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Referat

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Evaluation v@steopontin als Plasmamarker fur
hypoxisches Gewebe in malignen Gliomen.

Dazu wurden von den eingeschlossenen Patientempgugitoy, vor Beginn und nach
Ende der Bestrahlung und zur ersten Nachsorgeuctarag insgesamt 4 Plasmaproben
gewonnen, in denen die OPN-Konzentration mitteldSBL bestimmt wurde. Als
Surrogatparameter fur die Tumorhypoxie wurde dasludMen der zentralen
Tumornekrose in praoperativen MRT- und CT-Aufnahmermessen, aul3erdem auch
das Gesamtvolumen des Tumors. Die Patienten wumkgchverfolgt und die
Uberlebenszeit ermittelt.

Es zeigte sich eine kontinuierliche Zunahme der @®Nzentration von
Abnahmezeitpunkt zu Abnahmezeitpunkt. Fir das Nsdwolumen und das
Tumorvolumen, aber am besten fir das relative Nekrolumen (Nekrosevolumen /
Tumorvolumen), das eher ein Malignitats- als eirpbiiemarker ist, zeigte sich eine
positive Korrelation zwischen groR3em Volumen unthéroOPN-Plasmakonzentration.
Die Gesamtliberlebenszeit war bei Patienten mit hdBN-Plasmakonzentration
verkurzt.

Osteopontin ist nach den vorliegenden Daten eihveissprechender Plasmamarker der
Tumormalignitat bei malignen Gliomen und wird vethimln hauptsachlich von
infiltrativen Tumorzellen im makroskopisch gesundémgebungsparenchym gebildet.
Diese konnen bei der Operation nicht entfernt werdaeshalb steigt die OPN-
Plasmakonzentration postoperativ weiter an. Dientigg von OPN als Hypoxiemarker
bei malignen Gliomen bleibt unklar, weil das Volumger zentralen Tumornekrose als
Surrogatparameter der Tumorhypoxie nicht ausretivahdiert ist.

Cuno, Peter: Osteopontin als Plasmamarker der Thwpokie bei Patienten mit
malignen Gliomen. Halle (Saale), Univ., Med. Fdkss., 80 Seiten, 2013
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1. Einleitung

1.1 Maligne Gliome

1.1.1 Epidemiologie und Einteilung

Bei etwa 70% der insgesamt seltenen malignen, peimBlirntumore handelt es sich
um maligne Gliome (jahrliche Inzidenz ca. 5/ 1@@.&inwohner). Davon sind 60-70%
Glioblastome (Glioblastoma multiforme, GBM, WHO°IMjJie bdsartigsten Hirntumore
Uberhaupt. Weitere Vertreter sind anaplastischeroagtome (10-15%, WHO°III),
anaplastische Oligodendrogliome (10%, WHO*°IIl) waitene histologische Subtypen.
Die Inzidenz maligner Gliome ist in den letzten rdghnten leicht gestiegen, wohl
aufgrund gestiegener Lebenserwartung und verbess@&iagnostik. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt beim Glioblastom im 64., l@iaplastischen Gliomen im 45.
Lebensjahr. Manner erkranken etwas haufiger alsdfra

Statistisch gesicherte Risikofaktoren sind nur s@rende Strahlung und familiare
Haufung. Prognostisch unginstig wirken hoéheres hséier, ein nicht resezierbarer
Tumorrest und ein niedriger Karnofsky-Index, alseaeringe Restselbststandigkeit.
Bei optimaler Therapie betragt die mittlere Ubegietreit bei Glioblastomen ca. 12-15
Monate, bei Grad-IlI-Gliomen 2-5 Jahre. Die ,Heifimgilt weiterhin als unmaoglich.

1.1.2 Pathologie

Maligne Gliome entstehen meist subkortikal in demo@hirnhemispharen, vermutlich
aus neuronalen oder glialen Stammzellen des zentrdervensystems (ZNS). Alle
Lappen koénnen betroffen sein, am haufigsten Frontald Temporallappen. Bei
Lokalisation im Balken wachsen sie oft als ,Schewitigsgliom® beidseits ins
Frontalhirn ein. Auch in Thalamus und Hirnstammt @b maligne Gliome.

Sie wachsen relativ rasch, zeigen eine tiefe tafibtn des gesund erscheinenden
Parenchyms, sind stark vaskularisiert, neigen mblgiungen und zur Ausbildung eines
erheblichen perifokalen Odems, zum Teil bis zur platien Hemispharenschwellung.
Wie fir alle primaren Malignome des ZNS gelten &isshe Malignitatskriterien nur
eingeschrankt. Eine Infiltration benachbarter Gasveie Dura und Schadelknochen ist

sehr selten, eine hamatogene Streuung extrem selfdoiropfmetastasen im
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Liquorsystem kommen gelegentlich vor, ein multilékes Auftreten innerhalb des
Gehirns (Gliomatosis cerebri) ist relativ haufig.

Das anaplastische Astrozytom unterscheidet sich dem gutartigeren Astrozytomen
durch eine erhdhte Zelldichte und Mitoserate, Kigmian wie Grol3envarianz und
Hyperchromasie und die Neigung zur Kontrastmittedaomerung.

Das Glioblastom zeigt zusatzlich atypische Mikr@dgdroliferationen, oft mit einem
glomeruloiden Muster. Haufig sind mehrkernige Riesdlen und strichférmige oder
flachige Nekrosen, um die sich die Tumorzellenaadnordnen (Palisadenstellung).
Das anaplastische Oligodendrogliom ist sehr zehlreneigt zu Verkalkungen und zeigt
die so genannte ,Honigwabenarchitektur®: Isomorphellen, deutlich sichtbare

Zellmembranen, wasserhelles Zytoplasma, zentralgfénKern Kleihues et al., 2005)
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Abb.1 -Exemplarische Darstellung der Histologie eine®ldtistoms. Dargestellt ist vital

Tumorgewebe mit polymorphen Zellen, Kernatypien amehrkernigen Tumorriesenzell

(1), eine flachenhafte Nekrosatntypischer Palisadenstellung der umgebenden Trzetien

(2), atypische TumorblutgefaRe mit teilweise glomh@idem Wuchsmuster (3), d

Neuropil des umgebenden Hirnparenchyms mit einpelapillaren (4) und diffus in dé
Normalgewebe infiltrierende Tumorzellen (Enodifiziert nach Schiote et al., 1999)

1.1.3 Symptomatik und Diagnostik

Haufige Initialsymptome sind Kopfschmerz, meisttgisischer Hirndruckkopfschmerz

mit Ubelkeit und morgendlichem Maximum, auRerdenmietheit, Gedachtnisverlust,
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Personlichkeitsveranderung, Krampfanfalle und fal@lrologische Ausfalle bis hin

zur Halbseitensymptomatik.

Wichtigstes Diagnostikum ist heute das MRT, im A&litauch das CT. Beide zeigen
eine inhomogene Tumormasse, das Marklagerédem une enregelmafige

Kontrastmittelanreicherung, die beim Glioblastomisheandbetont ist (Ring- oder
Girlandenform). Dies ist das radiologische Korredgr sehr haufigen und fur diese
Arbeit wichtigen zentralen Tumornekrose und ihrgalen Randsaum.

Die Diagnosesicherung kann aber nach wie vor metoluigisch erfolgen, weshalb vor

Beginn der spezifischen Therapie immer eine Resekider Biopsie angestrebt wird.

1.1.4 Therapie

Neben der supportiven Therapie besteht die Statigaepie aller malignen Gliome
heutzutage aus Operation, Bestrahlung und Chenagtieger Oligodendrogliome
sprechen insgesamt besser auf die Therapie arsaiszitome.

Die Operation sollte mdglichst eine makroskopistlalresektion erreichen, also die
restlose Entfernung des makroskopisch sichtbaremofgewebes. Dies stellt einen
signifikanten Uberlebensvorteil daiStummer et al., 2008)Wegen der diffusen
Infiltration gesunden Nachbargewebes verbleibengkdtets Tumorzellen in situ.

Die Bestrahlung verlangert die mittlere Uberlebefitsmegeniiber der alleinigen
Operation von 3-4 auf 7-12 Monate. Ublich ist heatee Mehrfeldbestrahlung mit
einer Gesamtdosis von 60 Gy in Fraktionen von st Gy an 5 Tagen/Woche. Bei
schlechtem Allgemeinzustand wird oft auch verkiirad geringer fraktioniert bestrahlt.
Fur die adjuvante Chemotherapie hat sich seit 2086 Zytostatikum Temozolomid
durchgesetzt, das die mittlere Uberlebenszeit viab@stompatienten von 12.1 auf
etwa 14.6 Monate und die 2-Jahresiberlebensratd@@nhauf 26.5 % steigern konnte
(Stupp et al., 2005)

Trotz optimaler Therapie rezidivieren wegen ihnefiitrativen Charakters nahezu alle
malignen Gliome lokal, also am Ort ihrer Erstmastid¢ion - GBM im Mittel 7 Monate
nach Therapieende. Eine einheitliche Rezidivtherapt nicht etabliert, da weder
Operation, noch Bestrahlung, noch Chemotherapiezébgende Erfolge erzielen.
(Wen und Kesari, 2008; Hacke et al., 2010)



1.2  Tumorhypoxie

1.2.1 Was ist Tumorhypoxie?

Ein wesentliches Problem, das ein entartendes Gewelbseiner Entwicklung zur
Bosartigkeit zu meistern hat, ist die Sicherstaluter Sauerstoffversorgung durch
Stimulation der Angiogenese. Andernfalls kénnterh silie neoplastischen Zellen nur
wenige Mikrometer von bestehenden Blutgefal3en emfe eben soweit wie die
passive Sauerstoffdiffusion funktioniert. Solcheniare blieben deshalb mikroskopisch
klein.

Die notwendige Angiogenesefdrderung gelingt maligamoren beispielsweise durch
die enthemmte Synthese angiogener Faktoren wieéasendothelial growth factor
(VEGF). So konnte bereits 1993 gezeigt werden, damsoklonale VEGF-Antikorper
in Mausmodellen verschiedener humaner Tumore, leiieftich des Glioblastoms, die
BlutgefalRdichte und das Tumorwachstum signifikarhimen(Kim et al., 1993)
TumorblutgeféaRe sind jedoch pathologische Blutgefafie in ihrer Qualitat und
Verteilung nicht mit physiologischen Arteriolen, Ma#en und Kapillaren vergleichbar
sind. Zu diesen konnen sie im chronisch inflammstben Mikromilieu des Tumors
nicht ausreifen. Pathologische Blutgefal3e verzwegjeh irregular, die Bedeckung mit
Perizyten ist unregelmafdig, Permeabilitat und migtesche Aktivitat sind erhdht und
es kommt haufiger zu Hamorrhagi€Ruruya et al., 2005)Die Oxygenierung von
Tumorgewebe ist deshalb trotz Vaskularisation efiranhomogen. Norm-, hyp- und
anoxisches Gewebe kénnen nebeneinander vorkommen.

Man unterscheidet diffusions- und perfusionslinniegeHypoxie des Tumorgewebes:
Diffusionslimitierte Hypoxie entsteht bei zu gro3édnstand zur nachsten perfundierten
Kapillare. Laut dem Krogh'schen Zylindermodell félin eine Kapillare herum, sofern
keine ausreichende Kapillardichte besteht, nadnafeiten der Sauerstoffpartialdruck
(pO,) gleichmaRig ab, von norm-, Uber hyp- bis anoxisabh etwa 3@m (Grote und
Pohl, 2005) Dieser Zustand ist chronisch, im anoxischen Bérentsteht eine Nekrose.
Perfusionslimitierte Hypoxie entsteht dagegen durezidivierende Okklusionen
minderwertiger TumorgefaRe mit intermittierendekuter Hyp- und Anoxie im

abhangigen Gewebe.



1.2.2 Klinische Bedeutung der Tumorhypoxie

Tumorhypoxie ist ein klassischer negativer Progfadder fir den Verlauf maligner
Tumore. So waren nach 18 Monaten von 22 Weichtkisapatienten bei einem
praoperativen Tumor-pOvon mehr als 10 mmHg noch 70%, bei niedrigerer p@
35% der Patienten metastasenf(Brizel et al., 1996) Bei Bronchialkarzinomen
korreliert ein niedriger Tumor-pOmit einer erhdhten Rezidivraige et al., 2006)
Ahnliche Ergebnisse, teilweise auf Basis deuttichRerer Patientenzahlen, liegen fur
Zervix-, Kopf-Hals-, Mamma-, Prostata- und Lebelkaatzinome vor(Wilson und Hay,
2011) Fur diesen Einfluss auf die Prognose gibt e me@eentliche Grinde.

1. Begulnstigung eines besonders malignen Phéanotyps:

Tumorzellen scheinen unter dem zusatzlichen Selesdiruck der Hypoxie tendenziell
einen noch bosartigeren Phanotyp auszubilden.

Das liegt zum einen an der Auslese von Mutatiodendas Zelliberleben begunstigen.
Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dasspoxigchen Gewebsarealen in hohem
MalRe p53-defiziente Tumorzellen selektiert werddig sehr resistent gegen den
eigentlich durch die Hypoxie ausgelbten Apoptogesigid(Graeber et al., 1996)

Zudem werden auch im Rahmen der physiologischerktReaauf Sauerstoffmangel
verstarkt Gene exprimiert, die die Zelle resistegegen schadigende aul3ere Einfllisse
machen. So konnte gezeigt werden, dass der fluralielare Reaktion auf Hypoxie
zentrale und spater naher erlauterte Hypoxia itdeidactor b (HIF-1a) die verstarkte
Expression von P-Glykoprotein induziert. Dieseseist primér aktiver Transporter, der
korperfremde Molekile unselektiv aus der Zelle puonmmd als eine Ursache multipler
Zytostatikaresistenz gifComerford et al., 2002)Diskutiert wird auch die verstarkte
Expression von Enzymen der anaeroben Glykolyse woate WVEGF.

2. Verstarkung der Therapieresistenz:

Alle Zellen, Tumor- wie Koérperzellen, sind unter goxischen Bedingungen gegen
Chemo- und Radiotherapie weniger sensibel als umatenoxischen.
Das liegt zum einen daran, dass Zellen bei Hypsiiavollerweise ihren Stoffwechsel

auf ein Mindestmalf? reduzieren und die Proliferagorstellen. In einer Studie konnten
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Tumorzellen fast nie zugleich mit einem Hypoxie-dueinem Proliferationsmarker
angefarbt werdenDurand und Raleigh., 1998)Nun ist aber gerade die erhdhte
Proliferationsrate maligner Gewebe ein wesentlichemd flr ihre erhdhte Sensibilitat
gegen Chemo- und Radiotherapie. Bei reduziertenstdéivechsel fallen DNA-
Schaden weniger ins Gewicht und kdonnen durch diéerZeneist repariert werden
bevor sie weiteren Schaden anrichten.

Eine Rolle spielt auch, dass hypoxisches Gewebkeduhdurchblutet ist und deshalb
durch Zytostatika nur schwer erreicht werden k@raupel et al., 2001)

Die hohere Strahlenresistenz lasst sich zudem dignohso genannten Sauerstoffeffekt
erklaren: Zellen sind in Anwesenheit von Sauers2dsf bis 3-mal sensibler gegentber
Rontgenstrahlung, weil diese in erster Linie inklirerirkt, namlich tber die Bildung
freier Radikale die erst sekundar zellulare Molekédthadigen. Freie Radikale sind sehr
kurzlebig und Zellen besitzen wirkungsvolle Schutzimanismen. Mit Sauerstoff
kénnen Radikale jedoch zu wesentlich stabilerear abenso zytotoxischen Peroxyden
reagieren und das schadigende Potential wird figéiinter, 2006)

1.2.3 Nachweisverfahren fur Tumorhypoxie

Vor diesem Hintergrund ware zweierlei wiinschenswhittel zur sicheren Diagnose
der Tumorhypoxie zur frihzeitigen Risikostratifiziag und gezielten Anpassung der
Therapie. Zweitens spezifische Therapien, die gemelte Reaktion auf die besondere
Biologie hypoxischer Tumore erlauben, worauf spateéther eingegangen wird.
Verschiedene Methoden zum Nachweis der Tumorhypogied, zumindest

experimentell, etabliert:

1. Direkte Messung mittels ptMikroelektrode

Die direkteste Methode ist die invasive Messung emer pQ-Mikroelektrode. Diese
wird Uber mehrere Stichkanale in den Tumor vorgelseh, wobei jeweils 20-30
Messungen des pOvorgenommen werden. Der so gemessene mittleeelip@t in

verschiedenen Malignomen regelméaf3ig deutlich utéen pQ der korrespondierenden
Normalgewebe, so etwa in Kopf-Hals-, Bronchial-, nldeas-, Zervix- und

ProstatakarzinomefBrown und Wilson, 2004)



2. Exogene Hypoxiemarker

Exogene Hypoxiemarker sind etwa die Nitroimidaz&lenonidazol und EF5. Sie
reichern sich innerhalb einiger Stunden nach imtnéger Injektion in vitalen Zellen an,
in denen der p® niedriger ist als 10 mmHg. Dies kann dann in Tumapsien
immunhistochemisch ausgewertet werden. Eine Aneeisty zeigt sich vor allem in
Arealen, die mehr als 1Q0m von der nachsten durchbluteten Kapillare entfiegen,
was auf eine chronische, diffusionslimitierte Hymokinweist(Rijken et al., 2000)Die
Pimonidazolanreicherung ist verstarkt nach Injektivon Hydralazin, das die
Tumorperfusion reduziert, und verringert nach Iahah von Carbogen, das wie spater

erlautert wird die Gewebeoxygenierung verbeqtgungkvist et al., 2000)

3. Endogene Hypoxiemarker

Endogene Hypoxiemarker sind Proteine, die an dgsiplogischen zellularen Reaktion
auf Hypoxie beteiligt sind. In hypoxischen Zelleinds sie immunhistochemisch
verstarkt nachweisbar. Wichtige Beispiele sind HIEHypoxia-inducible factor 1),
speziell dessen Untereinheit Hlk;1und die zahlreichen von HIFelregulierten
Genprodukte wie CA-IX (Carboanhydrase 9), GLUT-1llui®se-Transporter 1),
Erythropoetin oder VEGF. Besonders wichtig fur diégbeit ist OPN (Osteopontin),
das bei Hypoxie unabhangig von Hlk-&xprimiert und spéter erlautert wird.

HIF-1a gilt als zentraler Sauerstoffsensor der Zelle.viisl auch unter Normoxie
exprimiert, aber nur bei Hypoxie stabilisiert umd Zellkern angereichert, was schon
nach 2 Minuten Hypoxieeinwirkung nachweisbarn(dgwell et al., 2001)im Gegensatz
zu den langsameren exogenen Hypoxiemarkern markirilo deshalb vermutlich
auch akut hypoxisches Gewebe. Vielfach konnte eiregative prognostische
Bedeutung der HIFdAkkumulation im Tumorgewebe nachgewiesen werddwae
bei Kopf-Hals- und Zervixkarzinomgwinter et al., 2006; Burri et al., 2003)

CA-IX und GLUT-1 werden bei Hypoxie HIFetabhangig verstarkt gebildet, werden
also nach dem Beginn einer Hypoxie erst nach HiF+h Gewebe nachweisbar.
Deshalb wird wiederum eher chronisch hypoxischesvebe markiert. Fur beide
Marker ist eine prognostische Bedeutung bei bestennTumorentitdten belegt. Eine
hohe CA-IX-Expression war etwa bei 400 Mammakanzipatientinnen mit grol3eren

Tumoren, hoherem Tumorstadium und einer schleamtregnose assoziigiBrennan
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et al., 2006)und ist aul3erdem ein negativer PrognosefaktoZé&eiix-, Kopf-Hals- und
Bronchialkarzinomen. Eine hohe GLUT-1-Expressionrdierte beispielsweise bei
Kolonkarzinompatienten mit einer verkiirzten Ubegletzeit (Haber et al., 1998)

aul3erdem bei Zervix- und Bronchialkarzinom@fordermark und Brown, 2003)

4. Plasmamarker der Tumorhypoxie

Der gemeinsame Nachteil aller bisher genannten ddieth ist ihre Invasivitat. p©
Mikroelektroden miussen in situ in den Tumor vorgeben werden und erreichen
deshalb ohne chirurgischen Eingriff nur relativ dldehliche Tumore wie Zervix- oder
Kopf-Hals-Karzinome. Die anderen beiden Methoderordern die Gewinnung
histologischen Materials, also wenigstens eine SimpAls friilhe Entscheidungshilfe fur
oder gegen eine hypoxiespezifische Therapie emsehaleshalb alle bisher erlauterten
Strategien nur eingeschrankt geeignet.

Optimal ware ein endogener Hypoxiemarker, der higaibhangig nicht nur lokal
exprimiert, sondern auf3erdem auch sezerniert windgunstigsten Fall ins Blut. Als
endogener Hypoxiemarker mit dieser entscheidendgengchaft wird meines Wissens

derzeit nur Osteopontin diskutiert, auf das spatesfiihrlich eingegangen wird.

1.2.4 Madglichkeiten der spezifischen Therapie hypascher Tumore

Die gezielte Bekdmpfung hypoxischer Tumore versucian auf zwei Wegen zu
erreichen. Erstens durch Verbesserung der Tumoemggung zur Verstarkung der
Wirksamkeit konventioneller Therapien. ZweitensatuAusnutzung der Hypoxie als

tumorspezifisches Merkmal durch Pharmaka, die selegpoxische Zellen schadigen.

1. Strategien zur Verbesserung der Tumoroxygenggerun

Schon seit den 1960er Jahren hat man versuchtudn®roxygenierung zu verbessern,
etwa durch Beatmung mit hochprozentigem Sauersttffektion vasoaktiver
Substanzen kurz vor der Bestrahlung oder regelredldignsfusionen zur Erhéhung der
Hamoglobinkonzentration im Blut. Seit Langem untetd man auch ,Hypoxic

radiosensitizers” wie Metronidazol und Misonidaziie zwar die Tumoroxygenierung



nicht verbessern, aber durch Imitierung des Sanféeffektes in hypoxischen Arealen
den gleichen, positiven Effekt haben sollen.

Eine Metaanalyse erfasste tUber 10.000 Patienterstuasen aus den 1960er bis 90er
Jahren, in denen der Zusatz der oben genannteted@ém zur Bestrahlung erprobt
wurde. Die regionale Tumorkontrollrate konnte deaman Mittel um den Faktor 1.21
und die Gesamtliberlebensrate um 1.13 verbessedemeWiele der Einzelstudien
hatten aber auch keinen Effekt gezé{@vergaard und Horsman, 1996)

Zwei besonders interessante Weiterentwicklungen gemannten Strategien sind
Nimorazol und das ARCON-Schema.

Nimorazol, ein mit Metro- und Misonidazol strukterwandter ,Hypoxic
radiosensitizer®, erwies sich in einer grof3en, sémen Studie an Kopf-Hals-Karzinom-
Patienten als effektiver Zusatz zur konventioneBestrahlung. Die krebsspezifische 5-
Jahres-Sterberate sank von 52 auf 41%, die regohainorkontrollrate stieg von 33
auf 49% (Overgaard et al., 1998)Nimorazol gehort in Danemark seitdem zur
Standardtherapie von Kopf-Hals-Karzinomen, wéahreaovandte Praparate teilweise
enttiduschten, etwa Etanidazol bei Kopf-Hals-Kamiea(Eschwege et al., 1997)
ARCON steht fur ,,Accelerated radiotherapy, carbqgecotinamide®. Carbogen ist ein
Gasgemisch aus reinem Sauerstoff und 2-5% Kohlgittmur Atmungsstimulation. Es
soll die Ausnutzung der Sauerstoffbindungskapaugist Blutes verbessern und konnte
in praklinischen Studien die chronisclfusionslimitierte Tumorhypoxie reduzieren,
etwa in einem Tiermodell humaner Larynxkarzinorfigungkvist et al., 2000)
Nikotinamid verhindert intermittierende Gefaldvetfiske, alsoperfusionslimitierte
Hypoxie. Im Tierversuch konnte seine Injektion dikestrahlungsinduzierte
Tumorzelltodesrate signifikant steigeftiorsman et al., 1987

Eine Kombination beider Ansatze zum ARCON-Protolalcheint also sinnvoll, um
beide Hypoxieformen zugleich zu bek&ampfen. Seit @i@80er Jahren zeigten sich in
vielen Studien viel versprechende Ergebnisse, etime signifikant verbesserte 3-
Jahres-Uberlebensrate in einer aktuellen Studie adber 300
HarnblasenkarzinompatienteffHoskin et al., 2010) Eine starke Pimonidazol-
Anreicherung (exogener Hypoxiemarker) korrelierte Kopf-Hals-Karzinom-Patienten
bei konventioneller Therapie mit einer schlechtemgRose, nicht aber bei einer
ARCON-Therapie {aanders et al., 2002)



2. Strategien zur selektiven Schadigung hypoxisgleden

Eine wesentliche Herausforderung jeder Tumortheragi die Unterscheidung von
Tumorgewebe, das geschadigt, und Normalgewebegatahont werden soll. Hypoxie
ist nahezu ein Spezifikum von Tumorgewebe, in gdeon Gewebe kommt sie kaum
vor. Es liegt folglich nahe, diesen Umstand auszemuund Zytostatika zu entwickeln,
die selektiv hypoxisches Gewebe angreifen, etwativelingiftige Prodrugs, die erst
unter hypoxischen Bedingungen zu zytotoxischen ldein reduziert werden.

Die Modellsubstanz solcher Pharmaka ist Tirapazamieiner multizentrischen Studie
verlangerte dieses bei Bronchialkarzinom-Patierden mittlere Uberlebenszeit von
27.7 auf 34.6 Wochen durch Erhéhung der CisplatirkWig ohne Verstarkung der
hamatologischen Nebenwirkungen. Dies spricht fine ererbesserte Tumorspezifitat
(von Pawel et al., 2000)In einer &hnlichen Studie an 861 Kopf-Hals-Kaonmn
Patienten war dagegen der Zusatz von Tirapazaminallginigen Standardtherapie
nicht Gberlegen. Die Patienten waren allerding$itnin Hinblick auf Tumorhypoxie
selektiert worderfRischin et al., 2010)

Eine andere Mdglichkeit zur therapeutischen Ausimugzder Hypoxie wére die gezielte
Hemmung der zellularen Hypoxieantwort. Mogliche &ailze sind die spezifische
Ausschaltung entscheidender Gene durch Small-arieg-RNA (siRNA), die
Hemmung beteiligter Signalkaskaden oder spezifiséimikérper gegen wichtige
Proteine, etwa HIFd, CA-1X oder OPN.

Viele Arbeiten befassen sich mit der InhibierunghMdlF-1a in Tumorzellen durch
RNA-Interferenz, die meist zu deutlich reduzierteroliferation, Angiogenese und
Metastasierung fuhrt. Beispielsweise bewirkte iimmhanen Zungenkarzinomzellen die
Behandlung mit siRNA und Antisense-Oligonukleotidgegen HIF-& in vitro eine
verminderte Proliferations- und erhéhte Apoptosefahang et al., 2004)

Pharmaka, die in wichtige Signalkaskaden der Hyganiwort eingreifen, sind etwa
Rapamycin, das Uber den PI3-Kinase-Signalweg die HExpression hemm{Zhong
et al., 2000) oder Geldanamycin, das Uber die Hemmung von btitaeckprotein 90
den Abbau von HIF-dim Proteosom vermitte(tsaacs et al., 2002)

Die Hemmung von CA-IX durch den monoklonalen Antp&r WX-G250 hat sich vor
allem gegen Nierenzellkarzinome als wirksam erwig¢Béeumer et al., 2006)

Auf die Hemmung von OPN wird spater ausfiuhrlichgeigangen.

( Bache et al., 2008; Vaupel und Mayer, 2007)
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1.3  Osteopontin

1.3.1 Struktur

Osteopontin (OPN) ist ein unterschiedlich stark gptmryliertes Glykoprotein der
extrazellularen Matrix (EZM). Es existiert in EZMelgundener und in Iéslicher Form.
Letztere ist auch im Blut nachweisbar, eine fisdidrbeit entscheidende Eigenschatft.
Es sind drei Isoformen bekannt, OPN a, b und c, varmutlich unterschiedlichen
Funktionen, wie etwa an Zellen aus Bronchialkammiea und malignen Gliomen
gezeigt werden konnt@oparaju et al., 2010; Yan et al. 201®uRRerdem unterliegt
OPN einer intensiven posttranslationalen Modifiatietwa durch Phosphorylierung,
Sulfatierung oder Glykosylierung. Dies alles weiséreits auf die vielfaltigen
Funktionen des Proteins hin.

Bei einer Lange von ca. 300 Aminosauren besitzt ®@@Ns0 Bindungsstellen fiir €a
lonen und hat insbesondere auch eine hohe Affizi&Hydroxylapatit. Gebundene
C&*-lonen kénnten die Konformitat und Funktion von OBRW4tzlich beeinflussen.
Eine sehr wichtige Doméane von OPN enthalt die Serudlycin-Arginin-Glycin-
Aspartat-Serin (GRGDS- oder kurz RGD-Doméaf@ldberg et al., 1986)Damit bindet
OPN an mindestens 7 verschiedene Integrine. Died $ransmembranproteine zur
Herstellung einer mechanischen Verbindung zwisden Zytoskelett und der EZM,
die zugleich Rezeptorfunktionen haben. Die grol¥ddditung fir die OPN-Funktion
hat das in vielen Geweben verbreitete Integufd3.

Ein weiterer, RGD-unabhangiger Zellrezeptor fir OBNCD-44, das vor allem als
Rezeptor flr Hyaluronsdure bekannt ist. Seine Egioe ist mit der Progression
verschiedener Tumore assoziiert. Die Bindung an4@Derfolgt Uber verschiedene
Doménen in Kooperation mit Integrin@katagiri et al., 1999)

In unmittelbarer N&he der RGD-Doméne kann OPN dufigh Protease Thrombin
gespalten werden, was flr seine Funktionsreguladigimr wichtig ist. Verschiedene
Zelltypen, wie Fibrosarkom-, Blasenkarzinom-, glabarmmuskelzellen und fetale
Lungenfibroblasten, konnten nach Thrombinspaltuaf @QPN deutlich besser RGD-
abhangig adhéarieren und migrieren als auf nativedN (Genger et al., 1994Durch
die Spaltung konnte die Affinitdt der RGD-Doméane fiategrine erhoht oder die
Rezeptorinteraktion verandert werd¢8mith et al., 1996)Zudem scheinen beide
Spaltprodukte eigene Funktionen zu erflllen. AmeNrinalen Fragment erhdht sich
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die Affinitat far Integrine, das C-terminale wirktiber CD-44 chemotaktisch,
beispielsweise auf Makrophag@ieber et al., 2002).

Es ist interessant, dass das Plasmaprotein Thrommoif©PN als hauptsachliches EZM-
Protein vor allem bei gesteigerter Kapillarperméttiaufeinander treffen. Das passt
gut zu der spéater erlauterten Rolle von OPN im &mdzngsprozess und in Tumoren, in
denen haufig ein proinflammatorisches Mikromiliearrischt.

1.3.2 Funktion

Wie bereits angedeutet besitzt OPN sehr vielfaligektionen in vielen verschiedenen
Geweben. Es wurde beispielsweise nachgewiesen nerafisierten Geweben wie
Knochen, Zahnen und Knorpel, auRerdem im Gehirrglatter Muskulatur, Prostata
und Plazenta. Es bildet eine prominente Schichdauof Epithel vieler Hohlorgane wie
Gallenblase, Nierentubuli, Pankreasgangen, Uroagjénaikt, Bronchien, Milch-,
Speichel- und SchweiRdriséBrown et al., 1992) AuRerdem wird es von vielen
Immunzellen wie Makrophagen und T-Lymphozyten gidil

Vereinfachend zeigen sich drei Grundfunktionen: GBiN\erstens ein im Korper weit
verbreiterter Inhibitor von Kalzifizierungsprozesseweitens in gebundener Form ein
Strukturprotein der EZM und wirkt drittens in IGdter Form auf vielféltige Weise als
Zytokin. Diese Grundfunktionen Uberschneiden smimal sowohl die Struktur- als
auch die Zytokinfunktion tber Integrine und CD-4¥mittelt werden.

Die nachfolgend angefuhrten Funktionen erhebenekefnspruch auf Vollstandigkeit.

1. Osteopontin als Inhibitor von Kalzifizierungspessen

In vielen durch ektope Kalzifizierung bedrohten @&en scheint OPN das Wachstum
von Kalziumsalzkristallen durch seine hohe Affihizéa Ca2zu hemmen.

So erwies sich OPN in mehreren Studien als sehtesténhibitor des Wachstums von
Hydroxylapatitkristallen, die in 29% aller Niereeste enthalten sind und eventuell
auch das Keimzentrum fur Kalziumoxalatsteine, dieifiysten Nierensteine, bilden
(Beshensky et al., 2001; Hunter et al., 1996)

Auch in verkalkten, nicht jedoch unverkalkten atskterotischen Plaques werden
erhohte OPN-Konzentrationen gemes¢Phore et al., 2001)Offenbar hemmt OPN

dort die Kalzifizierung, begunstigt aber im spateMerlauf die Proliferation glatter
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Muskelzellen (Sodhi et al.,, 2001) Gefalmuskelzellen OPN-defizienter Mause
verkalkten bei Inkubation in phosphatreichem Medaignifikant starker als solche aus
Wildtypmausen, die stattdessen mit OPN-Sekretiagiesten(Speer et al., 2005)

Eine deutliche OPN-Expression wird auch in Spemtfiedlen beobachtet, etwa bei
Ratten und Mausen. Interessanterweise zeigte sthbdéiden Spezies die stérkste
Expression in der Glandula submandibularis, alstageder Speicheldriise, die beim

Menschen besonders zu Sialolithiasis nétermdiller et al., 2006; Asaka et al., 2006)

2. Osteopontin als Strukturprotein

OPN vermittelt die Adhasion von Zellen, etwa Immund Endothelzellen, an die EZM.
Es bindet einerseits an Matrixmolekile wie Kollagem 1 (Kaartinen et al., 1999)ind
andererseits an Integrine auf der Zelloberflache, itirerseits eine mechanische
Verbindung zu Aktinbestandteilen des Zytoskeletistellen.

Namensgebend ist die Rolle von Osteopontin alsuieddes nicht-kollagenes Protein
der Knochenmatrix, zu der es durch seine zahlreidbe&*-Bindungsstellen und die
Affinitat zu Hydroxylapatit pradestiniert ist. Estinicht homogen in der Knochenmatrix
verteilt, sondern besonders am Ubergang zwischeneralisierter und nicht-
mineralisierter Matrix konzentriert, etwa in den nZentlinien um Knochenzellen
(McKee et al., 1992)Dort inhibiert es eventuell wiederum die Minesarung und
verhindert quasi die Einmauerung der Zellen in Kmowsubstanz. OPN bildet im
Knochen auch eine Verbindung zwischen organiscineinamorganischen Bestandteilen
und vermittelt zellulare Reaktion€hicKee und Nanci, 1996[s wird von Osteozyten,
Osteoblasten und Osteoklasten synthetisiert. Lretzteerden durch OPN aktiviert
(Miyauchi et al., 1991) Nach Ovarektomie verloren Wildtypmé&use ca. 60%esh
trabekularen Knochenvolumens, OPN-defiziente M&ugeca. 10%(Yoshitake et al.,
1999) OPN koénnte also auch an der Pathogenese derfostse beteiligt sein.

3. Osteopontin als Zytokin
Uber die Bindung an Integrine und CD-44 entfalteiNDdiverse Botenstoffwirkungen.

Allgemein bt OPN auf viele Zelltypen eine adhasiorund motilitdtssteigernde

Wirkung aus. Es spielt etwa eine Rolle in der Niergwicklung beim Einwachsen der
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Ureterknospe ins Metanephron und OPN-Antikorpernken in vitro eine normale
Tubulogenese verhinde(Benda et al., 1998, Rogers et al., 1997).

OPN bewirkt chemotaktisch die Migration von Makragen an den Ort einer
Entziindung und dort deren Adhésion, Akkumulatiod Aktivierung (Giachelli et al.,
1998, Weber et al., 2002Es ist somit ein essentielles, frihes Bindegliedder
Aktivierungskaskade der unspezifischen, zellveetigh Immunabwehr. Da diese von
T-Helfer-1-Zellen reguliert wird, ist OPN auch untdem Namen Eta-1 (early T-
lymphocyte activator) bekannt. Es stimuliert diddBng von Interleukin 12, einem
wichtigen Mediator der T-Helfer-1-Zellen, und hemadnt Bildung von Interleukin 10,
einem wichtigen Mediator der T-Helfer-2-Zellen uthamit der spezifischen, humoralen
Immunabwehr. OPN-defiziente Mause zeigen eine sclygechéadigte zellvermittelte
Immunreaktion gegen virale und bakterielle Infek&o(Ashkar et al., 2000)

OPN vermittelt auch die Hemmung der NO-Synthesehagozyten. NO wirkt toxisch
auf Krankheitserreger und Tumorzellen und aktivierkKorperzellen die Apoptose. In
einer Kokultur von Kolonkarzinomzellen und Makroglka fihrte die Hemmung der
hohen OPN-Expression der Tumorzellen zur signifikarsSteigerung der NO-Sekretion
der Makrophagen, woraufhin die Proliferation demifuzellen signifikant reduziert
und die Apoptose signifikant erhoht w@&vai et al., 2006)

Intensiv beforscht wird die Rolle von OPN in dergRkation der stressabhangigen
Angiogenese, die nach Verletzungen oder bei Hypexisetzt und von Malignomen
ausgenutzt wird(Weber, 2001) OPN fordert chemotaktisch die Migration von
Endothel- und GefalBmuskelzellen und vermittelt eiatpl integrinabhéngig deren
Adhasion am Entzindungsort, wo die adhasiven Edeiten von OPN infolge der
dort verstarkt stattfindenden Spaltung durch Thromdmorm gesteigert sind.iaw et
al., 1994; Senger, 1996AuRerdem verhindert OPN im blutserumfreien Miliger
Integrin avR3 die Apoptose von Endothelzell¢Bcatena et al., 1998)was fur die
Einsprossung neuer Blutgefal3e ins Gewebe unedissiein dirfte. Folgerichtig
bewirkten Antikdrper gegen den wichtigen OPN-Reaephtegrin avl33 in vitro die
Apoptose neu entstehender Tumorblutgef@teoks et al., 1994).

Die Bedeutung von OPN in der stressabhéngigen Ajegiese und im unspezifischen
Immunsystem lassen an eine Rolle in der Wundheitleriken. Tatsachlich zeigte sich
etwa eine verzogerte Heilung nach Korneaverletzhag OPN-defizienten Mausen
(Miyazaki et al., 2008und eine Funktion in der Frakturheilung, unterexedh durch

Opsonisierung von Knochentrimmern fur die Phagaa(fdcKee et al., 2011)
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Abb.2 - Ubersicht uiber die angefiihrten OPdktionen, geordnet nach den drei genan
Grundfunktionen, deren vielfaltige Uberschneidungagedeutet sind.

1.3.3 Bedeutung in Tumoren

Bei vielen Erkrankungen ist eine erhohte OPN-Plaemzentration festgestellt worden,
etwa bei koronarer Herzkrankhé®hmori et al., 2003)bei SepsigVaschetto et al.,
2008),wahrend eines akuten Schubes einer Multiplen S&éghogt et al., 2003bder
bei fulminantem Leberversagéfrai et al., 2006,

Medizinisch interessant wird OPN aber vor allem ctiurseine Rolle in der
Tumorbiologie. Signifikante Uberexpressionen konnie vielen malignen Tumoren
nachgewiesen werden. Beispiele hierfir sind vielgzihome wie Kolon-, Magen-,
Duodenum-, Pankreas-, Mamma-, Bronchial-, Blaser®fostata-, Ovarial-,
Schilddrisen-, Endometrium- und Nierenzellkarzinoamer auch nicht-epitheliale
Malignome wie malignes Melanom und malignes Gliofaine Studie fand
immunhistochemisch eine intensive OPN-Expression7in von 76 untersuchten
Karzinomen(Brown et al., 1994)

In malignen Tumoren tbt OPN vielfaltige Funktiorears:

1. Vermittlung von Normalgewebeinfiltration urdetastasierung

Entsprechend seiner physiologischen Funktionen isich®PN fir Tumorzellen

besonders fur Prozesse wichtig zu sein, die eitésade Interaktion mit der EZM
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erfordern, wie Migration, Normalgewebsinfiltratiamd Metastasierung. Es induziert
zudem die Synthese promigratorischer Proteasenhtiyéc Beispiele sind Matrix-
Metalloproteinasen (MMP) und Urokinase-type Plasygen-Activator (UPA). Beide
bewirken den fur die Zellmigration essentiellen EAWbau und die Aktivierung
weiterer promigratorischer Faktoren — MMP direktdunPA durch Aktivierung der
unspezifischen Protease Plasifiinambers und Matrisian, 1997; Blasi, 1999)

Viele Studien beschéftigen sich deshalb mit denil&a von OPN auf das Migrations-
und Wachstumsverhalten von Tumorzellen. Humane Makanzinomzellen wurden
durch OPN Integrirev33-abhéangig zu uPA-Sekretion, verstarkter Motiliad EZM-
Infiltration angeregt(Das et al., 2003) Zellen aus oralen Plattenepithelkarzinomen
zeigten nach OPN-Hemmung eine signifikant reduzieinfiltrationsfahigkeit
(Muramatsu et al., 2004)ber eine Erhéhung der Expression von MMP bewi@dgN
bei Chondrosarkomzellen eine Steigerung der Migna¢(Chen et al., 2009und bei
Melanomzellen eine verstarkte Migration und Inéitton (Philip et al., 2001)

2. Hemmung der Apoptose

Auch die antiapoptotische Wirkung von OPN und dientthung der NO-Synthese
darften flr Malignome gunstig sein. In vitro wurdas extrazellulare Milieu der Dermis
simuliert, das Melanomzellen normalerweise zur Apee anregt. In Anwesenheit von
OPN konnten diese adhéarieren und sich ausbreitame gingen sie in die Apoptose
(Geissinger et al., 2002)O0PN-defiziente Mammakarzinomzellen hatten einélatdn
Apotoserate und tendenziell eine erhdhte Strahtesiigiditat (Hahnel et al., 2010)

3. Forderung der Tumorvaskularisierung

Entscheidend dirfte fir schnell wachsende TumaeeQRN-abhangige Forderung der
stressabhangigen Angiogenese sein. So fuhrte OPNMammakarzinomzellen zur
VEGF-Expression und nach Transplantation der Zeteviersuchsméause bewirkte die
OPN-Hemmung eine verminderte Angiogenese in denstemnden Tumoren
(Chakraborty et al.2008) OPN-Hemmung bewirkte in vitro in Endothelzellensa
Endometriumkarzinomen eine signifikante Reduktia@mn \Migration, Infiltration und
Roéhrenbildung. Ebenso behandelte Endometriumkamzzetien bildeten signifikant

kleinere Tumore mit geringerer Mikrogefal3dichte/ersuchmause(Du et al., 2009)
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Motilitit Apoptose
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Phagozyten

Metastasierung

Angiogenese

Abb.3 - Ubersicht tiber die angefiihrten Funktionen @PN in malignen Tumoren.

Die durch OPN geforderten Zellfahigkeiten Normalgéeinfiltration, Metastasierung
und Apoptosevermeidung sind Tumoreigenschaften,ddie Begriff der Bosartigkeit

definieren. Die Enthemmung der OPN-Synthese konéshalb geradezu eine
Schlusselmutation in der Entwicklung vom gutartigeim bdsartigen Tumor darstellen.
Im Tierversuch bildeten Mammakarzinome mit gentésdin gesteigerter OPN-
Synthese signifikant mehr Metastasen als solchenmmibierter Synthese, deren wenige
Metastasen interessanterweise die OPN-inhibierdDN&-Sequenz wieder verloren
hatten(Suzuki et al., 2007Eine andere Arbeit identifizierte 99 Gene, defgpression

OPN signifikant beeinflusst. Diese lassen sich fiomell allen 6 ,Hallmarks of

Cancer“ zuordnen: Unabhangigkeit von Wachstumsggnaresistenz gegen Signale
zur Wachstumshemmung, unendliches Teilungspotenfiatmeidung der Apoptose,

Infiltrations- und Metastasierungsfahigkeit undoita Angiogenes€Cook et al., 2005)

1.3.4 Potentieller diagnostischer und therapeutisar Wert

Wegen seiner offenbar wichtigen Rolle in Malignomé&bnnte OPN fur die

Tumorbehandlung grofRen diagnostischen und theriapkah Wert besitzen:

1. OPN als Tumormarker

OPN ist im Blutplasma gut nachweisbar und kénntehdkly als Tumormarker fir

bestimmte Malignome interessant sein. Damit besigedif sich zahlreiche Studien.
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Bei 51 Ovarialkarzinom-Patientinnen war die OPNsRlakonzentration im Vergleich
zu Gesunden und Patientinnen mit benignen ovami@h&rankungen signifikant erhoht
(Kim et al.,, 2002) ebenso bei 158 Bronchialkarzinom-Patienten wengh mit
Gesunden und Patienten mit nicht-neoplastischemdnkrankheiten und bei 66 Kopf-
Hals-Karzinom-Patienten verglichen mit Gesun(léa et al., 2005; Hui et al., 2008)
Oft besteht zudem ein Zusammenhang zwischen der@&hnakonzentration und der
Prognose von Tumorpatienten. Bei niedriger OPN#Ré®nzentration hatten 172
Bronchialkarzinom-Patienten eine signifikant lareg&lberlebenszeit als bei hoher, was
auch unsere eigene Arbeitsgruppe bestatigen kghtaek et al., 2008; Ostheimer und
Vordermark, 2012)Ein hoher OPN-Spiegel war bei 289 Prostatakamzifatienten
assoziiert mit einem friihen biochemischen Rezidliieferanstieg des PSA-Wertes)
(Vergis et al., 2008und bei 86 Weichteilsarkom-Patienten mit haufigefRezidiv und
héherem Risiko auf einen tumorspezifischen {Bdche et al., 2010)70 Patientinnen
mit metastasiertem Mammakarzinom Uberlebten beemo®PN-Spiegel im Mittel 170
Tage, bei mittlerem 420 und bei niedrigem §Sthghal et al., 1997)

Besonders eindrucksvoll ist eine Metaanalyse vah&Rdien tber diverse Malignome.
Insgesamt zeigt sich eine signifikante Korrelateiner hohen OPN-Expression mit

hohem Tumorgrad, friiher Progression und kurzer lebenszei{Weber et al., 2010)

2. OPN als Plasmamarker der Tumorhypoxie

Wie bereits unter 1.2.3 angedeutet gilt OPN alsogader Hypoxiemarker. Bei 31
Kopf-Hals-Karzinom-Patienten zeigte sich eine digante Korrelation zwischen OPN-
Expression und direkt gemessenem Sauerstoffpari@ddim Tumor (Bache et al.,
2006) und bei 69 Zervixkarzinom-Patientinnen mit der Eegsion der endogenen
Hypoxiemarker GLUT-1 und VEGF, allerdings nicht nder direkt gemessenen
Tumoroxygenierung (Sakata et al.,, 2006).In einer anderen Studie fihrten
intermittierende Hypoxie und Reoxygenierung inwiiur verstarkten OPN-Sekretion
durch verschiedene maligne Tumorzelllin{&aid et al., 2005)

Wie ebenfalls unter 1.2.3 erwahnt, wird OPN zudenegen seiner guten
Nachweisbarkeit im Blutplasma als einziger bekanatelogener Hypoxiemarker auch
als Plasmamarker der Tumorhypoxie diskutiert. BegizPatientengruppen mit Kopf-

Hals- und nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomemmdie OPN-Plasmakonzentration
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umso hoéher und die Uberlebenszeit umso kiirzer,igdriger der direkt bestimmte
mittlere Sauerstoffpartialdruck im Tumor w@e et al., 2002; Le et al., 2006)

Ein klinisch nutzlicher Tumorhypoxie-Marker solltke Therapieentscheidung lenken
konnen. Dazu gibt es unterschiedliche Ergebnigseeier Studie konnte in der Tat
durch den ,hypoxic Radiosensitizer” Nimorazol ddra8lentherapieerfolg bei Kopf-
Hals-Karzinom-Patienten mit hoher OPN-Plasmakoma@nh deutlich verbessert
werden, nicht aber bei niedriger oder mittlerer GRdhzentration(Overgaard et al.,
2005).Dagegen ergab eine grol3e, aktuelle Studie keingfiuEs des OPN-Spiegels auf
die Wirksamkeit des hypoxiespezifischen ZytostatikuTirapazamin bei Kopf-Hals-
Karzinomen. Allerdings hatte sich auch im Gesanhkbl kein signifikanter

Zusammenhang von OPN-Konzentration und Prognoseigiékzim et al., 2012)

3. OPN als therapeutischer Angriffspunkt

Zuguterletzt konnte OPN auch selbst als therapshéss Ziel in der Tumortherapie
interessant sein. In der letzten Zeit wurden dazige Erkenntnisse in vivo gewonnen.
Ein humanisierter OPN-Antikorper hemmte in Versuchssen nach Implantation
humaner Mammakarzinomzellen PrimartumorwachstumMetstasierungDai et al.,
2009) Die Hemmung der OPN-Expression durch RNA-Intenfier in Zelllinien aus
kolorektalen Karzinomen und Prostatakarzinomentéiim Mausmodell zur Bildung
signifikant kleinerer Tumore und in vitro zu erhéhRadiosensitivitat der kolorektalen
Karzinomzellen(Likui et al., 2011; Zhang et al., 2011 ahnlichen Experimenten mit
Magen- und Osophaguskarzinomzellen bildeten sichmigee Primartumore und
Metastasen und im Falle der Magenkarzinomzellegteeidie Mause auch eine langere
UberlebenszeifWwang et al., 2011; Ito et al., 2006)

Diese Ergebnisse sind viel versprechend, es déaldex noch einige Zeit dauern, bis
OPN-Inhibitoren auch fir den klinischen Einsatz Yarfiigung stehen.

(Denhardt und Guo, 1993; Rodrigues et al., 2007)

-19 -



1.4  Die Rolle von Hypoxie und Osteopontin in maligen Gliomen

1.4.1 Maligne Gliome und Tumorhypoxie

Maligne Gliome wachsen in der Regel sehr schnall sind stark, aber unregelmalig
mit pathologischen BlutgefalRen vaskularisiert, vadisies oft hypoxische Tumorareale
gibt (Collingridge et al., 1999)beispielsweise die haufige zentrale Nekrose.

Die meisten der im Folgenden dargestellten Studeaiehen sich auf das Glioblastom,
das als haufigstes malignes Gliom Gegenstand dstenéArbeiten zum Thema ist.
Auch bei malignen Gliomen verschlechtert Tumorhyposermutlich die Prognose. In
einer kleinen Studie an Patienten mit supraterteneGliomen zeigte sich im Mittel
eine geringe Anreicherung des exogenen Hypoxiemark€&5 bei WHO°II-Gliomen,
eine malige bei WHO’IIl und eine starke bei Glisbdanen. In der gleichen und einer
anderen kleinen Studie an Patienten mit hoch- uadrigmalignen Gliomen konnte
jedoch kein Zusammenhang zwischen dem Tumorgrad demd direkt bestimmten
Tumor-pQ nachgewiesen werdefEvans et al., 2004; Lally et al., 2006n zwei
weiteren Studien an Glioblastompatienten waren gm8e hypoxische Tumorlast in
der hypoxiespezifischen PET, einer weiteren Nacbmethode fir hypoxisches
Gewebe, und die erhéhte Expression des endogernaoxtgynarkers GLUT-1 mit einer
signifikant kiirzeren Uberlebenszeit assozi{&gence et al., 2008; Flynn et al., 2008)
Folgerichtig werden hypoxiespezifische Therapietmesdei Patienten mit malignen
Gliomen seit Langerem intensiv untersucht, bisfaagch nur mit malligem Erfolg.

Bei 124 konventionell bestrahlten Glioblastompagen brachte der ,hypoxic
Radiosensitizer* Tirapazamin keinen signifikantebetlebensvortei(Del Rowe et al.,
2000) Auch das bereits erlauterte ARCON-Protokoll hatder Glioblastomtherapie
enttauscht. In einer Studie an 115 Patienten warUtierlebenszeit nicht verlangert,
aber gastrointestinale und neurologische Nebenwg&n verstark{Miralbell et al.,
1999) Interessant sind ferner antiangiogene Pharmakader monoklonale VEGF-
Antikorper Bevacizumab. Er beeinflusste in eineeirkén Studie an Patienten mit
Glioblastomrezidiv die Tumorprogression gungMyedenburgh et al., 200,7pewirkte
aber im Tierversuch in malignen Gliomen neben eBletflussverringerung auch die
drastische Zunahme infiltrativer Tumorzellen undeeverstarkte HIF-d-Expression.
Eventuell waren Tumorhypoxie und Tumorzell-Maligaisng bewirkt worden
(Keunen et al., 2011)
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Moglicherweise viel versprechend ist eine aktudtedie, in der 39 GBM-Patienten
unmittelbar vor jeder Bestrahlungsfraktion mit hggegem Sauerstoff beatmet worden
waren und im Mittel 17.2 Monate Uberlebtg@gawa et al, 2012)

1.4.2 Maligne Gliome und Osteopontin

Osteopontin wird in malignen Gliomen haufig verktéexprimiert, hemmt auch dort
unter anderem die Apoptose und vermittelt die tirdilon der Tumorzellen ins
NormalgewebégDing et al., 2002; Yan et al., 2010)

Interessant ist eine Studie an Ratten, die nacautdriner Behandlung mit N-Ethyl-N-
Nitrosoharnstoff nach einigen Monaten konstitutiio@lastome entwickeln. In den
Gehirnen dieser Ratten waren OPN-positive Astrozytm der Entwicklung des ersten
Glioblastoms nie nachweisbar, in den Tumoren abeds §Jang et al., 2006)Ist die
Enthemmung der OPN-Synthese also auch fir Gliaasteine essentielle Mutation?
Die OPN-Expression scheint mit steigendem WHO-Stadtuzunehmen. Eine Studie
fand OPN in allen untersuchten Gliomzelllinien, dixpression in hoch- und niedrige
in niedrigmalignen Astrozytomen und gesundem Hiwejge (Saitoh et al., 1995)Per
Immunhistochemie fand eine Studie OPN in 20 voi#8blastomen, 11 von 13 Grad-
[lI-Astrozytomen, aber nur 16 von 30 niedriggradig&strozytomen(Takano et al.,
2000)und eine andere Studie fand eine signifikant h&l@PN-Expression in Grad-I1lI-
und -IV- als in Grad-I- und -ll-AstrozytomeiiToy et al.,, 2008) Eine neuere
immunhistochemische Studie ergab sogar eine sg&rk&PN-Expression in
Glioblastomen als in Grad-Ill-Astrozytomé¢8reekanthreddy et al., 2010).

Auch bei malignen Gliomen scheint eine hohe OPNr&sgion mit einer schlechten
Prognose einherzugehen. In einer Studie war eihe katrazellulare OPN-Expression
in Glioblastomen mit verstarkter Angiogenese umediohe intrazellulare Expression
mit verkirzter Uberlebenszeit assoziigvMatusan-llijas et al., 2008)Fir diese Arbeit
besonders interessant ist, dass im Blut von Glgtbtapatienten praoperativ signifikant
hohere OPN-Konzentrationen gemessen wurden al&taal-11- und -lll-Astrozytom-
Patienten. Die mittlere Uberlebenszeit der Gliololagatienten betrug 21 Monate bei
niedrigem und 9 Monate bei hohem OPN-Spi€§etekanthreddy et al., 2010)

Der in anderen Tumoren teilweise recht gut dokumert Zusammenhang zwischen
einem hypoxischen Tumormilieu und der OPN-Expressgi in malignen Gliomen

bisher kaum erforscht. Eine Studie untersuchtatmo in drei malignen Gliomzelllinien
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die Expression der endogenen Hypoxiemarker OPNDCA=PO, VEGF und HIF-d.
Von diesenwurde am deutlichsten die Expression von OPN undXAbhéngig von
Dauer und Schwere der Hypoxie gesteig®did et al., 2007)

Ob OPN auch in malignen Gliomen ein therapeutistbréssantes Zielmolekdl ist, ist
ebenfalls kaum erforscht. Die selektive Ausschgtuder OPN-Expression durch
SiRNA in Glioblastomzellen fihrte allerdings in nat zur reduzierten
Migrationsfahgikeit und zur Bildung signifikant kierer, langsamer wachsender
Tumore (Lamour et al.,, 2010Q) aulerdem zu reduzierter MMP-Sekretion und

verminderter Invasionsfahigkeit der Tumorzel({®an et al., 2010)

2. Zielstellung

Zusammenfassend ist es nach derzeitiger Studierdage wahrscheinlich, dass bei
Patienten mit malignen Gliomen sowohl das Ausmafirddumorgewebe bestehenden
Hypoxie als auch die Starke der histologisch nacsiveeen OPN-Expression einen
negativen Einfluss auf die Prognose haben. Bisstees jedoch nicht sicher, ob dabei
die Hypoxie die OPN-Expression induziert. Diesags anderen Malignomen bekannt,
wurde aber bei malignen Gliomen bisher selten gezei

Geht man davon aus, dass dieser Zusammenhangtbestdihsich die nachste Frage:
Fuhrt eine erhéhte OPN-Expression in malignen Géioraur proportionalen Erhéhung
der OPN-Konzentration im Blutplasma, konnte OPMN @ geeigneter Plasmamarker
der Tumorhypoxie sein? Obwohl bekannt ist, dass GRNAllgemeinen aus dem
Gewebe auch ins Blut Ubertritt, muss dies nichtveadigerweise auch auf OPN aus
ZNS-Tumoren zutreffen. Es ist nicht sicher, wie @gMPN die Blut-Hirn-Schranke
Uberwinden kann. Bisher ist mir nur eine Arbeit &ehkt, die auf einen direkten
Zusammenhang zwischen der Konzentration von OPBlimhund der Uberlebenszeit
von Glioblastompatienten hinwei&reekanthreddy et al., 2010)

Gegen hypoxische Tumore stehen diverse experineniherapieverfahren zur
Verfigung. Deren Erfolge gegen maligne Gliome snr bislang eher enttauschend,
es wird aber vor dem Hintergrund der nach wie wreen schlechten Prognose dieser
Tumore weiter intensiv an neuen Therapien geforschblite eine effektive
hypoxiespezifische Therapie gegen maligne Glionmeiekelt werden, wird es fir die
Therapieentscheidung essentiell sein, frihzeitigfaeh und sicher nachweisen zu
konnen, ob und in welchem Ausmal? im Tumor hypoxsdaewebe vorhanden ist. Ein
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Plasmamarker der Tumorhypoxie ware dazu bessergmgeials die etablierten,
invasiven Methoden.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, bei Patienteh meu diagnostiziertem malignem
Gliom den Zusammenhang zwischen der OPN-Plasmaktmazen zu verschiedenen

Therapiezeitpunkten, dem Ausmalf’ der Tumorhypoxiedar Prognose zu untersuchen.

3. Patienten und Methoden

3.1 Patienten

3.1.1 Einschlusskriterien und Patienteneigenschaite

Ich fuhrte eine prospektive Beobachtungsstudie atieften der Klinik fir
Strahlentherapie des Universitatsklinikums Hallectiu Die Studie hat ein positives
Votum der Ethikkommission der Medizinischen Fakiudtér Universitat Halle erhalten.
Eingeschlossen wurden Patienten mit radiologisc¥{endacht auf ein malignes Gliom.
Dazu zahlte ich die drei Entitaten anaplastischedroxytom, Glioblastom und
anaplastisches Oligodendrogliom. Voraussetzungerifien Studieneinschluss waren
ferner das vollendete 18. Lebensjahr und die uciieilebene Einverstandniserklarung.
Im Rekrutierungszeitraum von Dezember 2008 bis A@10 wurden insgesamt 33
Patienten, 21 Manner und 12 Frauen, in die StumligeschlossenDiese waren bei
Studieneinschluss zwischen 23 und 83 Jahren albewB6 Patienten alter und 7
Patienten junger als 50 Jahre waren. Von den Ratidratten 21 ein Glioblastom, 9 ein

anaplastisches Astrozytom und 3 ein anaplastisoligedendrogliom.

3.1.2 Therapieablauf

Die Patienten wurden unabhangig vom Studieneinsshhehandelt und es erfolgte
keine studienbedingte Modifikation der leitliniemgehten Therapie.

Zunachst erfolgte stets ein operativer Eingriff ger Klinik fur Neurochirurgie des
Universitatsklinikums Halle, der die histologisdb&gnose erbrachte. Es handelte sich
dabei in 16 Fallen um eine makroskopische Totaktesedes Tumors, in 10 Fallen um

eine Teilresektion und in 7 Fallen um eine Biopsie.
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Aul3er bei zwei Patienten schloss sich daran eirstr&éddung der Tumorregion in der
Klinik flr Strahlentherapie des Universitatsklintke Halle an. Diese erfolgte nach
individuell anhand des Gesamtzustandes des Patidestgelegtem Therapieplan in
Mehrfeldtechnik mit einer Gesamtdosis zwischen 36(&s Ganzhirnbestrahlung) und
61.2 Gy. Die volle therapeutische Dosis um 60 Gyedtien 20 Patienten.

Zusatzlich wurde bei 19 Patienten eine Chemotherapi Temozolomid durchgefiihrt
und zwar simultan zur Bestrahlung in einer Dosis ¥6 mg/mad, gefolgt von 6 Zyklen

mit 150 mg/mzd Uber jeweils 5 Tage im 6-wochigerstaind.

3.2 Bestimmung der OPN-Plasmakonzentration

3.2.1 Gewinnung der Plasmaproben

Die OPN-Bestimmung erfolgte im Blutplasma. Um auEhkenntnisse Uber die

Entwicklung der OPN-Plasmakonzentration im Thenagilauf zu gewinnen, war es

das Ziel, von jedem Patienten folgende vier Plasotsm zu gewinnen:

TO praoperativ

T1 unmittelbar vor oder bei Beginn der Bestraglun

T2 am Ende der Bestrahlung

T3 im Rahmen der ersten routinemaRigen Verlatsaachung 4-8 Wochen nach
Ende der Bestrahlung

Um die praoperative Plasmaprobe akquirieren zu &nmusste der Studieneinschluss

an der Klinik fir Neurochirurgie des Universitaiskkums Halle und bereits vor der

histologischen Sicherung der Diagnose erfolgen.hBiéswurden zahlreiche zunéachst

eingeschlossene Patienten, bei denen sich dielogiohe Verdachtsdiagnose auf ein

malignes Gliom histologisch nicht bestatigte, imrlgef wieder aus der Studie

ausgeschlossen. Die Plasmaproben dieser Patienteélenwernichtet.

Es wurden, meist im Rahmen von Routineblutabnahipeeveils 9 ml vendses Blut in

einem Blutplasmardhrchen abgenommen, zentrifugiet, Plasma abpipettiert und bei

-80 °C eingefroren. Die Beschriftung aller Probeolgte psudonymisiert.

Aufgrund organisatorischer Probleme zu Beginn dedi® fehlt die TO-Plasmaprobe

leider bei 6 Patienten. Ferner fehlen die T1-Prbke 3 und die T2-Probe bei 5

Patienten, was teilweise organisatorisch, teilwaiser auch durch den Therapieverlauf

bedingt ist. Von 2 Patienten etwa konnte nur diePf@be gewonnen werden, da bei
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ihnen wegen eines sehr schlechten Allgemeinzussandeh der Operation von einer
weiteren spezifischen Therapie abgesehen wurdeh@ufigsten, nadmlich in 14 Fallen,
fehlt jedoch die T3-Probe, weil bei Patienten mgiinstigem Krankheitsverlauf oft
keine strahlentherapeutische Wiedervorstellung neefolgt ist und 5 Patienten zu

diesem Zeitpunkt bereits verstorben waren.

Tab.1 — Ubersicht (iber die Anzahl der zu den véesieimen Therapiezeitpunkten gewonne-
nen Plasmaproben im Verhéltnis zu den jeweils miicheschlossenen Patienten.

Abnahmezeitpunkt | Vorhandene Eingeschlossene
Plasmaproben | Patienten

T0 28 33
T1 30 35
T2 28 33
T3 19 28

3.2.2 Durchfuhrung der ELISA

Der quantitative OPN-Nachweis erfolgte im Forschalalgor der Klinik fur
Strahlentherapie mittels ELISA. Verwendet wurde gasiman Osteopontin Assay
Kit* der Firma IBL.

Die Plasmaproben wurden mittels Vortex gleichméafiigchmischt, mit Probenpuffer
auf 5 % verdinnt und 100 pl dieser Probenlosung caefmit OPN-Antikoérpern
vorbeschichtete Mikrotiterplatte pipettiert. DieaRé wurde mit Klebeband abgedichtet
und bei 37 °C fur 1 Stunde inkubiert. AnschlieRendde der Uberstand abgegossen
und die Platte trocken geklopft, gefolgt von 7 Westritten mit jeweils 300 pl
Waschpuffer je Well. Nun wurden 100 pl des mit \(emdungspuffer auf 3 %
verdinnten Detektionsantikdrpers je Well zugegebéie, Platte mit Klebeband
abgedichtet und fiir 30 min bei 4 °C inkubiert. Detnavurde wiederum der Uberstand
abgegossen, die Platte trocken geklopft und 9-mdl Waschpuffer gewaschen.
Anschlie3end erfolgte die Zugabe von 100 ul Sutiésang (Chromogen) je Well und
eine erneute Inkubation fur 30 min bei Dunkelheitd uRaumtemperatur. Nach
AbgieRen des Uberstands und Ausklopfen der Platelevdie Detektionsreaktion mit
100 pl Stopplésung (1IN 280y je Well beendet und die Absorption der einzelnen
Wells bei 450 nm im Photometer vermessen.
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Es wurde fir jede Platte eine Standardkurve erhitt®azu wurde eine
Verdinnungsreihe hergestellt mit 200, 100, 25, 18.25, 3.1 und 0 ng/ml OPN-
Standard (rekombinantes humanes OPN).

Die OPN-Konzentration jeder Plasmaprobe und jedesnZéntrationsstufe der
Verdunnungsreihe wurde in zwei Wells vermessen and beiden Werten wurde
jeweils der Mittelwert berechnet. Als Negativkotieeodiente Giordano/ Ripa-Puffer,

als interne Kontrolle eine der Plasmaproben degesichlossenen Patienten.

3.3  Vermessung von Tumor- und Tumornekrosevolumen

3.3.1 Volumen der zentralen Tumornekrose als Surragparameter fur das

Ausmald der Tumorhypoxie

Zur Abschatzung der Tumorhypoxie vermald ich alsddatparameter das Volumen
der zentralen Tumornekrose in radiologischen Stifildiern. Dem liegt die Annahme
zugrunde, dass Nekrosezonen im Tumorinneren Zei¢tiereine dort insuffiziente
Blutversorgung sind. Dabei drfte im Bereich derkidse selbst Anoxie herrschen.
Interessant war fur mich der Randbereich der Nedawse, da dort entsprechend dem in
1.2.1 erlauterten Krogh'schen Zylindermodell mitnebmendem Abstand zum
suffizient perfundierten Tumorgewebe der Sauers#offaldruck von Normoxie tber
Hypoxie bis zur anoxischen Nekrose abnehmen disiethe Abb. 4). Diese Annahme
wird durch immunhistochemische Studien bestéatige @ Glioblastomen eine
besonders intensive Expression endogener HypoxkemgHIF-lo, OPN) an der
Grenze zu Nekrosezonen nachweisen konnt{Swndergaard et al., 2002,
Sreekanthreddy et al., 2010)

Die hypoxische Ubergangszone als eigentliches Hgpbgs Gewebsvolumen war fiir
mich nicht direkt vermessbar, da diese noch padigichblutet ist und damit wie das
umgebende normoxische Tumorgewebe Kontrastmittielimmt. Ihr Volumen durfte
aber annahernd proportional zum Volumen der nicbhtkastmittel aufnehmenden
Nekrosezone sein. Deshalb habe ich das VolumerNdkrosezone zur Abschatzung

des Ausmalies der Hypoxie herangezogen.
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Abb.4 - Vereinfachte schematische Darstellung degeaommenen Oxygenierungsver-
haltnisse im Bereich der zentralen Nekrose eindgnen Gliomesunter Verzicht auf di
Darstellung der perfusionslimitierten Hypoxie imrclu atypische Blutgfale versorgte
Tumorgewebe. Man sieht mit zunehmender Entfernumg Ietzten perfundierten Gefal ei-
nen kontinuierlichen Abfall des Sauerstoffpartialtkes von Normoxie (dunkelgrir)ber
immer ausgepragtere Hypoxie (hellgrin, gelb, orabgehin zur anoxischen Nekrose (rot).
(modifiziert nach Schlote et al., 1999)

Dieses absolute Volumen ist nattrlich stark abhgimgh der Gesamtgrof3e des Tumors,
da ein grol3es Tumorvolumen per se ein grof3eresosi@kolumen beinhalten kann als
ein kleines Tumorvolumen. Deshalb wurde zusatzédeh das Gesamtvolumen der
Tumore vermessen und nach der Formel Nekrosevollmerorvolumen x 100 das
relative Nekrosevolumen berechnet, der prozentdateil der Nekrose am Tumor.
Somit standen mir letztlich drei VolumengréRen Aderfigung: Das absolute

Nekrosevolumen, das absolute Tumorvolumen undaelaswe Nekrosevolumen.

3.3.2 Vorgehensweise bei der Vermessung der Volunparameter

Zur Vermessung von Nekrose- und Tumorvolumen vedetnich in aller Regel die
praoperativen kontrastmittelverstarkten Kranio-MRUfahmen der Patienten. Waren
diese in Einzelfallen nicht vorhanden, habe ich &ohtrastmittelverstarkte CT-
Aufnahmen zuriickgegriffen. Nicht von allen Patiengab es Schnittbildaufnahmen in
ausreichender Qualitat. Daten zum Tumorvolumerehefgir 29, zum Nekrosevolumen

fur 26 Patienten vor.
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Die Vermessung erfolgte mittels des Bestrahlungspigsprogramms Oncentra-
Masterplan, das die exakte schichtweise Markiethglgbiger Gewebsareale in MRT-
und CT-Aufnahmen erlaubt. Das eingezeichnete Voturberechnet das Programm
automatisch aus den Flacheninhalten der in dereksiez Schichten markierten Areale,
der Schichtdicke und der Anzahl der markierten Suen.

Als Tumorvolumen wurde der Raum definiert, der tdumen &uf3eren Rand des
Kontrastmittel aufnehmenden, vitalen Tumorgewelaggdnzt wird. Es lasst sich in der
Regel scharf vom Parenchym abgrenzen und schliezedtrale Nekrose mit ein.

Als Nekrosevolumen wurde das nicht oder nur unmegBig Kontrastmittel
aufnehmende Areal definiert, das durch den stanktristierten vitalen Randsaum

eingegrenzt wird (siehe Abb. 5 und 6).

Abb. 5 und 6 - Beispielschichten aus T1-gewichtekemtrastmittelverstarkten MRT-Auf-
nahmen mit markierten Tumor- (rosa) und Nekrosezdiau). Dabei stellt sich die Ne-
krose in Abb. 5 homogen hypointens dar, in Abbagedjerals unregelmafig kontrastier
Areal, das sich jedoch relativ gut gegen das stédkatrastierte vitale Tumorgewebe ab-
grenzen lasst.

3.3.3 Vergleichbarkeit von Volumenwerten aus MRT- nd CT-Bildern

Um sicherzugehen, dass die in CT-Aufnahmen vermess¥olumenwerte mit denen
aus MRT-Aufnahmen vergleichbar sind, fuhrte icheeltteine Stichprobe durch. Dazu
verwendete ich Archivaufnahmen von Gliompatientdie préaoperativ sowohl ein

kranielles MRT als auch ein CT erhalten hatten. Bagebnis dieser Stichprobe deutet

-28-



darauf hin, dass man die in MRT und CT vermessevielumenwerte durchaus
miteinander vergleichen kann (siehe Tab. 2).

Tab. 2 -Vergleich der Messwerte, die sich nach Vermessemagijs desselben Nekrose-
volumens in MRT- bzw. CRufnahmen ergeben, zur Verdeutlichung der Vergledckeit
entsprechender Messwerte aus beiden Schnittbibivesh.

Patient |Nekrosevolumen MRT [cm?®] |Nekrosevolumen CT [cm?]
1 3.8 4.3

2 52,6 50,7

3 3.4 3,0

4 343 37,3

3.4  Erfassung der Uberlebenszeit und weiterer Daten

Studienwichtige patientenbezogene Daten wurdenRégientenakten der Kliniken fur
Neurochirurgie und Strahlentherapie entnommen, taé@ @lie individuelle Therapie,

Angaben zu Allgemeinzustand, Tumorhistologie, Biégitkrankungen und Labordaten.

Zusatzlich ermittelte ich nach Ablauf einer Nachimschtungszeit von im kiirzesten Fall
15 Monaten per Melderegisterauskunft beim zust@miginwohnermeldeamt ob und
wenn ja an welchem Tag die Patienten verstorbererwafnhand dieser Angabe
berechnete ich die Gesamtlberlebenszeit, die aigadm vom Tag der ersten
neurochirurgischen Operation bis zum Sterbetagn@eti wurde. Bis zum Ende des
Beobachtungszeitraumes waren 24 Patienten versto8waren noch am Leben. Zu
einem auslandischen Patienten sind keine Angabeaglichpweil er unmittelbar nach

Abschluss der Bestrahlung wieder in sein Heimatgereist ist.

Die Speicherung séamtlicher Daten erfolgte pseudasignh
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Studieneinschluss bei radiologischem Ver-
dacht auf malignes Gliom, Studienauf-
kliirung, Vermessung der Volumenpara-
meter, Auswertung der neurochirurgi-
schen Patientenakte, Gewinnung der
ersten Plasmaprobe (T0) und Archivie-

rung bei-80 °C
Studienausschluss  bei

anderer Diagnose als qumm Neurochirurgische Operation und histolo-
malignes Gliom, Ver- gische Diagnosestellung
nichtung der TO-Probe

unmittelbar vor Beginn der Bestrahlung
Gewinnung und Archivierung der zwei-
ten Plasmaprobe (T1)

l

am Ende der Bestrahlungsphase Aus-
wertung der strahlentherapeutischen Pa-
tientenakte, Gewinnung und Archivie-
rung der dritten Plasmaprobe (T2)

|

im Rahmen der ersten strahlentherapeu-
tischen Nachuntersuchung nach 4-8 Wo-
chen Gewinnung und Archivierung der
vierten Plasmaprobe (T3)

/ \

jeweils nach Sammlung von ausreichend nach Nachbeobachtungszeit von wenigs-
Plasmaproben zur Belegung einer Mikro- tens 15 mon Einholung von Melderegis-
titerplatte Durchfiihrung der OPN-ELISA terauskunft zur Bestiitigung des Uberle-

bens oder Ermittlung des Sterbedatums

Abb. 7 — Ubersichtsdarstellung des Studienablaufs

3.5 Statistische Auswertung

Fur Signifikanzberechnungen wurde in der RegeMienn-Whitney-U-Test verwendet,
ein nicht-parametrischer Signifikanztest, der prigdb die Werte einer Stichprobe
Uberzufallig haufig gréRer sind als die Werte eiaederen Stichprobe. Ein nicht-
parametrischer Test wurde gewahlt, weil die OPN#@mtration von sehr vielen,
mitunter krankheitsunspezifischen Parametern abbasigund deshalb zu gro3en inter-
und intraindividuellen Schwankungen neigt. Ein tHphArametrischer Signifikanztest
wird durch die unvermeidlichen ,Ausreil3er wenidpeinflusst.

Die Visualisierung der Daten erfolgt meist als Baliagramm. In diesen ist stets die
positive Standardabweichung mit dargestellt.

Vergleiche der Uberlebenszeit von Subgruppen wuntéthilfe der Kaplan-Meyer-
Analyse durchgefiihrt. Diese ist speziell fir Ubleeleszeitanalysen entwickelt worden
und bertcksichtigt, dass das Ereignis, meist del, bei einem Teil der Patienten bis
zum Studienende noch nicht eingetreten ist und alleshur die Zeit zwischen
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Einschluss und Studienende bekannt ist, nicht dieereit bis zum Ereignis. Da dies in
meiner Studie bei 8 Patienten der Fall ist, habebigi Vergleichen der Uberlebenszeit
auch nicht die mittlere, sondern die mediane Ubereszeit angegeben. Eine mittlere
Uberlebenszeit lasst sich unter Berticksichtigunigr aPatienten nicht berechnen,
solange nicht alle Patienten verstorben sind. BEieeliane Uberlebenszeit ergibt sich
aus der Kaplan-Meyer-Analyse bereits, wenn noch B@¥oPatienten am Leben sind.
Nur bei einem kleinen Teil der betrachteten Subgempleben am Studienende noch
uber 50% der Patienten, sodass auch die Angabe regdianen Uberlebenszeit nicht
maglich ist.

Als Signifikanztest wurde bei diesen Vergleichem deg-Rank-Test verwendet. Dies
ist ebenfalls ein nicht-parametrischer Test. Eribksichtigt wie die Kaplan-Meyer-
Analyse, dass das Ereignis nur bei einem Teil dsieRten eingetreten ist. Seine
Anwendung ist auch auf jene Subgruppen moglich, dmmen keine mediane
Uberlebenszeit angegeben werden kann.

Ein signifikanter Unterschied wurde bei einer Imgwahrscheinlichkeit von unter 5 %

angenommen (p < 0.05) und mit * gekennzeichnet.
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4. Ergebnisse

4.1  Veranderung der OPN-Plasmakonzentration im Theaipieverlauf

4.1.1 OPN-Plasmakonzentration im Therapieverlauf, @samtkollektiv

Betrachtet man das Gesamtkollektiv der Patienten,zeigt sich tendenziell ein

kontinuierlicher Anstieg der OPN-Plasmakonzentratics zum Abnahmezeitpunkt T2.

OPN-Konzentration nach Therapiezeitpunkten
1400

*
1200 [ 1
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TO ™ T2 T3
Therapiezeitpunkt

Abb.8 - Graphische Darstellung der OPN-Plasmakadnaton im Gesamtkollektiv firid

vier TherapiezeitpunkteEs zeigt sich eine tendenzielle Zunahme im Thexegplauf, mi

Signifikanz zwischen TO und T2. Dargestellt sindtMivert und Stndardabweichun
Die mittlere OPN-Konzentration lag zu den Zeitpwnk{TO, T1, T2 und T3 bei 465,
582, 696 und 697 ng/ml. Dabei ist der Unterschigsehen TO und T2 signifikant (p =
0.01). Zwischen T2 und T3 zeigt sich kein weitekastieg, was aber eventuell dadurch
zu erklaren ist, dass Patienten mit hohen OPN-Welkesonders oft zur letzten
Blutabnahme nicht mehr erschienen waren. Diesustdbildung 9 gut ersichtlich.
Um eine derartige Verzerrung auszuschlie3en, helbaals nachstes jeweils zu zwei
gegebenen Abnahmezeitpunkten nur die OPN-Plasmeaktmationen solcher Patienten
miteinander verglichen, von denen auch tatsachlistesswerte zu beiden
Abnahmezeitpunkten vorlagen. Von TO zu T1 steigtdieser Betrachtungsweise die
mittlere OPN-Plasmakonzentration von 443 auf 62/mhgn = 25; p = 0.045), von T1
zu T2 von 606 auf 696 ng/ml (n = 28; nicht sigrafik), von T2 zu T3 von 585 auf 717
ng/ml (n = 18; nicht signifikant), von TO zu T2 vei®5 auf 713 ng/ml (n = 23; p =
0.03), von T1 zu T3 von 520 auf 697 ng/ml (n = Aht signifikant) und von TO zu T3
von 426 auf 631 ng/ml (n = 16; Trend, p = 0.11).zEgyt sich von einem friheren zu

-32-



einem spateren Abnahmezeitpunkt stets ein tendEmziAnstieg der OPN-

Konzentration, auch von T2 zu T3.

OPN-Konzentration nach Therapiezeitpunkten

2500

2000

1500

1000

OPN-Konzentration [ng/ml]

500

TO T T2 T3
Therapiezeitpunkt

Abb. 9 - Graphische Darstellung der OPN-Plasmakainzeonim Therapieverlauf fir di
einzelnen Patienten. Es zeigt sich eine von Abnabitminkt zu Abnahmezeitpunkt zuneh-
mende Streuung bei insgesamt steigenden OPN-Wé&rsenird dedich, dass vor allem b
Patienten mit sehr hoher OPN-Konzentration die ihe fehlt.

4.1.2 OPN-Plasmakonzentration im Therapieverlauf abangig vom Operations-

verfahren

Bei den 16 Patienten, die eine makroskopische Tiatadresektion erhalten haben,
betrug die mittlere OPN-Konzentration zum Abnahnitezekt TO 420, zu T1 486, zu

T2 575 und zu T3 501 ng/ml. Bei den 17 Patientehvmeiniger radikaler Operation

waren es zu T0 505, zu T1 692, zu T2 858 und zL0B3 ng/ml.

Signifikanz erreicht dabei nur der Konzentrationisuschied zwischen TO und T2 in der
Patientengruppe mit weniger radikaler Operation=(f0.03), bei den Patienten mit
Totalresektion zeigt sich zwischen TO und T2 eihwsacher Trend (p = 0.1). Zu den
Zeitpunkten T2 und T3 zeigt zudem der OPN-Konzeioinaunterschied zwischen den
beiden Patientengruppen einen Trend zur Signifikprz0.07 bzw. p = 0.1).
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OPN-Konzentration abhéngig vom Operationsverfahren
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Abb.10 - Graphische Darstellung der OPN-Plasmakanagon in Abh&angigkeit von de
Radikalitat der Tumoroperation. Es zeigt sich inefipieverlauf bei Patienten miteniger
radikaler Operation ein deutlich starkerer Anstleyg OPNKonzentration. Dargestellt sit
Mittelwert und Standardabweichung.

4.1.3 OPN-Plasmakonzentration im Therapieverlauf abangig von der

Bestrahlungsdosis

Ich habe zu den vier Abnahmezeitpunkten die mé@t@PN-Konzentration bei den 11
Patienten mit einer Bestrahlungsdosis bis 54 Gy loeidden 20 Patienten mit einer
Dosis ab 58 Gy verglichen. Es ergeben sich fulNieslrig- bzw. die Hochdosisgruppe
folgende Werte: Zum Zeitpunkt TO 533 bzw. 381 ng(iend, p = 0.08), T1 616 bzw.
451 ng/ml (p = 0.03), T2 1009 bzw. 548 ng/ml (p .82). Zum Zeitpunkt T3 ist ein

Vergleich nicht mehr moglich, weil in der Niedrigdsgruppe nur noch fur drei

Patienten OPN-Werte vorhanden sind.
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OPN-Konzentration nach Bestrahlungsdosis
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Abb.11 - Graphische Darstellung der ORMNRAzentration in Abhangigkeit von d
Bestrahlungsdosis. Es zeigt sich zu allen Abnahitpeaeten, also auch schon vor Bestrah-
lungsbeginn, eine hdhere OR{®nzentration bei Patienten mit niedriger Bestragkdosis
Dies ist zu T1 und T2 signifikant. Dargestellt siMitelwert und Standardabweichung.

4.2  OPN-Plasmakonzentration abhangig vom WHO-Grad

Vergleicht man den mittleren OPN-Spiegel zu derssleiedenen Abnahmezeitpunkten

bei den 12 Patienten mit einem anaplastischen Agwm oder Oligodendrogliom
(WHO °Ill) mit dem bei den 21 Glioblastompatient@WHO °IV), so ergeben sich
folgende Werte: Zu TO 384 ng/ml bei anaplastischéiiom bzw. 518 ng/ml bei
Glioblastom (Trend, p = 0.11), zu T1 480 bzw. 64l (Trend, p = 0.08), zu T2 622
bzw. 732 (nicht signifikant) und zu T3 638 bzw. #&8ml (nicht signifikant).
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Abb.12 — Graphische Darstellung der OPN-Plasmakdraton in Abhangigkeit vom Tu-
morgrad. Zu allen Therapiezeitpunkten zeigt sicte @éendenziell hbhere OPN-Konzentra-
tion bei Glioblastomen, mit einem Trend zur Sidw@fz zu TO und T1. Dargestellt si
Mittelwert und Standardabweichung.
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4.3 OPN-Plasmakonzentration abhangig von den vermsenen Volumina

Alle drei Volumenparameter, absolutes Nekrose-,olaibss Tumor- und relatives
Nekrosevolumen, wurden mit der OPN-Plasmakonzeoirats Verhaltnis gesetzt.

4.3.1 Absolutes Nekrosevolumen

Tragt man das absolute Nekrosevolumen gegen die-Rl&nakonzentration zu den
Abnahmezeitpunkten TO, T1 und T2 auf, so ergebandie Abbildungen 13A-C. Zum

Zeitpunkt T3 ist wegen der dort sehr lickenhaftemteld eine sinnvolle Bewertung
unmaglich. Zu allen dargestellten Zeitpunkten erikeman eine tendenzielle Zunahme

der OPN-Konzentration mit steigendem Nekrosevoluraendeutlichsten zu T1.

Nekrosevolumen nach OPN-Konz., TO Nekrosevolumen nach OPN-Konz., T1
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g1200 §14oo -
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z D4 2 400 oo .
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Abb.13A Abb.13B
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Abb.13A-C - Graphische Darstellung der OPMssmakonzentration in Abhangigkeit vi
absoluten Nekrosevolumen fiir die AbnahmezeitpumkteT1 und T2. Es zeigt sich jewe
eine tendenzielle Zunahme der OPN-Konzentratioreomehmendem Nekrosevolumem
deutlichsten zu T1.
Bildet man nun zwei Patientengruppen mit einem laisie Nekrosevolumen, das
entweder kleiner oder grof3er als der Median vob 6r@2 ist, so zeigt sich zu keinem

Zeitpunkt eine signifikant unterschiedliche OPNgptakonzentration in den Gruppen.
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OPN-Konzentration nach Nekrosevolumen
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Abb.14 — Graphische Darstellung der OPN-Plasmakureaiton in Abh&ngigkeit vom abso-
luten Nekrosevolumen. Es zeigt sich kein signiftekenZusammenhang. Dargestellt s
Mittelwert und Standardabweichu

Bei umgekehrter Betrachtung ergibt sich jedoch a&mleres Bild. Ich ordnete die
Patienten zu jedem Abnahmezeitpunkt nach ihrer @RiSmakonzentration und
bildete jeweils zwei Gruppen mit einer OPN-Konzatitm, die kleiner oder gréRRer ist
als die mediane OPN-Konzentration zu diesem Zekpudumindest zu TO ist das
mittlere Nekrosevolumen in der Gruppe mit der hol@RN-Plasmakonzentration
signifikant gréRer (23.9 cm? bei hohem, 7.5 cm3rbedrigem OPN; p = 0.02). Auch zu
den anderen Abnahmezeitpunkten ist das mittlererd$ekolumen in der Gruppe mit
der hohen OPN-Plasmakonzentration stets gro3erdalbs nicht signifikant.

o Nekrosevolumen nach OPN-Konzentration

45 ,Ll @ OPN-Konzentration = Median
m OPN-Konzentration < Median
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lm W B

TO T T2 T3
Therapiezeitpunkte

Mittelwert Nekrosevolumen [cm?]

Abb.15 - Graphische Darstellung des absoluten Nelkr@umens in Abhéngigkeit von der
OPN-Plasmakonzentration. Zu allen Abnahmezeitpumkteigt sich eine erhdhte OPN-
Konzentration bei groRem absolutem Nekrosevolurbées ist zu TO signifikant. Darge-
stellt sind Mittelwert und Standardabweichung.
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4.3.2 Absolutes Tumorvolumen

Insgesamt etwas besser ist die Korrelation desatiesolTumorvolumens mit der OPN-
Konzentration. Dies zeigt sich deutlicher in denmden Medianen von Tumorvolumen
und OPN-Plasmakonzentration definierten Gruppemigeg bei der Betrachtung als
Punktewolke (siehe Abbildung 16A-C). Zu allen datgéiten Zeitpunkten zeigt sich
dort tendenziell eine mit zunehmendem Tumorvolusteigende OPN-Konzentration.

Der Zusammenhang erscheint eher schwach, am detdicwird er zu T1.
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Abb.16A-C - Graphische Darstellung der OPMissmakonzentration in Abhangigkeit vi
absoluten Tumorvolumen fir die Abnahmezeitpunkte TDund T2. Es zeigt sich jewe
eine tendenzielle Zunahme der OPN-Konzentratioremmehmendemlekrosevolumen, a
deutlichsten zu T1. Insgesamt erscheint der Zusarhargy aber eher schwach.

Ordnet man die Patienten nach der Grol3e ihres wbsol umorvolumens, bildet zwei
Gruppen mit einem kleineren oder grol3eren Tumonaelu als der Median (26.8 cm3),
und vergleicht zu den verschiedenen Abnahmezeitpunlie OPN-Konzentration in
den beiden Gruppen, so ergibt sich folgendes Biloin Zeitpunkt T1 zeigen sich OPN-
Konzentrationen von 650 bzw. 458 ng/ml (p = 0.08) zum Zeitpunkt T2 von 753
bzw. 596 ng/ml (Trend, p = 0.06) in den Gruppen miblRem bzw. kleinem

Tumorvolumen. Zu TO und T3 zeigen sich keine sigaiften Unterschiede.
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OPN-Konzentration nach Tumorvolumen
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Abb.17 - Graphische Darstellung der OPN-Konzerdgratn Abhangigkeit v absolutel
Tumorvolumen. AufRer zu T3 zeigt sich eine hohereN@®@®nzentration bei grolem
absolutem TumorvolumerDies ist zu T1 signifikant und zeigt zu T2 eineredd zul
Signifikanz. Dargestellt sind Mittelwert und Standibweichung.

Bei umgekehrter Betrachtung zeigt sich zum ZeitpuhR ein signifikant grol3eres
mittleres Tumorvolumen bei hoher als bei niedrigd?N-Plasmakonzentration (70.7
bzw. 35.2 cm3; p = 0.04). Auch zu den anderen Abregeitpunkten ist das mittlere

Tumorvolumen bei hoher OPN-Konzentration gro3etpgd nicht signifikant.
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Abb. 18 - Graphische Darstellung des absoluten Tuohamensin Abhéngigkeit von de
OPN-Konzentration Es zeigt sich zu allen Abnahmezeitpunkten ein enéf absolute
Tumorvolumen bei héherer OPKbnzentration. Dies ist zu T2 signifikant. Dargdstnd
Mittelwert und Standardabweichung.
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4.3.3 Relatives Nekrosevolumen

Insgesamt am besten ist die Korrelation des re&atiMekrosevolumens mit der OPN-
Plasmakonzentration zu den verschiedenen Abnahtpem&ten. Die Darstellung als
Punktewolke ergibt zu TO, T1 und T2 die Abbildundge3A-C. Der zu beobachtende
uncherh

Nekrosevolumen erscheint deutlicher als bei denemmd beiden bereits erorterten

Zusammenhang zwischen hoher OPN-Konzentration relativen

Volumenparametern.

Rel. Nekrosevolumen nach OPN-Konz., T0O

Rel. Nekrosevolumen nach OPN-Konz., T1

1800

1400
.
= 1200 T 160 C
?1000 ?1400
= ‘e 1200
s * S .
% 800 . % 1000 . * -
= 3 T 800 o
g o * o g . .
S 400 < § 600 s .
X B ., ¢ . X *
> * . o . z 400 = . o*
% 200 g S o 200 ® e < g
0 0
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Relatives Nekrosevolumen [%] Relatives Nekrosevolumen [%]
Abb.19A Abb.1¢B
2000ReI. Nekrosevolumen nach OPN-Konz., T2
—1800 *
E 1600
=
£.1400 o
81200 .
£ 1000 o .
g 800 o.
g .
32 600 < 3 .
2 400 e . . . ®
O 200 *
0 Abb.19C
0 10 20 30 40 50
Relatives Nekrosevolumen [%] <«

Abb.19A-C - Graphische Darstellung der OPN-Plasmakatration inAbhangigkeit von
relativen Nekrosevolumernu den Abnahmezeitpunkten TO, T1 und T2. Es zedlt sine
tendenzielle Zunahme der OPN-Konzentration mit humendem relativem Nekrosevolu-
men. Die Korrelation erscheint deutlicher als ken dnderen beiden Volumenparametern.

Bildet man wieder zwei Patientengruppen mit ein@fativen Nekrosevolumen, das
groer oder kleiner ist als der Median (21.35%)eigt sich eine sehr enge Korrelation
mit den OPN-Konzentrationen zu den verschiedenenaAimezeitpunkten. In den

Gruppen mit groRem bzw. kleinem relativen Nekrot@&wen ergeben sich zum

Zeitpunkt TO mittlere OPN-Konzentrationen von 548vb415 ng/ml (Trend, p = 0.06),

zu T1 von 753 bzw. 366 ng/ml (p = 0.005), zu T2 @40 bzw. 453 ng/ml (p = 0.009)

und zu T3 von 1133 bzw. 558 ng/ml (nicht signifikan
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Abb.20 - Graphische Darstellung der OPN-Konzerdgrain Abhangigkeit vom relative
Nekrosevolumen. Es besteht eine enge positive Katisa der beiden Parameter. Dies
zu T1 und T2 signifikant und zeigt zu TO einen Trerur Signifikanz. Dargestellt sin
Mittelwert und Standardabweichung.

Das Ergebnis der umgekehrten Betrachtung ist werdgatlich. Es ergibt sich zwar
ebenfalls zu jedem Zeitpunkt ein gréReres relatNekrosevolumen bei hoher als bei
niedriger OPN-Konzentration, dies zeigt allerdimys zu TO einen starken Trend zur
Signifikanz (30.8 bzw. 18.3 %; Trend, p = 0.051).
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Abb. 21 - Graphische Darstellung des relativen Ns&volumensgn Abhangigkeit von de
OPN-Plasmakonzentration. Es zeigt sich zu allen Abnaem@unkten ein gro3er
relatives Nekrosevolumen bei héherer ORblzentration mit einem deutlichen Trend
Signifikanz bei TO. Dargestellt sind Mittelwert uStéandardabweichur
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4.4  Ergebnisse zur Gesamtuberlebenszeit

4.4.1 Gesamtuberlebenszeit abhé&ngig von der OPN-Blaakonzentration,

Gesamtkollektiv

Zu allen Abnahmezeitpunkten wurden jeweils zweiidPdngruppen gebildet mit

groRerer oder kleinerer OPN-Plasmakonzentratiom@dMedian zum entsprechenden
Zeitpunkt. In der Kaplan-Meyer-Analyse ergab sichaflen Zeitpunkten bei niedriger

OPN-Konzentration eine langere mediane Uberlebénaizebei hoher. Dies war zu T2
signifikant, mit 567 Tagen bei niedriger und 22@&a bei hoher OPN-Konzentration
(p = 0.02).

Uberlebenszeit nach OPN-Konzentration, T2

Gruppe

OPN-Konzentration <
Median
OPN-Konzentration >
Median

t=+= zensiert
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Abb.22 - Graphische Dstellung der individuellen Gesamtiiberlebenszeiflihangigkeit
von der OPN-Plasmakonzentration zum Abnahmezeitpligkals Kaplan-Meyer-Kurve.
Die medianen Uberlebenszeiten sind eingezeichretdButlich erkennbare Uberlebensvor-
teil bei niedriger OP-Konzentration ist signifikar

Um den Einfluss des Anstiegs der OPN-Konzentration einem friiheren zu einem
spateren Abnahmezeitpunkt auf die Uberlebenszeitrgarsuchen, wurden wiederum
jeweils zwei Patientengruppen gebildet: Patientéremem kleineren oder gréf3eren als
dem medianen OPN-Konzentrationsanstieg zwischen denade betrachteten
Abnahmezeitpunkten.

Es zeigte sich, dass bei Patienten mit einem genir@PN-Anstieg von TO zu T2 eine
mediane Uberlebenszeit in der Kaplan-Meyer-Analyht angegeben werden kann,

weil zum Studienende in dieser Gruppe noch mehr58Is% der nicht-zensierten
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Patienten am Leben waren. Bei Patienten mit einiemken OPN-Anstieg in diesem
Zeitraum betrug die mediane Uberlebenszeit nur Thhe. Es ergab sich ein
signifikanter Uberlebensvorteil (p = 0.006). Audlr tlen OPN-Anstieg von T1 zu T2
zeigt sich eine entsprechende Tendenz. Patienteringm schwachen bzw. starken

Anstieg Uberlebten im Median 617 bzw. 220 Tage (p02).

Uberlebenszeit nach OPN-Konzentrationserhéhung, T0-T2
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Abb.23 - Graphische Darstellung der individuelleas@mtiiberlebenszeit ikbhangigkeir
vom OPN-Plasmakonzentrationsanstieg zwischen deraibezeitpunkten TO und Tés
Kaplan-Meyer-Kurve. Die mediane Uberlebenszeitén Batientengruppe mit starkem An-
stieg ist eingezeichnet. Der deutliche Uberlebertsitdei geringem Anstieg ist signifikant.

4.4.2 Gesamtuberlebenszeit abhangig von bekanntensikofaktoren (Resektions-

ausmal3, Lebensalter und Tumorstadium)

Patienten, bei denen eine makroskopische Tumamsthttion vorgenommen worden
war, Uberlebten im Median nach der Kaplan-Meyerigse® 378 Tage, solche mit
weniger radikaler Operation nur 199 Tage (nichhsikant).

Patienten, die beim Studieneinschluss so alt dter\die der Median waren (63 Jahre)
Uberlebten im Median 199 Tage, jungere Patientgegkzn 689 Tage (p = 0.003).
Patienten mit der histologischen Diagnose Gliobiastiberlebten im Median 220 Tage,
Patienten mit einem anaplastischen Astrozytom adeplastischen Oligodendrogliom
689 Tage (p = 0.001).
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4.4.3 Gesamtuberlebenszeit abhangig von der OPN-RBlaakonzentration in nach
Risikofaktoren definierten Untergruppen

1. Untergruppen nach dem Resektionsausmal3:

Betrachtet man in der Kaplan-Meyer-Analyse nur dié Patienten, die eine
makroskopische Tumortotalresektion erhalten hageriberlebten solche Patienten, die
zum Zeitpunkt TO eine groRRere als die mediane OMNzkntration (335.13 ng/ml)
hatten, im Median 222 Tage. Bei solchen mit einedmgeren OPN-Konzentration
lasst sich keine mediane Uberlebenszeit angebehzwa Studienende noch mehr als
50 % der Patienten lebten. Dieser Uberlebensvastesignifikant (p=0.04).

Betrachtet man hingegen nur die 17 Patienten, die emer weniger radikalen
Operation behandelt worden sind, so betrug die amedUberlebenszeit von Patienten,
die zum Zeitpunkt T2 eine hohere als die median&l-®Bnzentration (822,60 ng/ml)
hatten, 199 Tage, in der Gruppe mit niedrigerer @®Nzentration 617 Tage (p =
0.02). Ebenfalls signifikant ist der entsprecheddsammenhang zu T3, trotz der zu
diesem Zeitpunkt sehr geringen Datenbasis. Patiemé einer héheren als der
medianen OPN-Konzentration von 553.33 ng/ml Ub&lebim Median 298 Tage,
solche mit niedrigerer OPN-Konzentration 689 Tage 0.02).

2. Untergruppen nach dem Lebensalter:

Auch bei isolierter Betrachtung alterer und jungétatienten zeigt sich zu bestimmten
Abnahmezeitpunkten ein entsprechender Trend. Die Ré&tenten, die bei
Studieneinschluss junger waren als der Median (&Bre), Uberlebten bei zum
Zeitpunkt T2 hoherer als der medianen OPN-Konz&atrgd486.49 ng/ml) im Median
405 Tage. Bei Patienten mit niedrigerer OPN-Konziun lasst sich wiederum keine
mediane Uberlebenszeit angeben, weil zum Studienandh mehr als die Halfte der
Patienten am Leben war (Trend, p = 0.08).

Bei den 18 alteren Patienten betrug die medianalélenszeit bei zu T1 hoherer als
der medianen OPN-Konzentration (525.03 ng/ml) 12®€l bei niedrigerer OPN-
Konzentration 318 Tage (Trend, p <0.1).
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3. Untergruppen nach dem Tumorstadium:

Bei ausschliel3licher Betrachtung der 21 Glioblagtatienten zeigt sich zu T2 ein
signifikanter Unterschied. Patienten mit hoherar dér medianen OPN-Konzentration
(632.96 ng/ml) Uberlebten im Median 211 Tage, s®lahit niedrigerer OPN-
Konzentration 372 Tage (p = 0.02).

Die Untergruppe der 12 Patienten mit WHO-Grad-llie@ bildet eine Ausnahme.
Zwar zeigt sich auch hier zu keinem Abnahmezeitpeitk Uberlebensvorteil bei hoher

OPN-Konzentration, es ergibt sich aber zu keinerntpdekt ein Trend zur Signifikanz.

Tab.3: Ubersicht tber die mediane Uberlebenszeit \d@schiedeen nach bekannte
Risikofaktoren gebildeten Subgruppen in Abhéngigken der OPNKonzentration zu de
vier Abnahmezeitpunkten. * bedeutet einen stassisgén Trend (p < 0.1), ** eine
signifikanten Zusammenhang (p< 0.05).

Mediane Uberlebenszeit in Tagen nach Kaplan-Meymatyse
abhangig von der OPN-Konzentration zum Zeitpunkt:
TO0 T1 T2 T3

Patienten mit Totalresektion, OPN-
Konzentratior> der Median 222** 222 222 405
Patienten mit Totalresektion, OPN- >50%
Konzentration < der Median lebend** 567 567 567
Patienten mit weniger radikaler OP,
OPN-Konzentratioxr der Median 211 211 199** 298**
Patienten mitweniger radikaler OH,
OPN-Konzentration < der Median 142 540 617** 689**
Patienten < 58. LJ, OPN-
Konzentratior> der Median 540 540 405* 540
Patienten < 58. LJ, OPN- >50% >50%
Konzentration < der Median 689 689 lebend* lebend
Patienterr 63. LJ, OPN-
Konzentratior> der Median 199 199* 199 222
Patienterr 63. LJ OPN-
Konzentration < der Median 142 318* 318 318
Patienten mit Glioblastom, OPN-
Konzentratior> der Median 220 220 211** 299
Patienten mit Glioblastom, OPN-
Konzentration < der Median 222 318 372** 318
Patienten mit WHO °3-Gliom, >50% >50% >50%
OPN-Konzentratioxr der Median >50% lebend lebend lebend lebend
Patienten mit WHO°3-Gliom, OPN- >50% >50%
Konzentration < der Median 689 689 lebend lebend

4.4.4 Gesamtuberlebenszeit abhangig vom relativenekrosevolumen

Auch das relative Nekrosevolumen zeigte eine Katian mit der Gesamtuberlebenszeit.
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Es wurden zwei Patientengruppen gebildeit einem relativen Nekrosevolumen, das
groRer oder Kleiner ist als der Median (22%). Egteesich, dass Patienten mit einem
grof3en bzw. kleinen relativen Nekrosevolumen im Medl99 Tage bzw. 318 Tage
(Trend, p = 0.09) Uberlebten.

Uberlebenszeit nach relativem Nekrosevolumen
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Abb.24 - Graphische Darstellung der individuellees@mttiberlebenszait Abhangigkeir
vom relativen Nekrosevolumen als Kaplan-Meyer-Kurid@e mediane Uberlebenszeit
den beiden Patientengruppen ist eingezeichnet. é@eennbare Uberlebensvorteil |
kleinem relativem Nekrosevolumen zeigt einen TramdSignifikanz.

5. Diskussion

5.1 Veranderung der OPN-Plasmakonzentration im Theapieverlauf

Sollte entsprechend der These bei Patienten mitigned Gliomen eine

tumorassoziierte Erh6hung der OPN-Plasmakonzeottratiorliegen, so wére ein
deutlicher Abfall der OPN-Konzentration im Theramdauf zu erwarten, denn das
Tumorgewebe als angenommene Quelle des zusatabizérrserten OPN wird im

Rahmen der Therapie reduziert. Besonders starkesdleser Konzentrationsabfall
zwischen den Abnahmezeitpunkten TO und T1 seiim déeser Zeit bei einem Grol3teil
der Studienpatienten eine totale oder subtotaleortesektion stattgefunden hat.

Die Bestimmung der OPN-Plasmakonzentration zu dem bnahmezeitpunkten
fuhrte jedoch zu der Beobachtung, dass der OPNg8pieoffenbar von

Abnahmezeitpunkt zu Abnahmezeitpunkt kontinuierlahsteigt. Auch wenn dieser

Anstieg oft nicht signifikant ist, ergibt sich doclamindest keinerlei Hinweis auf den
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eigentlich erwarteten therapiebedingten Abfall @&¥N-Konzentration. Gerade von TO
zu T1 bzw. T2, also von der pré- zu den erstendoejabstoperativen Blutabnahmen,
war ein signifikanter OPN-Konzentrationsanstiegbaobachten. Diese Beobachtung

konnte durch verschiedene Faktoren bedingt seenjdiFolgenden erlautert werden.

5.1.1 Einfluss des Operationsverfahrens

Ein nahe liegender Gedanke wére, dass es nach skakischer Tumortotalresektion
tatsachlich zu einem OPN-Plasmakonzentrationsalkalihmt, wie es z.B. von
Patienten mit nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinem bekannt ist(Blasberg et al.,
2010) Dies konnte aber in meinen Daten nicht sichtlean,swveil bei der Hélfte der
Patienten nur eine Teilresektion oder eine Biopsfelgt war. Bei diesen Patienten ist
makroskopisch sichtbares, vitales Tumorgewebes im gerblieben und kdnnte
weiterhin OPN ins Plasma sezernieren.

Tatséachlich zeigte sich bei der Patientengruppe weiiger radikaler Operation im
Therapieverlauf ein starker ausgepragter Anstieg @EBN-Konzentration. Bei den
Patienten mit einer Tumortotalresektion scheint@®N-Konzentration von T2 zu T3
sogar wieder leicht zu sinken, ohne dass dies fe@ugnifikanzniveau erreichen wirde.
Der OPN-Konzentrationsunterschied zwischen beidaireRtengruppen ist zu keinem
Abnahmezeitpunkt signifikant, zeigt aber bei T2 Oideinen Trend zur Signifikanz.
Der relativ grof3e Anteil an Patienten ohne Tumattesektion kdnnte somit teilweise
erklaren, warum die OPN-Plasmakonzentration im @Gésallektiv meiner Patienten
im Therapieverlauf weiter ansteigt. Allerdings Kktsich auch bei den Patienten, die
eine Totalresektion erhalten haben, der erwartdtetliche postoperative Abfall der
OPN-Konzentration nicht ein. Zudem konnten die Wsdbiede zwischen den beiden
Patientengruppen auch dadurch bedingt sein, dagsrZugt Patienten im stabilen
Allgemeinzustand mit radikaleren Verfahren operievurden, was unspezifisch

ebenfalls zu einer niedrigeren OPN-Konzentratiatrégen konnte.

5.1.2 Einfluss nicht-tumorassoziierter OPN-Sekretin

Eine weitere mogliche Ursache des Phanomens wéass, das im Plasma gemessene
OPN gar nicht aus dem Tumor selbst stammt, denn @PHNin eher unspezifischer

Marker. Es wird von diversen Geweben und dem Imiystesn produziert (siehe 1.3.2)
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und sogar eine steigende OPN-Plasmakonzentratibmunehmendem Lebensalter ist
teilweise nachgewiesen wordegiTakemoto et al., 1999)vas tendenziell, jedoch nicht
signifikant auch bei meinen Patienten zu beobadisten

Meine weiteren Beobachtungen sprechen jedoch ddfss zumindest ein Teil des
gemessenen OPN aus dem Bereich des Tumorgewebeaetanuss. Hinweise darauf
sind beispielsweise der Zusammenhang der OPN-Pkagmentration mit den am

Tumor vermessenen Volumenparametern und der Tremélzerer OPN-Konzentration

bei Glioblastompatienten im Vergleich zu PatientehWHO-Grad-IlI-Gliomen.

5.1.3 Einfluss erschwerter Diffusion

Eine Grundannahme dieser Arbeit war, dass ein Wed®sT Teil des im Tumorgewebe
sezernierten OPN aus hypoxischen Gewebsarealemmstaiese Areale sind aber
gerade deshalb hypoxisch, weil sie schlecht duutebbkind und deshalb die Diffusion
von Sauerstoff aus dem Blut in diese Areale erschise Auch andere Substanzen,
etwa Zytostatika, diffundieren schlechter aus ddot B hypoxische Geweb@/aupel
et al., 2001)Ist aber die Diffusion in der einen Richtung bel@ridkdnnte sie auch in
der Gegenrichtung erschwert sein. Dies wirde niat OPN, sondern auch alle
anderen endogenen Hypoxiemarker betreffen, westmlinsgesamt interessant ware,
die Stoffdiffusion aus hypoxischem Gewebe ins Blither zu untersuchen.

Es konnte also, trotz lokal erhthter OPN-Sekretiagler Einfluss hypoxischer
Tumorareale auf die OPN-Plasmakonzentration begresmn. Wenn aber der
Hauptanteil des im Plasma nachweisbaren, tumoriésden OPN gar nicht aus dem
hypoxischen Tumorgewebe stammen wirde, sondernan®.anderen, im Folgenden
erlauterten Quellen, ware es auch nicht verwuralerlivenn die Resektion dieses

Gewebes nur einen geringen Einfluss auf die OPNrRd&onzentration héatte.

5.1.4 Einfluss postoperativ in situ verbleibender imorzellen

Bedenkt man die biologische Eigenart maligner Géprilber die makroskopischen
Tumorgrenzen hinaus in gesund erscheinendes Gehieba zu infiltrieren, ist es

nicht Gberraschend, dass auch nach einer makrashkmr Totalresektion noch
Tumorzellen in situ verbleiben, die weiterhin OP&karnieren. Immunhistochemisch

konnten maligne Zellen nachgewiesen werden, dieh naeit entfernt von der
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eigentlichen Gliommasse entlang physiologischerefidsdel das Normalgewebe
infiltrierten.  Sogar historische Versuche, Gliolbtespatienten durch eine
Hemispherektomie zu heilen, scheiterten, weil Tuwralben regelmalig bereits Uber
Kommissurenbahnen die kontralaterale Hemispharitrieft hatten (Maria et al.,
1993) Wie grol3 die auf diese Weise postoperativ veoeledle Tumormasse ist, ist
natirlich schwer abzuschéatzen.

Von Karzinomen wei3 man, dass OPN dort, entsprethsiner physiologischen
Funktionen, einerseits an der Grenze zu Nekrosezbesonders stark exprimiert wird,
aber andererseits auch entlang der Tumor-Stromaz&yalso dort, wo maligne Zellen
gesundes Gewebe infiltrierdBrown et al., 1994)Dies kénnte auf maligne Gliome
ebenso zutreffen, denn auch in diesen spielt OP&in@ Rolle in der Vermittlung der
Infiltration von Tumorzellen in das Normalgewefan et al., 2010).

In diesem Falle wéren die postoperativ in situ kebenden, infiltrativen Tumorzellen
gerade solche, die besonders intensiv OPN expemiemd sezernieren. Da diese
Tumorzellen zudem in ansonsten gesundem und darnidwgchblutetem Hirngewebe
lokalisiert sind, kénnte von ihnen sezerniertes OBht ins Blutplasma gelangen.
Diese Hypothese liel3e sich tierexperimentell Glidgm durch eine Untersuchung der
OPN-Expression im Tumorgewebe maligner Gliome, inmiftelbar angrenzenden
Hirngewebe und in Hirngewebe gesunder Tiere.

Damit lieBe sich relativ gut der fehlende postopeea Abfall der OPN-

Plasmakonzentration erklaren, weniger gut aberymatiese so rasch weiter ansteigt.

5.1.5 Einfluss der Blut-Hirn-Schranke

Die Blut-Hirn-Schranke wird von den Endothelzellder zerebralen BlutgefalRe unter
Einfluss der Astrozyten gebildet und stellt inshesere flr polare Teilchen eine nur
schwer permeable Barriere d@ersson, 2005)OPN hat zahlreiche negativ geladene
Seitengruppen, unter anderem viele Phosphatgruppeinduirfte die intakte Blut-Hirn-
Schranke schlecht tGberwinden. Bei 51 Multiple-SkderPatienten betrug die mittlere
OPN-Konzentration im Liquor 200 ng/ml, im Blutserutiagegen nur 43 ng/ml. Im
Liquor, nicht aber im Serum war die OPN-Konzentmatidamit signifikant erhoéht
gegenuber 48 Patienten mit nicht-entztindlichenrategischen ErkrankungefWen et

al., 2011) Ubertragen auf maligne Gliome konnte das bedeulass, trotz bereits
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starker OPN-Expression und -Sekretion im BereichTenors, vor Therapiebeginn die
OPN-Plasmakonzentration niedrig bleibt.

Unter pathologischen Bedingungen, wie Entzindurgmer Traumata, wird die Blut-
Hirn-Schranke jedoch durchlassig, es entsteht &obrankenstorurig(Trepel, 2004)
Naturlich ist im Tumorgewebe auch préoperativ eiSehrankenstérung nicht
auszuschliel3en, da dort ein chronisch-entzindlididsomilieu herrscht und die
BlutgefalRe atypisch und von schlechter Qualitadl.sim ,gesunden” Hirngewebe der
unmittelbaren Umgebung dirfte die Blut-Hirn-Schramlagegen relativ intakt sein.
Durch die Operation entsteht im Operationsgebiathaim Umgebungsparenchym,
vermutlich eine ausgepragte Schrankenstorung, zimanedurch Verletzung von
BlutgefaRen, zum anderen durch den starken Entzigisdeiz. Die Schrankenstdrung
ist dabei wohl umso grof3flachiger, je radikaler deration durchgefuhrt wird.
Infolgedessen konnte postoperativ, trotz vermiretedbsoluter OPN-Sekretion im
verbleibenden Tumorgewebe, die OPN-Plasmakonzemirdtonstant bleiben oder
sogar ansteigen. Weiterhin sezerniertes OPN, etwgaden erwéhnten infiltrativen
Zellen im Umgebungsparenchym, kann nun besserlutsgBlangen.

Dies konnte auch erklaren, warum bei Bronchialkemmen tatsachlich ein
postoperativer Abfall der OPN-Plasmakonzentratiorbeobachten igBlasberg et al.,
2010) nicht aber bei malignen Gliomen. Die OPN-Sekreémis Bronchialkarzinomen
wird praoperativ durch keine Permeabilitatsbarrlehindert.

Zur Erhartung dieser Hypothese wére eine Studievsih in der der OPN-Spiegel von
Patienten mit malignen Gliomen pra- und postoperaigleich im Blutplasma und im
Liqguor bestimmt wird. Mit massenspektrometrischeerfghren konnte ein OPN-
Fragment als eines von 4 aus Uber 2000 Peptidentifideert werden, deren
Liguorkonzentration bei Glioblastompatienten gedmriGesunden signifikant erhoht
ist (Schuhmann et al., 20Q9yomit eine wichtige Voraussetzung fir eine solStedie
gegeben ist. Die Studie konnte helfen, den bestiofi@g Zeitpunkt zur Bestimmung
von OPN bei malignen Gliomen zu ermitteln. Sollimmbrassoziiertes OPN tatséchlich
praoperativ an der Blut-Hirn-Schranke aufgehaltenden, ware es eventuell sinnvoller,
den OPN-Plasmaspiegel erst postoperativ zu messas, im Sinne einer frihen
Therapieentscheidung ungunstig ware. Alternativkéman die OPN-Bestimmung bei

ZNS-Tumoren auch im Liquor vornehmen.
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5.1.6 Einfluss der Bestrahlung

Die Bestrahlung kdonnte den postoperativen Wiedsphguss der Blut-Hirn-Schranke
zusatzlich verzdgern. In einem In-vitro-Modell ddut-Hirn-Schranke konnte 72h nach
Gammabestrahlung mit bis zu 4 Gy eine tagelang ltamtie Permeabilitatszunahme
auch fur groBmolekulare Substanzen bis zu 70 kBigdstellt werden, unter anderem
aufgrund einer Offnung endothelialer Tight-Juncsi@auquette et al., 2011 Auch in
vivo konnte eine Permeabilititszunahme der Blut¥Bchranke nach Bestrahlung
gezeigt werden, etwa bei Ratt@Rubin et al., 1994)Somit kdnnte die Bestrahlung des
Tumorgebietes postoperativ den Ubertritt von OPNBtut begiinstigen.

In diesem Falle wére bei Patienten mit voller tperdischer Bestrahlungsdosis
tendenziell eine hohere OPN-Plasmakonzentratiorerswarten als bei Patienten mit
reduzierter Dosis, insbesondere zum Zeitpunkt T2 Earde der Bestrahlungsphase.
Dies ist bei meinen Patienten nicht der Fall, ing&#eil: Die OPN-Konzentration ist
zu jedem Zeitpunkt in der Hochdosisgruppe deutliofedriger als in der
Niedrigdosisgruppe. Dies ist gerade zu T2 signiftkaul3erdem auch zu T1.

Diese Korrelation ist aber kritisch zu betrachtém Einfluss der Bestrahlungsdosis auf
die OPN-Plasmakonzentration ist statistisch schwamhzuweisen, da Patienten meist
deshalb mit reduzierter Dosis bestrahlt werden, wig betagt oder in einem sehr
schlechten Allgemeinzustand sind. Beides konntgeriBsch zu einer hoheren OPN-
Konzentration beitragen und somit einen Zusammemhamwischen niedriger
Bestrahlungsdosis und hoher OPN-Konzentration ued@en. Insofern ist diese
Beobachtung eher ein Hinweis auf den ohnehin zuaewden Zusammenhang
zwischen OPN-Plasmakonzentration und Allgemeinnas{aiehe 5.1.2). Dafir spricht
auch, dass die Korrelation schon zu TO, vor detrBbeking, besteht. Dies unterstreicht
insgesamt die Validitat meiner Daten, hilft aber der eigentlichen Fragestellung nicht
weiter.

Uberprifen lieRe sich diese Hypothese nur tiereémpertell, da dabei die Zuordnung zu
den Bestrahlungsgruppen zuféllig erfolgen kdénnteanMkdnnte dabei die OPN-
Plasmakonzentration bei manifestem malignem Gliarargerschiedlichen Zeitpunkten
bestimmen und zwar beispielsweise ohne Bestrahlbag,niedriger und bei hoher

Bestrahlungsdosis.
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Abb.25A und B -Schematische Darstellung der mdglichen Ursacherfetéenden Abfall
der OPN-Plasmakonzentration nach Totalresektiomddignen Glioms. Blaue Pfeile sym-
bolisieren die OPN-Sekretion durch Tumorzellere iéteise die Blut-Hirn-Schranke.
Abbildung 25A zeigt den préaoperativen Zustand. Makennt eine intensive OPN-Sekre-
tion durch perinekrotische und infiltrative Tumditea. Ferner erkennt man die lecke Blut-
Hirn-Schranke im Bereich der atypischen Tumorgeféfid die intakte Blut-HirrSchranke
im Bereich des Hirnparenchyms. Der gelbe Kreis etedie wegen der verlangerten Diffus-
sionsstrecke erschwerte OPN-Diffusion aus der pkratischen Hypoxiezone ins Blut an.
Abbildung 25B zeigt den postoperen Zustand. Die Operationswunde wirkt als sta
Entziindungsreiauf das Umgebungsparenchym. Dies wird zusatzkehtérkt durch die a
gelbe Blitze symbolisierte Bestrahlung. Beides lkwéine kapillare Permeabilitatszunah-
me, die Blut-Hirn-Schranke wird leck. Gleichzeisgzernieren die nicht resezierten, infil-
trativen Tumorzellen im Hirnparenchym weiter ORModifiziert nach Schlote et al., 1999)

5.2 Zusammenhang zwischen der OPN-Plasmakonzentrati und dem

Tumorstadium maligner Gliome

In einer Studie konnte bekanntlich sowohl immurddeemisch als auch anhand der
Serumkonzentration gezeigt werden, dass die OPNeSgpn in Glioblastomen
gegenuber anaplastischen Gliomen verstarkiSseekanthreddy et al., 2010Eine
weitere interessante Frage an diese Studie waalibesib sich diese Beobachtung auch
anhand der OPN-Plasmakonzentration bestatigen lasst

Tats&chlich war die mittlere OPN-Konzentration Ziera Abnahmezeitpunkten in der
Gruppe der Glioblastompatienten hoher als in deéleR@ngruppe mit anaplastischen

Gliomen. Dies erreicht zwar zu keinem Zeitpunktistsche Signifikanz, zeigt aber zu
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T1 einen Trend zur Signifikanz. Dies miusste mieei@tudie mit grof3erer Patientenzahl
untermauert werden.

Beim Vergleich meiner Messwerte mit denen aus amd8tudien ist zu beachten, dass
mit unterschiedlichen OPN-ELISA-Kits gemessene Alseerte oft stark voneinander
abweichen. Beziglich der gemessenen relativen &btterde sind sie aber dennoch mit
einer gewissen Vorsicht miteinander vergleichiardermark et al., 2006)

5.3 Zusammenhang zwischen der OPN-Plasmakonzentrati und den

radiologisch vermessenen Volumenparametern

Die vorliegenden Daten legen einen Zusammenhangchen den in praoperativen
MRT- und CT-Bildern vermessenen Volumenparametermd uder OPN-

Plasmakonzentration sehr nahe. Mit zunehmendemlutbsoNekrose-, absoluten
Tumor- und relativen Nekrosevolumen steigt die CORdzentration zu den
Zeitpunkten TO, T1 und T2 an. Auf den zunachst stwatierenden Zusammenhang
der OPN-Konzentration in postoperativen Plasmagmd 1, T2) mit der praoperativen
Bildgebung wird unter 5.3.4 eingegangen.

5.3.1 Einfluss von ,AusreilRern” auf die errechneterSignifikanzwerte

Die errechneten Signifikanzwerte schwanken sehrk,stg nachdem wie die zu
vergleichenden Patientengruppen definiert werdém ektremes Beispiel sind relatives
Nekrosevolumen und OPN-Plasmakonzentration zum Bieaeitpunkt T2. Definiert
man die Gruppen anhand des medianen relativen Bekotumens und vergleicht die
mittlere OPN-Konzentration in beiden Gruppen, ergsich ein hochsignifikanter
Zusammenhang (p = 0.009). Definiert man die Grugpdoch umgekehrt anhand der
medianen OPN-Konzentration und vergleicht das emndtlrelative Nekrosevolumen in
diesen Gruppen, zeigt sich kein signifikanter Usitared (p = 0.3). Dieser scheinbare
Widerspruch erklart sich durch die relativ kleingiPntenzahl. Die geringe Datenbasis
erlaubt vorhandenen ,Ausrei3ern“ in den Daten, @&ignifikanzwerte stark zu
beeinflussen. Ein solcher Ausreil3er kann, je nathdelcher Gruppe er zugeordnet
wird, den statistischen Zusammenhang zwischen Reszametern verbessern oder

verschlechtern, obwohl mdglicherweise der realeadusenhang dazwischen liegt.
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Verzichtet man deshalb auf die Definition zweieu@en und betrachtet die Daten
stattdessen als kontinuierliche Punktewolke, sonkaran den Trend zu grof3erem
absolutem Tumor-, absolutem Nekrose- und relatiskrosevolumen bei hoherer
OPN-Plasmakonzentration zu TO, T1 und T2 stets radér weniger deutlich erkennen.
Wegen der nur sehr lickenhaften Daten Uber die &BhNentration zum Zeitpunkt T3

ist mir zu diesem Zeitpunkt keine diesbeziglichasgage maoglich.

5.3.2 OPN als Plasmamarker der Gewebehypoxie malignGliome

In der Gesamtbetrachtung scheint die OPN-Plasmakdration am besten mit dem
relativen Nekrosevolumen zu korrelieren, schlechtgrdem absoluten Tumorvolumen
und am schlechtesten mit dem absoluten Nekrosewsium

Gerade das absolute Nekrosevolumen ist aber flurdgrtingliche Fragestellung Uber
OPN als Hypoxiemarker besonders entscheidend. E$edvon den drei erfassten
Volumenparametern am ehesten die Abschatzung detuabn hypoxischen Tumorlast
ermdglichen, da das Volumen der hypoxischen Ubgsgone unmittelbar mit dem
absoluten Nekrosevolumen zusammenhangen durftdtfalishe Erlauterung unter
3.3.1). Sollte aber OPN tatsachlich ein guter P&amarker fur das Ausmald der
bestehenden Tumorhypoxie sein, so misste eine Kgoiteelation zwischen OPN-
Plasmakonzentration und absoluter hypoxischer Tlasiopestehen.

Dass aber das absolute Nekrosevolumen und die QédaBkonzentration dennoch
nur sehr schlecht miteinander korrelieren, |asstiaidternative Schlisse zu: Entweder
besteht doch kein enger Zusammenhang zwischen EbFR)asmakonzentration und
der hypoxischen Gewebsmasse in malignen Gliomem ddg in der praoperativen
Schnittbildgebung vermessene TumornekrosevolumeadssSurrogatparameter fir das
Ausmald der Tumorhypoxie ungeeignet.

Gerade Letzteres muss in Erwdgung gezogen werden.Nekroserandsaum bildet
zwar vermutlich einen bedeutenden Teil des hyptesc Gesamtvolumens, aber
mikroskopische Nekrosezonen oder nicht-nekrotisofmoxische Areale werden durch
die Vermessung des absoluten Nekrosevolumens wmidasst. Mit der erlauterten
Methode kann deshalb keine prazise Messung, somdergine grobe Abschétzung des
Ausmal3es der Tumorhypoxie mdglich sein. Wirde diegerlassig gelingen, so ware
die Methode dennoch sehr nutzlich, weil keine zlsdien Untersuchungen notig sind.

Da das Verfahren wissenschaftlich nicht untersugthtwar es deshalb ein Nebenziel
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dieser Arbeit, zu evaluieren, ob es fir die klihessd~orschung geeignet sein konnte.
Dieser Nachweis lieRe sich aber wohl besser duinknedirekten Vergleich mit
etablierten Verfahren zur Messung des Sauerstoiffiidnucks erbringen.

Aufgrund dessen ist mit der vorliegenden Arbeitléei keine Aussage zu der Frage
maoglich, ob OPN ein Plasmamarker der Gewebehypoxienalignen Gliomen ist.
Wegen der moglicherweise erschwerten Diffusion ehes hypoxischem Gewebe und
dem Blutkreislauf (siehe 5.1.3) ist dies zumindegtsch zu hinterfragen. Zur weiteren
Evaluierung der Frage ware eine Studie sinnvolen die OPN-Plasmakonzentration
wie in der vorliegenden Arbeit mittels ELISA zu nneten Zeitpunkten bestimmt, aber
die Sauerstoffsattigung im Tumor direkt ermitteltdy Dies ware durch intraoperative

Sondenmessung oder praoperative Injektion exodéyoxiemarker moglich.

5.3.3 OPN als Plasmamarker der Malignitat maligneiGliome

Die Tatsache, dass das relative NekrosevolumenderitOPN-Plasmakonzentration
besonders gut zu korrelieren scheint, ist jedodait &ine interessante Beobachtung und
fuhrt zu einer anderen Interpretation.

Ein grol3es relatives Nekrosevolumen, also ein gréeeil nekrotischen Gewebes an
der Tumormasse, konnte ein Indiz sein fir sehrhesclumorwachstum und/oder
ausgepragte Entdifferenzierung - Der Tumor bresieh rasch radiar aus, ohne die
adaquate Versorgung der Tumorzellen in seinem émesrcherzustellen. Ein grol3es
relatives Nekrosevolumen sprache demnach fir e2serimlere Malignitat des Tumors.
Darauf gibt es einige Hinweise. In einer Studie38nGlioblastompatienten Uberlebten
Patienten mit einem zentralen Nekrosevolumen vonigee als 47% des gesamten
Tumorvolumens im Mittel 17.5 Monate, solche mit @edem Nekroseanteil dagegen
nur 10.5 Monate (p=0.0004(Pierallini et al., 1998) In einer anderen Studie an
Astrozytompatienten zeigte sich ein signifikanters@dmmenhang zwischen relativem
Nekrosevolumen und der Proliferationsrate, alleggimicht mit der Uberlebenszeit
(Flynn et al., 2008) Die Volumenparameter waren in beiden Studien, iwieder
vorliegenden, in praoperativen Schnittbildern vessam worden. In einer kleinen
Studie an Oligodendrogliompatienten war eine ringiige Kontrastmittelanreicherung
im MRT, bekanntermal3en Korrelat einer zentralenrbgizone, mit einer signifikant
verkirzten rezidivfreien Uberlebenszeit assozi{€hoi et al.., 2010)Wie unter 4.4.4

dargestellt, war ein Zusammenhang zwischen ein@fdegr relativen Nekrosevolumen
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und einer verkirzten Uberlebenszeit auch in deliegenden Studie feststellbar, mit
einem Trend zur Signifikanz.

.Malignitat“ steht bei malignen Gliomen neben hohditoserate, Apoptose- und
Strahlenresistenz insbesondere fur eine hoheratfonsfahigkeit, denn die infiltrativen
Zellen im ,gesunden“ Hirnparenchym sind verantwoltl fir die konstitutiven
Lokalrezidive. Wirde eine hohe OPN-Plasmakonzeantraalso tatsachlich auf eine
besondere Infiltrativitat der malignen Gliomzellénweisen, was angesichts der
bekannten Rolle von OPN in der Tumorbiologie sdhugibel erscheint, so ware OPN
ein ausgesprochen nitzlicher prognostischer Maikerwirde dann namlich eine fur
die Prognose besonders entscheidende Tumoreigénsariieren.

5.3.4 Korrelation der praoperativen Volumenparamete mit postoperativen
OPN-Werten

Auf eine Auffalligkeit in meinen Beobachtungen mumssr noch hingewiesen werden.
Der Zusammenhang zwischen OPN-Plasmakonzentratidrprioperativ vermessenen
Volumenparametern besteht nicht nur zum praopemtihbnahmezeitpunkt TO,
sondern auch zu den postoperativen Zeitpunktennll T2. Dies ist bemerkenswert,
weil ungefahr die Halfte der Studienpatienten emakroskopischen Totalresektion des
Tumors und damit des vermessenen Gewebsvolumesizogén worden ist.

Dies deutet darauf hin, dass der beobachtete Zusahang zwischen der OPN-
Konzentration und den Volumenparametern eher raahteine direkte OPN-Sekretion
aus dem vermessenen Gewebsvolumen zurtickzufutireviemehr ist ein indirekter
Zusammenhang anzunehmen, der auch postoperatehbashleibt. Ein Beispiel ware
wiederum der Zusammenhang zwischen OPN-Plasmakwaen und hohem
Malignitatsgrad des Tumors. Der Hauptanteil des pié postoperativ nachweisbaren
Plasma-OPN konnte dabei, wie unter 5.1.4 erlautestwiegend aus infiltrativen
Tumorzellen stammen, die sich im gesund erschearemkrifokalen Gewebe befinden.
Auch diese Beobachtung kénnte also die Interpmataton OPN als Malignitatsmarker

unterstitzen.
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5.4 Zusammenhang zwischen der OPN-Plasmakonzentrati und der

Gesamtiuberlebenszeit

Eine sehr wichtige Frage an diese Arbeit war, ob @PN-Plasmakonzentration
Aussagen uber die Prognose der Patienten ermaglicitder Tat legen meine Daten
einen Zusammenhang zwischen einer hohen OPN-Plasmahktration und einer

verkirzten Gesamtiberlebenszeit bei Patienten ndtignen Gliomen nahe. Im

Gesamtkollektiv stellen eine hohe OPN-Konzentratmmm Zeitpunkt T2 und ein

rascher OPN-Konzentrationsanstieg von TO oder TTZsignifikante Risikofaktoren

fur eine verkirzte Uberlebenszeit dar.

Dies ist ein weiteres, starkes Indiz dafir, dassiimdest ein Teil des im Plasma
nachweisbaren OPN tatsachlich tumorspezifisch nst direkte Rickschlisse auf das
biologische Verhalten des Tumors zulasst. Es uiits zudem wiederum die

Interpretation von OPN als Malignitatsmarker beligreen Gliomen.

5.4.1 Einfluss des Abnahmezeitpunktes

Anhand der begrenzten Datenbasis ist der genams@nZmenhang zu den Zeitpunkten
TO, T1 und T3 im Gesamtkollektiv nicht signifikaiiniges spricht jedoch dafir, dass
auch zu diesen Zeitpunkten ein entsprechender Zusailmng besteht. Sowohl im
Gesamtkollektiv als auch in allen sechs unter Sed&uterten Untergruppen ist namlich
bis auf wenige Ausnahmen zu jedem Abnahmezeitpditkimediane Uberlebenszeit
bei hoher OPN-Konzentration kirzer als bei niedrige jedem der vier Zeitpunkte ist
dies zudem in mindestens einer der untersuchtererghuippen signifikant. Der
umgekehrte Fall, also hohe OPN-Konzentration bajgééier Uberlebenszeit, tritt nur in
wenigen Fallen auf und zeigt dabei nie einen TrndSignifikanz.

Dass der genannte Zusammenhang nicht stets zu wakEnAbnahmezeitpunkten
statistisch nachweisbar ist, fuhre ich in erstemnd.iauf die relativ kleine Patientenzahl
zuruck. Eine groRere, ahnlich aufgebaute Studieswiditig, um nachzuweisen, dass
eine hohe OPN-Plasmakonzentration tatsachlich lem &letrachteten Zeitpunkten ein

Risikofaktor fir eine verkiirzte Uberlebenszeit Meine Daten legen dies nahe.
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5.4.2 Einfluss von Resektionsausmal}, Lebensalter difumorstadium

Es ist eine interessante Frage, ob der dokumenifersammenhang einer hohen OPN-
Plasmakonzentration mit einer kiirzeren Uberlebeénenenittelbar ist, oder ob weitere
Faktoren zugleich die OPN-Konzentration und die léienszeit beeinflussen.
Geringeres Resektionsausmal3, hoheres Lebensallehdheres Tumorstadium, drei
wichtige Risikofaktoren fiir eine kiirzere Uberlelmzis von Patienten mit malignen
Gliomen, korrelieren auch in dieser Studie mit ginuheren Tod, Lebensalter und
Tumorstadium sogar hochsignifikant.

Bei Patienten mit und ohne Tumortotalresektion,jivegeren und alteren Patienten und
bei Glioblastompatienten, also in finf von sechshndiesen Risikofaktoren definierten
Untergruppen besteht zu mindestens einem der Abeaditpunkte zwischen OPN-
Plasmakonzentration und Uberlebenszeit eine skgmife Korrelation oder ein
diesbeztiglicher Trend. Nur in der Untergruppe dereaten mit einem WHO-Grad-111-
Gliom ist kein solcher Trend nachweisbar.

Man konnte deshalb erwagen, dass der Uberlebeegdvdsei niedriger OPN-
Plasmakonzentration im Gesamtkollektiv eventuethnidirekt auf die hohere OPN-
Sekretion zurtckzufihren ist, sondern darauf, @gslastome mehr OPN sezernieren
als WHO-Grad-IlI-Gliome. In diesem Fall durfte alsewohl bei isolierter Betrachtung
von Patienten mit WHO-Grad-IlI-Gliom, als auch veolchen mit Glioblastom kein
Zusammenhang zwischen OPN-Konzentration und Ubemkteit feststellbar sein. Bei
Glioblastompatienten besteht aber in der vorliegen8tudie ein solcher signifikanter
Zusammenhang. Die wahrscheinlichere Ursache ishafleswiederum die geringe
Patientenzahl, denn die Gruppe der Patienten rilO¥Grad-111-Gliom ist mit nur 12
Patienten die kleinste der sechs Untergruppen. wiefde Giberlebten in dieser Gruppe
besonders viele Patienten bis zum Studienende, ictéinil von 12. Damit ist die
Aussagekraft der errechneten medianen Uberlebemsssitzlich eingeschrankt.

Meine Daten sprechen somit dafur, dass eine hohé-Rl&makonzentration ein von
Resektionsausmal}, Lebensalter und Tumorstadiumhénglger Risikofaktor fir eine
verkirzte Uberlebenszeit bei malignen Gliomen Adtermals wéare aber eine gréRere

Studie nétig, um dieses Ergebnis zu untermauern.

- B8 -



5.5  Schlussfolgerung

In der Zusammenschau der Ergebnisse ergibt sichsa@hitissiges Gesamtbild. Eine
hohere OPN-Plasmakonzentration bei gréRerem relatiNekrosevolumen, eine
unabhangig von Resektionsausmald, Tumorstadium uebBensalter verkirzte
Uberlebenszeit bei héherer OPN-Konzentration unal Biend zu hoherer OPN-
Konzentration bei Glioblastomen als bei anaplalséacGliomen - All dies fuhrt zu der
Interpretation, dass OPN bei malignen Gliomen éasiamarker fir die Malignitat ist.
Seinen Wert als Malignitatsmarker scheint OPN daeh nach einer Totalresektion
des Tumors zu behalten, moglicherweise, weil viemainfiltrative Zellen im scheinbar
gesunden Hirnparenchym zur erhéhten OPN-Plasmahktnazen beitragen. Damit
ware OPN ein besonders wertvoller Marker, denn érdes gerade jene Zellen
nachweisen, die die schlechte Prognose malignem@limal3geblich bestimmen. Da
ein Ubertritt von OPN ins Blut vor Therapiebeginvestuell durch die Blut-Hirn-
Schranke behindert wird, ware maoglicherweise atedie frihzeitige Diagnostik eher
die OPN-Liguorkonzentration interessant.

Das Ausmal’d der Hypoxie im Tumorgewebe ist ebenéatidValignitatszeichen und es
ist weiterhin moglich, dass auch sie einen Einflags die OPN-Plasmakonzentration
hat. Mit der vorliegenden Studie lasst sich diedogd nicht untermauern, da das
praoperativ vermessene Volumen der zentralen Tupkoose offenbar kein
zuverlassiger Surrogatparameter fir die Tumorhyposti

Im Abschnitt ,Diskussion* ist bereits auf mehrereenlbare Studiendesigns
hingewiesen worden, mit deren Hilfe die vorgeschtem Hypothesen weiter erforscht
und moglicherweise bestétigt werden konnten. Emegales Problem der vorliegenden
Studie ist die relativ geringe Patientenzahl. OBNein recht unspezifischer Marker,
deshalb ware es insbesondere winschenswert, diehtugsreichen Studienergebnisse
mit einer &hnlich aufgebauten, aber grol3eren Studidgerprifen.

Der Aufwand ware gerechtfertigt. Da die weiterenidche Forschung in absehbarer
Zeit zu weitaus differenzierteren therapeutischaat&gien im Kampf gegen maligne
Gliome fuhren durfte, wird auch die frihzeitige &@ion geeigneter Patienten flur
bestimmte Therapieansatze an Bedeutung gewinnem. MBasmamarker der
Tumormalignitat, insbesondere der Infiltrativitiinnte dafur sehr geeignet sein, und

dafir ware Osteopontin nach den vorliegenden Deiteniel versprechender Kanditat.
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6. Zusammenfassung

Zielstellung: Ich fuhrte eine prospektive Beobachtungsstudie38nPatienten mit
malignen Gliomen (Glioblastom, anaplastisches Asti@m, anaplastisches
Oligodendrogliom) zur Evaluation von Osteopontis Rlasmamarker flr hypoxisches
Gewebe in diesen Tumoren durch.

Methoden:Ich gewann zu vier Therapiezeitpunkten (TO - p&iapv, T1 - vor Beginn
und T2 - nach Ende der Bestrahlung, T3 - erste tageuntersuchung) Plasmaproben,
in denen die OPN-Konzentration mittels ELISA Dbestim wurde. Als
Surrogatparameter fur die Tumorhypoxie wurde dasludMen der zentralen
Tumornekrose in praoperativen MRT- und CT-Aufnahmermessen, aul3erdem auch
das Gesamtvolumen des Tumors. Die Patienten wumkgchverfolgt und die
Uberlebenszeit ermittelt.

ErgebnisseEs zeigte sich eine kontinuierliche Zunahme deN@®®nzentration von
Therapiezeitpunkt zu Therapiezeitpunkt, was vorzd @2 Signifikanz erreicht (465 vs.
696 ng/ml, p = 0.01). FUr das absolute Nekrose-abgblute Tumorvolumen, aber am
besten fur das relative Nekrosevolumen (Nekrosewefu/ Tumorvolumen), das eher
ein Malignitats- als ein Hypoxiemarker ist, zeigtech eine positive Korrelation
zwischen grofem Volumen und hoher OPN-Plasmakoratemt. Zum Zeitpunkt T2
hatten Patienten mit einem kleinen bzw. grol3ertivela Nekrosevolumen eine mittlere
OPN-Plasmakonzentration von 366 ng/ml bzw. 753 hg(m = 0.005). Die
Gesamtuberlebenszeit war bei Patienten mit hohét-Plesmakonzentration verkirzt,
z.B. hatten Patienten mit niedriger bzw. hoher G&iszentration zum Zeitpunkt T2
eine mediane Uberlebenszeit von 567 bzw. 220 Tuer0.02).

SchlussfolgerungOsteopontin ist nach den vorliegenden Daten edtveisprechender

Plasmamarker der Tumormalignitat bei malignen Gé&omund wird vermutlich
hauptsachlich  von infiltrativen Tumorzellen im megkopisch gesunden
Umgebungsparenchym gebildet. Diese kénnen bei gerafion nicht entfernt werden,
deshalb steigt die OPN-Plasmakonzentration posatipeweiter an. Die Eignung von
OPN als Hypoxiemarker bei malignen Gliomen bleibklar, weil das Volumen der
zentralen Tumornekrose als Surrogatparameter deroilyypoxie nicht ausreichend
validiert ist.
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8. Thesen

1. Osteopontin ist ein Plasmamarker fir den Malégaegrad maligner Gliome.
Seine Konzentration im Blutplasma ist umso horesghneller und infiltrativer

der Tumor wachst und je hoher dessen ApoptoseStnathlenresistenz ist.

2. Die Plasmakonzentration von Osteopontin ist akeslbei Astrozytomen vom
WHO-Grad IV hoher als bei Astrozytomen vom WHO-GHd

3. Osteopontin ist moglicherweise auch ein Plasmieenafir das Ausmald der
bestehenden Tumorhypoxie. Dies lasst sich allesdingt der vorliegenden
Arbeit nicht untermauern, weil das in praoperati%RT- oder CT-Aufnahmen
vermessene Volumen der zentralen Tumornekroselmdfdeinen zuverlassigen

Surrogatparameter fur das Ausmalfd der Tumorhypaitellt.

4. Eine hohe Osteopontinkonzentration im Blutplasstallt bei Patienten mit
malignen Gliomen einen Risikofaktor firr eine vedkérUberlebenszeit dar, egal
ob die Blutprobe praoperativ, postoperativ oderhnder Bestrahlungsphase

gewonnen worden ist

5. Der unter Punkt 4 dargestellte Zusammenhang@ilicherweise unabhangig
von den etablierten Risikofaktoren WHO-Grad, Resekausmald und

Lebensalter.

6. Die OPN-Konzentration im Blutplasma steigt Heatienten mit malignen
Gliomen im Verlauf der Standardtherapie aus Opamatund adjuvanter

Radiochemotherapie kontinuierlich an.

7. Eine mdogliche Teilerklarung fur Punkt 6 ist, slasie tumorassoziierte
Osteopontinsekretion ins Blutplasma bei maligneror@én vor allem durch
infiltrative Tumorzellen im gesund erscheinendemnparenchym erfolgt. Da
diese auch bei einer makroskopischen Totalresekl&snTumors nicht entfernt
werden kénnen und somit prognosebestimmend sindetwdies Osteopontin als

Marker der Malignitat und der Prognose zusatzlich a
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Eine weitere mdogliche Teilerklarung fur Punktigs, dass Osteopontin aus
Tumorzellen maligner Gliome praoperativ nur schwer Blut-Hirn-Schranke
Uberwinden kann. Wird diese jedoch operations- Unas$trahlungsbedingt
permeabel, steigt die Plasmakonzentration von @stdo an. Die Bestimmung
der Osteopontin-Plasmakonzentration ist deshalbtopestiv eventuell
aussagekraftiger. Alternativ kdnnte préaoperativ diRestimmung der

Osteopontinkonzentration im Liquor interessant sein
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