 50 pl Suspension wurden mit 50 ul Trypanblau versetzt

und von Hand in der Zéhlkammer ausgezéhlt.

3.2.4.1 bFGF-Konzentration
Bevor die Versuchsreihe unter Zugabe des von uns isolierten Angiostatins zu den
Endothelzellkulturen begann, wurde in einem Vorversuch die bFGF-Konzentration fiir die

optimalen Wachstumsbedingungen in unserem Zellkultur-System ermittelt (vgl. Abb. 2).
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Abb. 2: Abhingigkeit des Zellwachstums von der bFGF-
Konzentration
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Dazu wurden in 24-well-plates 25000 Endothelzellen eingesit. Als Medium wurde mit L-
Gluthamin stabilisiertes, nach Earl's-gepuffertes Medium M199 (M199, PAA Laboratories
GmbH, Colbe, Deutschland) verwendet, das wiederum 10 % FCS (FCS,PAA Laboratories
GmbH, Colbe, Deutschland) und 1 % Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep 10000 Einheiten,
PAA Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland), jedoch keinen bFGF enthielt.

bFGF (human recombinant basic fibroblast growth factor, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland) wurde nach einer Anwachszeit von 24 Stunden in Konzentrationen
von 0 bis 6 ng/ml zugegeben. Fiir jede Konzentration wurden drei wells angesetzt. Nach einer
Inkubation von 72 Stunden erfolgte die Auszdhlung der wells von Hand nach dem oben
beschriebenen Vorgehen. Von den Zellzahlen, die einer Konzentration zugehdrig waren,
wurde der Mittelwert gebildet. Die meisten Zellen und damit die besten
Wachstumsbedingungen fanden sich bei einer bFGF-Konzentration von 1,5 ng/ml. Da bei den

Testreihen mit Angiostatin nur jeweils 20000 Zellen eingesit wurden, wurde letztlich bei den
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Versuchen eine bFGF-Konzentration von 1,1 ng/ml verwendet. Die weiteren Ergebnisse sind

in Abb. 2 dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Angiostatinnachweis im Western-Blot

4.1.1 gesunde Probanden

Die Probanden, Mitarbeiter der Urologischen Klinik und Poliklinik der Universitidt Wiirzburg,
waren zwischen 25 und 42 Jahre alt (Mittelwert: 33,9 Jahre). Zum Zeitpunkt der Abgabe der
Urinprobe ist bei keinem der Probanden eine Erkrankung bekannt.

Aus mehreren Untersuchungen ist bereits bekannt, dass sich auch im Urin gesunder Menschen

Angiostatin in geringen Mengen nachweisen ldsst.”*”!

Im Gegensatz zu diesen
Untersuchungen, die die Menge des signifikant nachweisbaren Angiostatins (,,cut off*) bei 15
bzw. 16 pg/l Urin ansetzten, legten wir, da wir die Menge des vorhandenen Angiostatins nicht
bestimmten, kein ,,cut off level* fest. Als Nachweis fiir vorhandenes Angiostatin galt somit

die Detektion im Western-Blot in Kombination mit der Protein-Sequenzierung (vgl. Abb. 3).

kD AS Pl P2 P3 P4 PS5  4pb. 3: Western-Blot des Urins gesunder
1228: Probanden. AS: Positivkontrolle
100- Angiostatin, P1-5: Probanden 1 bis 5

75 -

A R K

Als Positivkontrolle wurden 15 pl Angiostatin (Human Angiostatin Protein, Merck
Biosciences GmbH, ehemals Calbiochem-Novabiochem GmbH, Schwalbach, Deutschland)
verwendet. Die Banden der gesunden Probanden P1-5 lagen ebenso wie die Positivkontrolle
Angiostatin im Bereich von 50 kD. Der endgiiltige Nachweis, dass es sich bei dem im
Western-Blot markierten Proteine um Angiostatin handelt, erfolgte mithilfe einer Protein-
Sequenzierung (vgl. 3.2.3.1).

Somit konnten wir bei allen zehn gesunden Probanden im Western-Blot Angiostatin bzw.
Angiostatin-Spaltprodukte nachweisen. Aussagen iiber die Konzentrationen des
Gesamtproteins bzw. des Angiostatins in einzelnen Proben lieBen sich allein anhand der

unterschiedlichen Grof3e der Banden nicht treffen.
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4.1.2 Patienten mit Prostatakarzinom

Das Alter der Patienten mit PCa zum Zeitpunkt der Behandlung an der Urologischen Klinik
und Poliklinik der Universitdt Wiirzburg betrug zwischen 54 und 72 Jahre (Mittelwert: 61,8
Jahre). Da wir, wie bereits erwihnt kein ,,cut off level” festlegten und eine Detektion des
Proteins Angiostatin im Western-Blot als Nachweis galt, fand sich auch bei allen PCa-

Patienten Angiostatin im Urin (vgl. Abb. 4).

kD AS Pl P2 P3 P4 P5 AS P6 P7
2008 Abb. 4: Western-Blot des Urins
150~ von Prostatakarzinom-
100~ Patienten. AS: Positivkontrolle
50- i *- e yaa Angiostatin, P1-7: Patienten 1
373 bis 7
15%

- - e

Als Positivkontrolle wurden 30 bzw. 15 ul Angiostatin (Human Angiostatin Protein, Merck
Biosciences GmbH, ehemals Calbiochem-Novabiochem GmbH, Schwalbach, Deutschland)
verwendet.

Wiederum zeigten sich bei den Patientenproben P1-7 und bei den Positivkontrollen Banden
im Bereich von 50 kD. Die Proben P3 und P4 zeigten auBerdem eine weitere Bande im
Bereich von 45 kD. Hierbei handelt es sich vermutlich um ein Angiostatin-Spaltprodukt, das
in der Literatur bereits erwdhnt wurde.”' Die Struktur, Funktion und Herkunft des Proteins,
dessen Bande sich im Bereich von 12 bis 15 kD im Verlauf der Versuche bei mehreren PCa-
Patienten (P4-7) immer wieder zeigte, ist nicht bekannt. Auch bei den Patienten kénnen von
der Grofe der Banden keine Riickschliisse auf die Menge des vorhandenen Angiostatins
gezogen werden, eine Konzentrationsbestimmung des Gesamtproteins im Urinkonzentrat
erfolgte nicht. Die Nierenfunktion, die, wie bereits diskutiert’’, groBBen Einfluss auf die
Protein- und damit Angiostatin-Konzentration im Urin hat, war bei den von uns gewihlten

Patienten weitgehend normal.
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4.2 Wachstumshemmung im Endothelzellkultur-Assay

4.2.1 gesunde Probanden

Nach einer Anwachszeit der Zellen von zwei Tagen wurden am dritten Tag jeweils drei wells
die Urinkonzentrate der gesunden Probanden, Angiostatin als Positiv- und Aqua dest. als
Negativprobe zugesetzt. Die Auszdhlung der Zellen erfolgte am fiinften Tag. Von den
Zellzahlen, die einer Probe zugehorig waren, wurde der Mittelwert gebildet. Die Ergebnisse
der Untersuchung sind in Abb. 5 dargestellt.

Mit Ausnahme der Probe 5 (Mittelwert: 290000) wurde das Zellwachstum im Vergleich zur
Negativ-Kontrolle, fiir die ein Mittelwert von 320000 Zellen ermittelt wurde, bei allen
Proben deutlich gehemmt. Die Wachstumshemmung der Proben 1, 6 und 7 lag dabei im
Bereich der Wachstumshemmung der Positiv-Kontrolle mit 100 pl Angiostatin (Mittelwert:
50000). Zellunterginge z.B. durch toxische Wirkung des Urins konnten mithilfe der

Mikroskopie ausgeschlossen werden.

Abb. 5: Zellzahl unter Inkubation mit dem Urin gesunder
Probanden
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Somit konnte bei erbrachtem Nachweis von Angiostatin und Angiostatin-Spaltprodukten im

Western-Blot in 10 Proben fiir mindesten 9 von diesen Proben im Endothelzellkultur-Assay
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eine antiangiogene Wirkung ermittelt werden. Ob diese wachstumshemmende Wirkung auf
Angiostatin oder seine Spaltprodukte zurlickzufiihren ist, ist nicht bekannt.

Daraus lésst sich schlieBen, dass auch gesunde Menschen anti-angiogene Proteine im Urin
ausscheiden. Eine Korrelation der Proliferationshemmung mit dem Alter oder dem Geschlecht

fanden wir bei unseren Probanden nicht.

4.2.2 Patienten mit Prostatakarzinom

Die Ergebnisse fiir die Patienten wurden in gleicher Weise ermittelt wie die Daten der
gesunden Probanden. Von den zugehorigen Zellzahlen wurde der Mittelwert gebildet. Jede
der Proben zeigte eine deutliche Verminderung der Zellzahl im Vergleich zur Negativ-
Kontrolle  (Mittelwert:  199750) wund damit eine deutliche Inhibition des
Endothelzellwachstums. Die Zellzahlen nach Inkubation mit den Proben 2, 7 und 8 lagen im
Bereich der Positiv-Kontrolle mit 100 pl Angiostatin (Mittelwert: 45500). Die Ergebnisse
werden in Abb. 6 dargestellt.

Abb. 6: Zellzahl unter Inkubation mit dem Urin von
Prostatakarzinom-Patienten
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Die Ergebnisse zeigen, dass bei nachgewiesenem Angiostatin/nachgewiesenen Angiostatin-
Spaltprodukten im Zellkultur-Assay in jeder Probe der PCa-Patienten eine angiogenese-

inhibitorische Wirkung nachweisbar ist.
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Eine Korrelation dieser inhibitorischen Wirkung mit Alter, PSA-Wert, Tumorstadium oder
Grading fand sich nicht. Ebensowenig lieBen sich, nicht zuletzt wegen der kleinen Fallzahlen

in beiden Gruppen, Gesunde von Tumortrdgern unterscheiden.
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5 Diskussion

5.1 Ubertragbarkeit des Tiermodells auf den Menschen

Eine Aufgabe unserer Untersuchungen war es, herauszufinden, ob — analog zum Nachweis
anti-angiogener tumorassoziierter Proteine im Tiermodell — auch bei humanen Tumoren wie
dem PCa Angiostatin nachweisbar ist.

O’Reilly fand heraus, dass Angiostatin nicht nur im Serum tumortragender Méuse zirkuliert,
sondern auch im Urin ausgeschieden wird.”® Daher beschlossen wir, aufgrund der weniger
invasiven Probengewinnung Urin als Untersuchungsmaterial zu verwenden.

Da wir bei allen von uns ausgewihlten Patienten Angiostatin im Urin nachweisen konnten,
kann man spekulieren, ob auch die Ergebnisse der Lewis-lung-carcinoma-tragenden Mause
auf zumindest einige menschliche Tumore {ibertragen werden koénnen, d.h. ob in Anlehnung
an O'Reillys Versuche bei Eingriffen in das Gleichgewicht zwischen angiogenen und
antiangiogenen Faktoren das Tumorwachstum unterdriickt oder im unglinstigen Fall das
Metastasenwachstum gefordert werden kann.

O'Reillys Hypothese, dass ein Primidrtumor einerseits die Angiogenese und damit das
Wachstum im eigenen Kapillarbett stimulieren kann, andererseits aber die Angiogenese im
Kapillarbett der Metastasen oder eines Zweittumors inhibieren kanngz, wirde, auf
menschliche Tumore iibertragen, bedeuten, dass es im ungiinstigen Fall nach Exzision eines
Primértumors zum fulminanten Wachstum bereits bestehender Metastasen kommt: die
Entfernung des proteolytisch wirksamen Tumors fiihrt zur verminderten Freisetzung anti-
angiogener Proteine in die Zirkulation, im Bereich der Metastasen entfdllt somit die durch
Angiogenese-Inhibitoren gesteigerte Apoptoserate von Endothelzellen. Im giinstigen Fall
wire es aber moglich, mithilfe von Angiogenese-Inhibitoren das Tumorwachstum zu
beschrdnken. Damit hitte man eine unterstiitzende Therapiemdglichkeit in der Hand oder

miisste tiberhaupt nicht mehr operieren, da Tumor und Metastasen nicht weiterwachsen.

5.2 klinischer Einsatz von Angiogenese-Inhibitoren

Mit der Isolierung des ersten Angiogenese-Inhibitors wurde deutlich, dass ein Eingreifen in
das Gleichgewicht zwischen angiogenen und anti-angiogenen Faktoren mdglicherweise eine
neue Form der Krebstherapie bedeuten konnte.”

Aufbauend auf frithere Versuche behandelte Parangi Miuse, die SV40-Tag-Onkogene trugen
und damit die Eigenschaft hatten, Pankreas-Inselzell-Karzinome zu entwickeln (RIP1-Tag2),
mit drei unterschiedlichen, anti-angiogen wirksamen Substanzen: AGM-1470 (TNP-470, ein

synthetisches Analogon des Fumagillin), Minozyklin und Interferon o/f. Es zeigte sich, dass
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die Tumormasse auf etwa zehn Prozent im Vergleich zu unbehandelten Mausen reduziert war,
die Gefdfldichte wurde mehr als halbiert. Die Tumorzellproliferation wurde nicht beeinflusst,
jedoch war die Apoptoserate in behandelten Mausen etwa zweifach hoher.”

Um die Wirksamkeit von Angiogenese-Inhibitoren auf die einzelnen Stadien des
Tumorwachstums zu untersuchen, wurden vier Inhibitoren jeweils in unterschiedlichen
Phasen verabreicht: AGM-1470, BB-94 (Batimastat, ein MMP-Inhibitor), Angiostatin und
Endostatin.

In der ersten Phase (prevention trial), dem Ubergang vom hyperplastischen Stadium zum
soliden Tumor durch den ,,angiogenic switch* konnte BB-94 die Haufigkeit des ,,angiogenic
switch® um 50 %, Endostatin um iiber 60 % reduzieren, wihrend AGM-1470 und Angiostatin
keine signifikanten Effekte zeigte.

Im ,,intervention trial“ (Méuse, die bereits kleine solide Tumore tragen) konnte Angiostatin
die Tumormasse um 60 %, AGM-1470 und BB-94 um tiber 80 % und Endostatin um fast
90 % reduzieren.

Im ,,regression trial* sollten Méuse mit groer Tumormasse, die kurz vor dem Tod (erwartete
Lebenszeit weniger als zwei Wochen) standen, auf eine Tumorregression durch die
Inhibitoren untersucht werden. Alle Substanzen konnten die Lebenszeit um mindestens zwei
Wochen verldngern; AGM-1470 und eine Kombination aus Endostatin und Angiostatin
konnte auBlerdem die Tumormasse verringern. Wiederum zeigte sich keine Beeinflussung der
Tumorzellproliferation, jedoch eine Vermehrung der apoptotischen Tumorzellen um das
Zwei- bis Dreifache.”**

Diese Untersuchungen zeigten, dass, bis auf wenige Ausnahmen, Angiogenese-Inhibitoren in
der Lage waren, die Tumormasse zu verringern, den Tumor auf die GroB3e des avaskuldren
Stadiums zu reduzieren, ihn jedoch nicht vollstindig entfernen konnten. Daher liegen die
Moglichkeiten der Angiogenese-Inhibitoren vermutlich vor allem in der Potenzierung parallel
gegebener Chemotherapeutika durch kombinierte Verabreichung’””*®: Somit wird nicht nur
das Tumorzell-Kompartiment sondern auch das Endothelzell-Kompartiment beeinflusst.”> Ein
entscheidender Vorteil der Angiogenese-Inhibitoren als Tumortherapeutika ist die
vergleichsweise geringe Toxizitdt und, zumindest bei direkten Angiogenese-Inhibitoren, ein
Fehlen der, bei Chemotherapeutika so gefiirchteten Resistenzbildung”:

Direkte Angiogenese-Inhibitoren (z.B. Endostatin) inhibieren die Motilitidt und Proliferation
genetisch stabiler Endothelzellen und arbeiten damit unabhéngig vom Tumorzell-Genom. Im
Gegensatz dazu inhibieren indirekte Angiogenese-Inhibitoren (z.B. Anti-VEGF-Antikorper)

ein Tumorzell-Produkt. Solange der Tumor lediglich dieses angiogene Protein exprimiert, ist
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der Inhibitor wirksam. Sobald mutierte Tumorzellen in der Lage sind, andere angiogene
Proteine (z.B. bFGF) zu produzieren, ist der Tumor resistet gegeniiber diesem Inhibitor.'®

Die Intention konventioneller Chemotherapeutika, moglichst viele Tumorzellen in moglichst
kurzer Zeit abzutdten, sollte fiir Angiogenese-Inhibitoren neu {iberdacht werden:
Angiogenese-Inhibitoren miissen, da sie den Tumor nur ins avaskuldre Stadium iiberfiihren,
nicht jedoch abtéten, liber einen langen Zeitraum (evtl. bis an das Lebensende) in kleinen

S 101
Dosen ein- bis mehrmals am Tag gegeben werden.

Die zweite Einsatzmoglichkeit neben
der Kombination mit konventionellen Chemotherapeutika wére damit die langzeitliche
Unterdriickung bereits bestechender Metastasen, vor allem wenn der Primdrtumor entfernt
wurde.

Hierin zeigen sich die Nachteile der Angiogenese-Inhibitoren fiir die klinische Anwendung:
aufgrund der kurzen Halbwertszeit wiederholte Verabreichung durch Injektion ein- bis
mehrmals am Tag, hohe zu verabreichende Dosen (vermutlich mehrere Gramm pro Tag) und
damit verbundene hohe Kosten.

Obwohl einige der Angiogenese-Inhibitoren momentan Bestandteil pharmakologischer
Studien sind (vgl. Tab. 4), ist gerade die Verfiigbarkeit ausreichender Mengen aktiver
Proteine ein Problem.

Um die Probleme der Verfiigbarkeit in Zukunft 16sen zu konnen, miissen mehrere Ansétze
iiberdacht werden: Kombination unterschiedlicher Angiogenese-Inhibitoren untereinander
oder mit konventionellen Tumortherapien, Identifizierung und Isolierung hochwirksamer
Angiogenese-Inhibitoren, anti-angiogene Gentherapie, Erhohung der Inhibitor-Konzentration

am Wirkort und eine Verlingerung der Halbwertszeit.*

5.3 Nachweis von Angiostatin bei Gesunden
Bereits seit langer Zeit ist bekannt, dass Tumorwachstum und Metastasierung von pro- und

anti-angiogenen Faktoren beeinflusst und reguliert werden.”

Mit Angiostatin, einem
Spaltprodukt des Plasminogens, konnte zum ersten Mal ein tumorassoziierter Angiogenese-
Inhibitor aus dem Urin von Mausen mit Lewis-lung-carcinoma isoliert werden.”® Erst in
letzter Zeit zeigten Untersuchungen, dass auch Gesunde, die als Vergleichsgruppen
fungierten, in mehr oder weniger grofem Umfang anti-angiogene Proteine mit dem Urin
ausscheiden.”””!

Da wir bei allen unseren gesunden, willkiirlich ausgewidhlten Probanden Angiostatin bzw.

seine Spaltprodukte nachgewiesen haben, kann nun mit Sicherheit gesagt werden, dass anti-
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angiogene Proteine unabhidngig vom Vorhandensein maligner Tumoren physiologischerweise
mit dem Urin ausgeschieden werden.

Dies wiederum bedeutet, dass Angiostatin nicht nur in der Tumorangiogenese eine Rolle
spielt. Es muss vielmehr angenommen werden, dass Angiostatin als physiologischer
Modulator der Angiogenese an dem Gleichgewicht zwischen angiogenen und anti-angiogenen
Faktoren beteiligt ist und dass es dhnlich den Faktoren des Gerinnungssystems bei Bedarf
aktiviert oder inaktiviert werden kann. Fiir eine Aktivierung im Bedarfsfall, wie sie auch die
Gerinnungsfaktoren erfahren, spricht auch die Tatsache, dass viele anti-angiogene Proteine
Fragmente groferer Proteine (z.B. Plasminogen, Kollagen XVIII oder Prolactin) sind und aus
diesen durch proteolytische Enzyme gebildet werden konnen.

Dadurch wirft sich die Frage auf, ob im menschlichen Koérper im Falle eines Gleichgewichts
unbemerkt parallel Angiogenese und Antiangiogenese ablaufen, wie bei der Blutgerinnung
Gerinnung und Lyse. Welche Rolle spielen auBBerdem die vielen anderen bekannten Anti-
angiogene? Sind sie alle Faktoren einer physiologischen GefaB3bildung oder kommen einige

von ithnen spezifisch bei unterschiedlichen Tumoren vor?
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6 Zusammenfassung

Die Angiogenese beschreibt einen entscheidenden Schritt fiir Tumorwachstum und
Metastasierung. Die Tendenz, neue Blutgefifle zu bilden, wird durch das Gleichgewicht
angiogener und nicht-angiogener Faktoren bestimmt. In einer Reihe eleganter
tierexperimenteller Versuche gelang es O'Reilly erstmals einen tumorassoziierten Inhibitor
der Angiogenese, den er Angiostatin nannte, nachzuweisen und zu isolieren.

Uns gelang es, im Western-Blot Angiostatin und Angiostatin-Spaltprodukte sowohl aus dem
Urin von PCa-Patienten als auch aus dem Urin gesunder Probanden nachzuweisen und zu
isolieren. Die anti-angiogene Wirksamkeit des von uns isolierten Proteins wurde im
Endothelzellkultur-Assay bestdtigt. Eine Differenzierung gesunder Personen von PCa-
Patienten war aufgrund der kleinen Fallzahlen nicht mdglich. Der Nachweis von Angiostatin
bei Gesunden belegt aber, dass anti-angiogene Proteine unabhingig vom Vorhandensein
maligner Tumore im Urin ausgeschieden werden. Es bleibt zu vermuten, dass Angiogenese-
Inhibitoren &hnlich den Gerinnungsfaktoren bei Bedarf aktiviert und inaktiviert werden
konnen. Der Angiogenese zugrunde liegende Mechanismen und beteiligte Faktoren sind
Bestandteil intensiver Forschung. Unklar ist, ob Angiogenese-Inhibitoren in Zukunft in der

Krebstherapie die Rolle spielen werden, die man ihnen bei ihrer Entdeckung zuschrieb.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
aFGF
ASAP
bFGF
BPH
BPS
Ig
mRNA
PAH
PAI
PCa
PD-ECGF
PIN
PSA
Tab.
TGF
TNF
t-PA
TRUS
TURP
TVP
u-PA
VEGF
VPF

Abbildung

acidic fibroblast growth factor
atypical small acinar proliferation
basic fibroblast growth factor
benigne Prostatahyperplasie

benignes Prostata-Syndrom
Immunglobulin
Messenger-Ribonukleinsdure
postatrophe Hyperplasie
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor
Prostatakarzinom

platelet-derived endothelial cell growth factor
prostatische intraepitheliale Neoplasie
prostataspezifisches Antigen

Tabelle

transforming growth factor

tumor necrosis factor

tissue-type plasminogen activator
transrektaler Ultraschall
transurethrale Resektion der Prostata
transvesikale Prostatektomie
urokinase-type plasminogen activator
vascular endothelial growth factor

vascular permeability factor, Synonym fiir VEGF
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