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Einleitung 1

. Einleitung

Hamangiome sind die am haufigsten im S&uglingsalter und Kleinkindesalter
auftretenden gutartigen Tumoren des GeféBendothels. Mit dem raschen Wachstum in
den ersten Lebenswochen und der meist spontanen Ruckbildung in den
darauffolgenden Jahren zeigen sie einen charakteristischen klinischen Verlauf, der auch
als wichtiges diagnostisches Kriterium zur Abgrenzung zu anderen vaskuldren Tumoren
dient. Trotz der spontanen Ruckbildungstendenz der Hamangiome wird bei kosmetisch
stérenden oder Organfunktionen beeintradchtigenden H&mangiomen eine frihe
konsequente Therapie innerhalb der ersten Lebenswochen empfohlen. So wird
versucht, die Progression des Wachstums zu verringern, um die Bildung von kosmetisch
stérendem Narbengewebe und das Auftreten von Komplikationen wie zum Beispiel
Ulzerationen oder Infektionen zu verhindern. Allerdings sind gerade bei schnell
wachsenden, multiplen und/oder viszeralen Hamangiomen die Therapieerfolge zur Zeit
noch nicht befriedigend.

Neue Behandlungsalternativen erhofft man sich vor allem im Bereich der Angiogenese,
der Bildung neuer BlutgefadBe aus vorhandenem GeféBendothel. Ein verbessertes
Verstandnis der pathologischen Vorgange bei der Entstehung von Hamangiomen kdnnte
zu einer spezifischen anti-angiogenetischen Behandlung fihren. Damit lieBen sich
moglicherweise bessere Therapieerfolge bei geringeren Nebenwirkungen erzielen.
Entscheidend dabei ist die Frage nach den Promotoren der Angiogenese und deren
Zusammenwirken. Im Bereich der Zytokine sind vor allem der basische
Fibroblastenwachstumsfaktor (basic fibroblast growth factor, bFGF) und der vaskulare
Endothelwachstumsfaktor (vascular endothelial growth factor, VEGF) als wichtige
angiogenetische Faktoren bei der Pathogenese von Hamangiomen beschrieben.

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob die Spiegel der Angiogenesefaktoren bFGF
und VEGF in Plasma und Urin von Hdmangiompatienten im Vergleich zu Kontrollproben
erhéht sind, und wenn dies der Fall ist, welche Folgerungen sich daraus flir die

Diagnostik und Therapie ergeben kénnten.

Zuerst wird eine kurze Einfiihrung in die Angiogenese gegeben mit Schwerpunkt auf die
zu untersuchenden Wachstumsfaktoren bFGF und VEGF. Im Weiteren werden der
Versuchsablauf und die Ergebnisse dargestellt. Im letzten Teil werden die Ergebnisse
diskutiert und mit denen anderer Arbeiten aus der Literatur verglichen.
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1.1 Angiogenese

Die Bildung neuer BlutgefaBe aus vorhandenem GefaBendothel wird als Angiogenese
bezeichnet. Sie stellt ein komplexes Zusammenspiel vieler Faktoren auf zellularer und
molekularer Ebene dar. Die Angiogenese hangt von den Mechanismen ab, die auf die
Endothelproliferation stimulierend oder inhibierend wirken. Eine wichtige Rolle spielt
dabei die Anwesenheit von angiogenetischen Faktoren, d.h. Mediatoren, welche die
GefaBneubildung und GefaBdifferenzierung stimulieren. Die alleinige Prasenz dieser
Faktoren fuhrt allerdings noch nicht zur Aktivierung von ruhenden Endothelzellen. Es
bedarf zuséatzlich einer Sensibilisierung der Zelle fir diese Wachstumsfaktoren, z.B. tber
Erhdhung der Rezeptordichte auf der Zellmembran oder Uber Modifizierung der
Extrazellularmatrix (ECM) [55, 71].

Die Neubildung von GeféBen spielt vor allem in der Embryonalentwicklung eine Rolle.
Im gesunden erwachsenen Organismus findet, auBBer bei der Menstruation der Frau und
bei der Wundheilung, praktisch keine Angiogenese statt. Man spricht vom ,ruhenden®
Endothel, das jederzeit im Rahmen eines pathologischen Prozesses reaktiviert werden
kann. Endothelzellen haben standig die Tendenz zu proliferieren und sich auszudehnen,
werden aber durch einen vielgestaltigen Mechanismus davon abgehalten. Im Folgenden
werden die in der Literatur diskutierten wichtigsten Mechanismen beschrieben, die auf
die GefaBneubildung einwirken.

I.1.1  Veranderungen der Gestalt der Zelle

Die Endothelzelle gehdért zu den Zellen des Kérpers, deren Wachstum durch die Gestalt
der Zelle kontrolliert wird [27]. Versuche zeigten, dass bis zu einem bestimmten
Wachstumslimit in der Zellausdehnung (<500 um?) einige die Angiogenese
stimulierenden Faktoren z.B. bFGF, keine mitogene Wirkung auf die Zelle hatten,
sondern die Zelle zur Differenzierung anregten. LieB man die Zelle frei wachsen,
korrelierte das Wachstum mit einer erhdhten DNA-Synthese bei Anwesenheit einer
konstanten bFGF Konzentration [36]. Dieses Phanomen ist darauf zurlickzufiihren, dass
mechanische Strukturen auf der Zelloberflache fir das Funktionieren von
Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Hormonen notwendig sind. Diese Strukturen (z.B.
Kollagen, Fibronektin) liegen in der Extrazellularmatrix und sind Uber spezifische
Rezeptoren und Integrine auf der Zelloberflache mit der Zelle verbunden. Durch Zug an
diesen Strukturen kann die Zelle eine Spannung innerhalb ihres Zytoskeletts erzeugen.
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Je nach Art des Rezeptors oder des Integrins, an denen der Zug erfolgt, kbnnen nun
spannungsspezifische Signalkaskaden aktiviert werden, die zu einer erhéhten DNA-
Synthese im Nukleus flhren.

. 1.2 Extrazellularmatrix (ECM)

Neben den oben erwahnten mechanischen Strukturen weist die Extrazellularmatrix auch
noch andere Komponenten auf, die bei der Regulierung der Angiogenese eine Rolle
spielen. So binden bestimmte Proteoglykane in der ECM Wachstumsfaktoren,
verhindern so den Kontakt mit der Endothelzelle und bilden ein Reservoir dieser Stoffe.
Sowohl VEGF, als auch bFGF werden von Heparansulfatproteoglykanen (HSPG) in der
ECM gebunden und kénnen bei Bedarf proteolytisch freigesetzt werden oder durch
HSPG zu spezifischen Rezeptoren auf der Zelloberflache vermittelt werden [37]. Auch
nimmt man an, dass die Konzentration von zirkulierenden Angiogenesefaktoren im Blut
madglichst auf einem niedrigen Level gehalten wird. Freie, I6sliche Rezeptoren oder
Rezeptorproteine binden mit hoher Affinitat spezifisch Angiogenesefaktoren im Blut und
kénnen so zum Beispiel die von Tumoren sezernierten Faktoren abfangen [42, 81]. Uber
die Mechanismen der Sekretion von Angiogenesefaktoren und deren Steuerung ist
bisher allerdings wenig bekannt.

. 1.3 Benachbarte Zellen (Perizyten, Makrophagen)

Auch benachbarte Zellen wirken sich auf die GefaBneubildung aus. So kdnnen
beispielsweise Perizyten in direkter Nachbarschaft zum Endothel gefunden werden.
Diese sezernieren den (in vitro) Angiogeneseinhibitor ,tumor growth factor” (TGF-B), der
uber Kontakt mit der Endothelzelle aktiviert wird. Daraufhin kommt es zur autokrinen
Stimulation der Endothelzelle durch TGF-8 [3].

Ferner wird den Makrophagen eine Schllsselrolle in der Angiogenese zugeschrieben.
Sie kénnen ein neues GefaBwachstum auf unterschiedliche Art und Weise vermitteln. ,In
vitro“ Versuche konnten zeigen, dass Makrophagen eine groBe Anzahl an Faktoren
produzieren, welche die Endothelzelle zur Proliferation, Migration und Differenzierung
stimulieren kdnnen [85]. Einigen dieser Faktoren konnten auch in vivo angiogenetische
Eigenschaften nachgewiesen werden. Ein weiterer Mechanismus der Makrophagen, das
Endothelwachstum zu beeinflussen, ist die Modifizierung der Extrazellularmatrix. Wie
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oben beschrieben, hat die Zusammensetzung der ECM einen groBen Einfluss auf die
Zellgestalt und Morphologie der Zelle, wodurch es zu Veranderungen im Zellwachstum
kommen kann [37, 38]. Makrophagen sind in der Lage, die Zusammensetzung der ECM
der Endothelzelle entweder durch eigene Produktion von Matrixbestandteilen oder durch
Sekretion von Proteasen zu verandern. Obwohl Makrophagen die Angiogeneseaktivitat
eher steigern [68], kébnnen sie unter bestimmten Umstanden (ber die Sekretion von
Elastase Angiostatin, einen der potentesten Angiogeneseinhibitoren, aus seiner Bindung
mit Plasminogen l6sen [15] und die Proliferation hemmen [25, 61].

. 1.4 Endogene Regulatoren der Zellproliferation

In den letzten Jahren wurden einige endogene Regulatoren der Zellproliferation
entdeckt, die die Angiogenese hemmen. So findet man in einigen gréBeren Proteinen
Fragmente mit hemmender Wirkung auf das Endothel. Das Protein als solches wirkt
aber nicht inhibitorisch (mit Ausnahme des Platelet Factor 4). Folgende
Endothelinhibitoren werden genannt: Fibronectin, Prolactin, Thrombospondin,
Angiostatin, Platelet Factor-4, Murine ,endothel growth factor (EGF). Prolactin (16 kDA)
hemmt z.B. die mitogene Wirkung von VEGF und bFGF auf die Endothelzelle, indem es
inhibierend auf den Rezeptor und die ,mitogen-activated protein kinase“ (MAPK) wirkt
[13].

I.1.5 Angiogenese in pathologischen Prozessen

Bei vielen Erkrankungen spielt die Neubildung von BlutgefaBen eine wichtige Rolle.
Auch inadaquate Angiogenese kann zu pathologischen Prozessen z.B. im Rahmen der
Wundheilung fihren.

Untersuchungen zeigten vermehrt Makrophagen in Tumorgewebe und bei chronischen
Entziindungen. Makrophagen produzieren sowohl positive als auch negative
Angiogeneseregulatoren und stellen so eine Schllisselzelle in der Angiogenese dar.
Auch Mastzellen produzieren angiogenetisch wirksame Faktoren. So bilden sie das
Hauptreservoir von bFGF bei chronischen Entziindungen und bei Hadmangiomen der
Haut [69]. Auf groBes therapeutisches Interesse st6Bt derzeit die Frage nach der
pathophysiologischen Wirkung der Angiogenesefaktoren und Mdglichkeiten, diese zu
inhibieren. Bei verschiedenen Tumoren wurden erhéhte Werte von Angiogenesefaktoren
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(v.a. bFGF) im Blut und Urin gefunden [32, 56, 65]. Tumore férdern die Angiogenese,
indem sie Wachstumsfaktoren sezernieren, welche die GeféBeinsprossung, die
Proliferation, die proteolytische Aktivitdt und die Kapillarausreifung stimulieren [74]. Bei
einigen Patienten mit Tumoren zeigten sich allerdings auch erniedrigte Werte an
Angiogenesefaktoren, was darauf schlieBen Iasst, dass diese Tumore andere

Mechanismen verwenden, um die GefaBneubildung zu stimulieren.

Neuere Untersuchungsergebnisse lassen vermuten, dass die Tumorangiogenese nicht
nur von Endothelzellen und Tumorzellen abhangig ist, sondern auch von dem
Zusammenwirken zwischen Thrombozyten und Endothel. Thrombozyten kénnen sowohl
die Angiogenese férdernde, als auch inhibierende Wachstumsfaktoren sezernieren und
verandern vielleicht so das angiogene Gleichgewicht des Tumors. Die Hypothese wirde
die klinische Beobachtung erklaren, dass eine antikoagulative Therapie nicht nur vor
hamostatischen Komplikationen schitzt, sondern nebenbei auch noch einen direkten

antitumoralen Effekt zeigt [67].

Generell wird es eine Vielzahl weiterer positiver und negativer Mechanismen geben, die
GefaBneubildung zu aktivieren oder inhibieren.

Im weiteren soll ein kurzer Uberblick Uiber die Gruppe der Angiogenesefaktoren gegeben
werden mit Schwerpunkten auf den “vascular endothelial growth factor* (VEGF) und
dem ,basic fibroblast growth factor” (bFGF).
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.2 Angiogenesefaktoren

Im Laufe der letzten Jahrzehnte wurde eine Reihe von Peptiden mit mitogener oder
chemotaktischer Wirkung auf das Endothel isoliert und charakterisiert. Sie stellen eine
heterogene Gruppe von Wachstumsfaktoren dar, die als ,Angiogenesefaktoren®
bezeichnet werden. Wachstumsfaktoren gehéren zu der Familie der Zytokine. Zytokine
sind sezernierte Signalproteine, die mit spezifischen zellularen Rezeptoren reagieren.
Sie regulieren Wachstums-, Regenerations- und Differenzierungsprozesse. Zytokine
stellen Faktoren der interzellularen Kommunikation dar. Ihre biologische Aktivitat liegt im
Bereich von 107 bis 10"® M. Tabelle 1 gibt eine Ubersicht iiber die Zytokingruppen.

ZYTOKINE

Zytokin-Gruppe Einzelfaktoren

Interleukine (IL) IL-1, IL-2, u.s.w...
Interferone (IFN) IFN-a, IFN-B, IFN-y

Colony stimulating factors (CSF) | G-CSF, M-CSF, GM-CSF
Andere Wachstumsfaktoren TGFB, PDGF, bFGF, VEGF
Zytotoxine TNF-a, TNF-B, NKCF

Tab.1: Zytokine

Die Gruppe der Wachstumsfaktoren umfasst eine Reihe von unterschiedlichen Faktoren,
die Wachstum, Proliferation und Stimulation verschiedener Zelltypen hervorrufen. Die
hamopoetischen Wachstumsfaktoren werden nach ihrem Verhalten in Zellkulturen als
,colony stimulating factors” (CSF) in eine eigene Gruppe eingeteilt. Tabelle 2 zeigt die
wichtigsten anderen Wachstumsfaktoren, die das Endothelzellwachstum férdern

und/oder die Angiogenese stimulieren:

Angiogene Wachstumsfaktoren
fibroblast growth factors (FGFs)

platelet derived growth factors (PDGFs)

transforming growth factor-8 (TGF-B)

tumor necrosis factor (TNF)

vascular endothelial growth factor (VEGF)

Tab.2: Angiogene Wachstumsfaktoren
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Als Grundlage flir die weiteren Untersuchungen sollen die Wachstumsfaktoren VEGF
und bFGF beschrieben werden.

I.2.1  vascular endothelial growth factor/ vascular permeability factor (VEGF)

Unter den heute bekannten Angiogenesefaktoren nimmt der Vascular endothelial growth
factor/ Vascular permeability factor (VEGF) eine zentrale Rolle als Regulator der
physiologischen als auch pathologischen Angiogenese ein. Es deutet viel darauf hin,
dass VEGF ein wichtiger mitogener Stimulus der embryonalen GefaBneubildung und
Ausdifferenzierung ist und zur Entstehung pathologischer, neoplastischer und
inflammatorischer Prozesse beitragt [21, 46].

Neben seiner fur Endothelzellen spezifischen mitogenen Aktivitat, die ihm 1989 durch
seine Entdeckung durch Ferrara und Henzel et al. [22] die Bezeichnung Vaskularer
Wachstumsfaktor einbrachte, zeigt VEGF auch, wie schon 1983 von Senger et al. [80]
beschrieben, eine die GefaBpermeabilitit erhdhende Aktivitat (Vaskularer
Permeabilitatsfaktor).

In den letzten Jahren wurden weitere Mitglieder der VEGF-Familie isoliert.

\‘:Ercjv';: d\tI: I\Gllzl ekiile Vermutete biophysiologische Eigenschaft
VEGF = Siehe unten
= Stimulierung der Endothelzellproliferation Uber VEGFR-1
VEGF-B = Heterodimerbildung mit VEGF (Erniedrigung der

Bioverflgbarkeit von VEGF?)

= Keine Heparinbindung
=  GefaBpermeabilitdtserhéhung

= Stimulierung der Endothelzellproliferation Gber VEGFR-2,
VEGF-C nicht VEGFR-1

= Aktivierung der Lymphangiogenese und Differenzierung
des lymphatischen Endothels Uber den lymphatischen
Endothelrezeptor VEGFR-3

= Stimulierung die Endothelzellproliferation

VEGF-D = Erhdhte Werte wahrend der Entwicklung der fetalen
Lunge
*= Lymphangiogene Wirkung tber VEGFR-3
PIGF (placenta growth = Mitogene Wirkung auf die postkapillaren Venolen Uber

factor) VEGFR-1, nicht VEGFR-2
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» Heterodimerbildung mit VEGF -> Erniedrigung der
Bioverfugbarkeit von VEGF

= Erhéhung der Aktivitdt von suboptimalen VEGF
Konzentrationen

[57, 95]

Tab.3: VEGF

Die Rolle der VEGF-ahnlichen Molekile ist noch nicht vollstdndig geklart, aber man
nimmt an, dass in pathologischen Prozessen auf unterschiedliche Repertoires von
VEGF und VEGF &hnlichen Molekilen zurlickgegriffen wird, um die Angiogenese zu
stimulieren [57].

Biochemische Daten von VEGF

VEGF-Daten Charakterisierung
Gen-Lokalisierung Chromosom 6p21.3

Homodimeres Glykoprotein; Isoform: 121, 145,
Zusammensetzung S

165, 189, 206 Aminoséauren

Molekulargewicht VEGFes 45 kDA
Produzenten Endothelzelle
Zielzelle Endothelzelle

Flt-1 (VEGFR-1); sFlt-1 (soluble)
Rezeptoren

Flt-1/KDR (VEGFR-2)

Tab.4: Biochemische Daten von VEGF

VEGF wirkt mitogen auf das GefaBendothel von Arterien, Venen und Lymphgangen und
induziert die Angiogenese. Durch Stimulation der Expression der antiapoptotischen
Proteine Bcl-2 und A1 agiert VEGF als ,Uberlebensfaktor”. Auch erhdht VEGF die
Gefasspermeabilitdt, was zu der friheren Bezeichnung ,vascular permeability factor*
fihrte. Zudem stimuliert VEGF die Freisetzung von Stickstoffmonoxid (nitric oxygen, NO)
und fuhrt somit zur Vasodilatation und Hypotension. Durch Hemmung unreifer
dendritischer Zellen ohne signifikante Wirkung auf reife Zellen kann tber VEGF eine
Induktion der Immunantwort beim Tumorwachstum vermieden werden. VEGF besitzt

auch eine chemotaktische Wirkung auf Monozyten.
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l. 2.1.1 Charakteristiken der VEGF Proteine

Die verschiedenen Isoformen von VEGF haben aufgrund ihrer molekularen
Zusammensetzung unterschiedliche Eigenschaften in ihrer Aktivitat, Léslichkeit und
Bindungsaffinitat. VEGF,es ist die am haufigsten vorkommende Isoform, die sowohl in
geléster Form, wie auch in ungeldster, in der Extrazellularmatrix (ECM) an Heparin
gebundener Form, anzutreffen ist. VEGF,¢ ist ein schwach saures Polypeptid in frei
|6slicher Form, ohne Bindungsaffinitat zu Heparin. VEGF1g9 und VEGF20¢ binden mit der
héchsten Affinitdt an Heparin und sind nahezu vollstandig in der ECM sequestriert [64].
Man nimmt an, dass diese Formen durch Heparin und Heparinase und/oder Plasmin aus
der ECM-Bindung gespalten und in Iéslicher Form frei werden kdnnen. Es scheint daher
mindestens zwei Mechanismen zu geben, wie VEGF der Endothelzelle bereitgestellt
wird. Zum einen als frei l6sliche Proteine (VEGF21, VEGF165) und zum anderen durch
Spaltung der langeren Formen nach Proteasenaktivierung.

l. 2.1.2 Regulation der VEGF Genexpression

Einer der Hauptregulatoren der VEGF Genexpression ist der Sauerstoffpartialdruck
(pO.). Bei erniedrigtem pO. findet man in einer Vielzahl von normalen und
transformierten Zellen eine erhdhte VEGF mRNA Expression [52, 83]. Auch eine Reihe
von Zytokinen, Hormonen und Wachstumsfaktoren ist in der Lage, die VEGF mRNA

Expression zu regulieren.

I. 2.1.3 VEGF Rezeptoren

Es wurden bis heute zwei Tyrosin Kinase Rezeptoren fir VEGF (VEGF-A) identifiziert:
FLt-1 (VEGFR-1) und FIk-1/KDR (VEGFR-2) [14] [92]. Sie gehdren als Unterfamilie der
,platelet derived growth factor” (PDGF) Rezeptor-Klasse an und sind auf Endothelzellen
zu finden. Aber auch bei anderen Zellarten wurden VEGFRs oder deren mRNA
nachgewiesen, wie z.B. in malignen Melanomen- oder Chorionkarzinom-Zelllinien. Dabei
ist die Funktion der VEGFRs aber noch nicht geklart. Beide Rezeptoren Flt-1 und
KDR/Flk-1 bestehen aus sieben Immunglobulin-dhnlichen Bereichen, die in der
Extrazellularmatrix liegen, einer Transmembranregion und einer intrazellular liegenden

Tyrosin-Kinase-Sequenz, die durch einen Kinase-Einschub unterbrochen ist [49, 82, 91].
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Auch wurde eine l6sliche Form des Flt-1 Rezeptors (sFlt-1) identifiziert [42, 43], die
VEGF;e5 mit hoher Affinitat bindet und die durch VEGF induzierte Mitogenese inhibiert
[43]. Ein weiterer spezifischer Rezeptor fur VEGF ist das Neuropilin-1 (NP-1), das vor
allem den mitogenen Effekt von VEGFR-2 steigert.

l. 2.1.4 Signaltransduktion

VEGF induziert die Phosphorylierung von mehreren Proteinen wie Phosphatidylinositol
3-kinase und ras GTPase aktivierendem Protein (GAP). Welcher der VEGF-Rezeptoren
an diesen Prozessen beteiligt ist, ist nur ansatzweise geklart. Ein Beispiel fur die
unterschiedliche Funktion der VEGF-Rezeptoren zeigt die Bildung und Ausschittung
von Stickstoffmonoxid (NO). NO erwies sich als wichtiger Mediator von Endothelfunktion
durch die Regulierung des GefaBtonus und der Proliferation von GefaBzellen. Die
.endothelial nitric oxide synthase” (eNOS) vermittelt Gber Bildung von NO die von VEGF
induzierte Angiogenese und Endothelfunktion. Als Antwort auf VEGF kommt es Uber
VEGFR-2 zu einer erhdhten eNOS Expression [45]. Die Ausschittung von NO scheint
vor allem Uber VEGFR-1 zu erfolgen, der selber aber keine Wirkung auf die eNOS
Proteinexpression zeigt.

I. 2.1.5 VEGF in physiologischer und pathologischer Angiogenese

Viele Tumorzellen produzieren VEGF in vitro. ,In situ® Hybridisierungs-Studien zeigten
erhbhte VEGF mRNA Expression in den meisten menschlichen Tumoren wie
Karzinomen der Lunge, Brust, Gastrointestinaltrakt, Milz, Ovar und Endometrium,
ebenso in Tumoren im intrakraniellen Bereich wie Glioblastoma multiforme und
kapillaren Hamangioblastomen. In einigen Untersuchungen konnten dementsprechend
auch erhéhte VEGF Serumkonzentrationen bei Patienten mit Tumoren gegentber
denen ohne Neoplasie gefunden werden. Durch einen spezifischen monoklonalen
VEGF-Antikérper konnte das Wachstum einiger Tumorzellreihen teilweise oder nahezu
vollstandig gehemmt werden [5, 7, 51, 97]. Dies und einige weitere Versuche der letzten
Jahre lassen vermuten, dass VEGF fir eine effektive Tumorangiogenese notwendig ist.
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. 2.2 basic fibroblast growth factor (bFGF)

Der ,basic fibroblast growth factor® geh6ért zu der Familie der
Fibroblastenwachstumsfaktoren. Hierbei handelt es sich um eine groBe Gruppe von
derzeit einundzwanzig in der Literatur beschriebenen Proteinen mit ahnlicher Struktur
und der Eigenschaft, an Heparin und Heparansulfat zu binden [58]. Die Einteilung der
Faktoren erfolgt numerisch. Der basische Fibroblasten Wachstumsfaktor ist
gleichbedeutend mit dem FGF-2. In Tabelle 5 sind die biochemischen Daten von bFGF
dargestellt [62].

In den frihen 70iger Jahren wurde der bFGF zusammen mit dem sauren FGF als erster
seiner Klasse identifiziert [4, 31]. Bei den Fibroblastenwachstumsfaktoren handelt es
sich um Molekule mit einem vielféltigen Wirkungsspektrum. Sie zeigen sowohl ,in vitro*
als auch ,in vivo* chemotaktische, neurotrophische, mitogene und angiogenetische
Aktivitat. Dieses wird erreicht durch die Interaktion mit einer groBen Anzahl an niedrig-
und hochaffinen Rezeptoren. Erhdhte Konzentrationen von
Fibroblastenwachstumsfaktoren finden sich vor allem in der Extrazellularmatrix und an
der Zelloberflache. In der ECM ist bFGF an Heparin und Heparansulfatproteoglykanen
gebunden und kann bei Bedarf proteolytisch schnell freigesetzt werden. Auch erleichtern
diese Strukturen die Bindung von bFGF an seine spezifischen Rezeptoren [59, 60]. Der
bFGF wird von einer Vielzahl an Zellen gebildet.

Biochemische Daten von FGF-2

bFGF - Daten Charakterisierung

Genlokalisierung Chromosom 4926-q27

12 anti-parallele B-Faltblattstrukturen in Form
Zusammensetzung _ _ _
einer trigonalen Pyramide

Molekulargewicht 18, 22, 22.5, 24 kD

Produzenten groBe Anzahl an verschiedenen Zellen
Zielzelle Fibroblast, Endothelzelle, glatte Muskelzelle u.a.
Rezeptoren FGFR-1; FGFR-2

Tab.5: Biochemische Daten von bFGF

Die unterschiedlichen Isoformen von bFGF unterscheiden sich vor allem darin, dass die

schwereren Molekihle eine sogenannte ,nuclear localizing sequence” (nls) aufweisen,
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welche den Wachstumsfaktor zum Nukleus leitet. Die leichte Form mit 18kD bleibt im
Wesentlichen im Cytosol.

l. 2.2.1 Charakteristiken von bFGF

Der menschliche basische Fibroblasten Wachstumsfaktor wird in vier Isoformen
exprimiert. Die mit einem Molekulargewicht von 18 kD aus 155 Aminosauren (AS)
bestehende Form bFGFis5 ist vorwiegend im Cytosol lokalisiert. Man findet auch
auBerhalb der Zelle eine signifikante Konzentration dieser Isoform. Dahingegen konnten
die schwereren Formen des bFGFs mit 22, 22.5 und 24 kD (196, 201 und 210 AS) nur
im Nukleus und in den Ribosomen nachgewiesen werden [6, 72]. Wie die 18 kD-Form
des bFGFs allerdings aus der Zelle gelangt, ist unklar. Eine Signalkaskade fir die
Sekretion konnte nicht nachgewiesen werden [59].

Es wird daher angenommen, dass bFGF bei Schaden oder Tod der Zelle freigesetzt

wird.

I.2.2.2 Wirkungsmechanismus von FGFs

Viele Zellen zeigen eine Antwort auf bFGF Stimulation. Jedoch reagieren die Zellen sehr
unterschiedlich auf den Faktor. So kann er sowohl die Zellteilung stimulieren, als auch
auf eine nicht mitogene Weise wirken. Diese von der Mitose unabhangige Aktivitat
beinhaltet zum Beispiel die Stimulation oder Hemmung der Synthese von spezifischen
zellularen Proteinen, die Induktion von Zellmotilitdt und Migration und eine anti-
apoptotische Wirkung. Bei einigen kultivierten Tumorzellen konnte auch ein das
Wachstum inhibierender Effekt gezeigt werden [78].

l. 2.2.3 FGF Rezeptoren

Zwei Typen von Rezeptoren auf der Oberflache von Zellen wurden als Bindungsstellen
fir bFGF beschrieben. Heparansulfatproteoglykane, die in groBer Anzahl auf der Zelle
zu finden sind, binden FGF mit geringer Affinitat. Spezifische FGF-Rezeptoren zeigen
eine hohe Bindungsaffinitdt und weisen eine intrinsische Tyrosinkinaseaktivitat auf. Dies
ist charakteristisch fir viele Wachstumsfaktoren [8, 73].
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Heparansulfatproteoglykane  (HSPG): Heparin und Heparansulfat sind als
Glycosaminoglykane bekannte Polysaccharide. Wahrend Heparin nur durch
Gewebsmastzellen gebildet wird, findet man Heparansulfat in allen Geweben und
Organen von S&ugetieren, wo sie an Coreproteinen als Heparansulfatproteoglykane
(HSPG) gebunden sind. Bei den HSPGs handelt es sich um eine Klasse von Molekiihlen
mit unterschiedlichen Funktionen, die auf der Zelloberfliche und in der
Extrazellularmatrix zu finden sind. Dort interagieren sie mit bFGF und steuern dessen
Distribution und Funktion [39].

FGF-Rezeptoren: Die spezifischen FGF-Rezeptoren stammen von vier getrennten
Genen (FGFR1-4) ab. Neuere Erkenntnisse lassen vermuten, dass bFGF zwei
Bindungsstellen aufweist, die mdglicherweise eine Bindung zu zwei Rezeptoren oder
eine Doppelbindung zu einem Rezeptor zulassen [41]. HSPGs kénnen die Affinitat von
bFGF zu seinem Rezeptor erhdhen und als eine Art ,Briicke® die Dimerisierung des
Rezeptors erleichtern [99]. Es wurde eine Heparin Bindungsstelle auf dem FGFR-1
identifiziert [41], was fUr die Moéglichkeit der Existenz eines Dreierkomplexes zwischen
bFGF, FGFR-1 und HSPG sprechen wirde (Abb.2).

4 \

(Ecnrnne]lulu: Matrix ) FGF-2
0 | perlecan, agrin) O\
/ \.
' »

HSIMG d Perlecan

{(s¥ndecans, glypicans) ! !

Abb.2: Modell der FGF-2 Regulation durch HSPG

Das in der Extrazellularmatrix gelegene HSPG bindet bFGF und kann so aktives bFGF
speichern. Die Dichte von HSPG innerhalb der Matrix beeinflusst den bFGF Transport und die
Freisetzung. Das mit der Zelle assoziierte HSPG kann sowohl in der Zellmembran verankert
(z.B. Syndekane, Glypikane), als auch nur mit ihr verbunden sein (z.B. Perlekane). Die GréBe
und Art der zelluldren Antwort mag von der Fahigkeit abhédngen, hochaffine Dreierkomplexe
zwischen bFGF, FGFR und HSPG bilden zu kénnen. [59]
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l. 2.2.4 Signaltransduktion

bFGF aktiviert eine Reihe von intrazelluldaren Signalkaskaden ({ber die
Autophosphorylierung von FGF-Rezeptor an verschiedenen Tyrosin Resten. Dies fihrt
z.B. Uber mehrere Schritte zur Aktivierung der Mitogen aktivierten Proteinkinase (MAPK;
mitogen activated protein kinase). Diese aktiviert durch Phosphorylierung
Transkriptionsfaktoren im Nukleus (Abb.3).

Welche spezifische Signalkaskade aktiviert wird und welche Molekile involviert sind,
hangt von dem FGF-Rezeptor ab. Auch kann bFGF in die Zelle aufgenommen werden
und so intrazelluldr, als auch intranukledr eine Signalantwort bewirken und z.B. die

Zellproliferation und —migration stimulieren [84].

I. 2.2.5 bFGF und Pathologie

In ,knock-out® Experimenten mit M&usen konnte gezeigt werden, dass keine
lebenswichtige Funktion allein von bFGF abhéangig ist. Dies mag daran liegen, dass die
verschiedenen FGFs die gleichen FGF-Rezeptorvarianten triggern. Wie schon oben
beschrieben ist der basische Fibroblastenwachstumsfakior ein sehr potenter
angiogenetischer Faktor mit einer hohen biologischen Aktivitat auf das vaskulare
System. Da das Wachstum von soliden Tumoren stark von der GefaBversorgung
abhangt, zeigt sich groBes Interesse an der Beeinflussung von angiogenetischen
Prozessen. Einige klinische Studien zeigten erhéhte Werte im Serum und Urin von
angiogenetischen Faktoren bei Patienten mit soliden Tumoren gegeniber der
Kontrollgruppe [32, 56, 65]. Welchen Stellenwert diese Faktoren innerhalb der

Tumorgenese haben, missen weitere Studien zeigen.
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T Proliferation, Migration

N Differentiated Phenotype

Abb.3: bFGF Signalkaskade

Schematische Darstellung der FGF-2 Signalkaskade. bFGF fiihrt zu einer Aktivierung einer
Anzahl an unterschiedlichen Signalwegen. Die wichtigsten und am besten charakterisierten
Ablaufe, die in einer Anzahl von Zellen gefunden wurden, sind dargestellt. Fiir eine klarere
Darstellung wurden viele Prozesse weggelassen. Die Bindung von bFGF an seine Rezeptoren
wird durch HSPG an der Zelloberflache erleichtert und fiihrt zu einer Autophosphorylierung
des FGF-R an Tyrosin-Resten. Einige dieser Phophotyrosin Reste bilden eine Bindungsstelle
fir Proteine wie Phopholipase C-y oder FGF Rezeptor Substrat 2 und SHC. Uber einige weitere
Schritte kommt es dann z.B. zur Aktivierung der mitogen activated protein kinase (MAPK), die
wiederum direkt durch Phosphorylierung Transskriptionsfaktoren im Nukleus aktiviert.
Welcher spezifische Signalweg aktiviert wird, kann von dem jeweiligen FGF Rezeptortyp
abhangen. Auch mag neben den iiber die HSPGs der Zelloberflaiche vermittelten Wirkungen
die intrazelluldre und intranukleare Wirkung von bFGF fiir das AusmaB der zellularen Antwort
bestimmend sein. Als Ergebnis solcher komplexen Vorgédnge fiihrt bFGF bei einer Vielzahl an
Zellen zum Beispiel zur Stimulierung der Zellproliferation und Migration [59].
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.3  Benigne vaskuldre Tumoren des GefaBendothels im Kindesalter

l. 3.1 Definition und Klinik

Hamangiome sind definiert als schnell wachsende, gutartige Tumoren des vaskularen
Endotheliums. Mit einer Pravalenz von 10-12 % sind sie die haufigsten, gutartigen
Tumoren im Kindesalter in der weiBen Bevdlkerung [9, 24]. Die Inzidenz wird mit 1,0-
2,6% angegeben [40]. Ein gehduftes Auftreten findet man bei M&dchen, Friihgeborenen
und Zwillingen [1, 9, 24]. Hdmangiome sind h&ufig bei der Geburt noch nicht vorhanden,
bilden sich aber meistens innerhalb der ersten vier Wochen (70-90%) und werden als
erythematése Veranderung, als weiBer Fleck oder als lokalisierte Teleangiektasie,
manchmal von einem blassen Ring umgeben, auf der Haut sichtbar. Im ersten
Lebensjahr des Kindes nehmen sie oft an GréBe zu, héren dann zu wachsen auf und
bilden sich in den darauf folgenden Jahren ganz oder nur teilweise zurlick. Daraus
ergeben sich die Phasen von Wachstum und Ruickbildung der Hamangiome: die
Proliferationsphase und die darauffolgende Involutionsphase.

Wachstum

Proliferationsphase Involutionsphase

< 0-12 Monate > 1dJdahr ___ 26 1LJ Pubertat >

Alter

Abb.4: Hamangiomphasen
Phasen des Wachstums und der Riickbildung von Hdmangiomen nach Mulliken und Glowacki
[54]

Hamangiome kénnen lokal expansiv oder multipel im ganzen Korper verstreut wachsen.
80% der Tumoren treten als einzelne Lasion auf, bei 20% der Betroffenen findet man

mehrere Lasionen [23, 54].
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0060% Kopf- und
Halsregion

[l 25% Stamm

O 1% Viszerales
und Nervensytem

014% Extremitéten

Abb.5: Lokalisation der Himangiome

Selten sind bei Befall der inneren Organe mit Hamangiomen keine &uBerlichen
Hautlasionen zu beobachten. Bei multiplen Hadmangiomen zeigt sich oft auch ein Befall
des viszeralen Systems [23].

I. 3.2 Klassifikation

Die friher gebrauchliche Einteilung in plane, tuberbse, planotuberése, nodése und
tuberonodése Hamangiome gilt nach neueren Erkenntnissen als nicht mehr haltbar, da
es sich vor allem bei den oberflachlichen Hamangiomen nur um eine momentane
Zustandsbeschreibung handelt (H.Cremer). Die inzwischen international gebrauchliche
Einteilung nach Mulliken und Glowacki [54] (siehe Tab.6) unterscheidet fir die Gruppe
der , klassischen® H&mangiome nach dynamischen Gesichtspunkten eine
Proliferationsphase und eine Rlckbildungsphase.

Sie stellt ein wichtiges Kriterium zur Abgrenzung von Hamangiomen von anderen

vaskularen Malformationen dar.
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Neue Klassifizierung gutartiger vaskularer GefaBtumoren

Lokalisierte ,,klassische*
Hamangiome:

oberflachlich

weiBe Hamangiome(,Hamangiomvorlaufer®)
flache, diffus gerétete Veranderungen
gruppenférmig auftretende Hamangiompapeln
teleangiektatische Hamangiomformen

ohne weiB3en Ring

mit weiBem Ring

regelmaBig begrenzte erhabene Hamangiome
tiefliegend

gemischt

Systematisierte
Hamangiomatosen:

benigne neonatale H&mangiomatosen (nur
Hautbeteiligung)

disseminierte Hadmangiomatosen der Haut mit
viszeraler Beteiligung

disseminierte Hamangiomatose mit viszeraler
Beteiligung ohne Hautbefall

Hamangiom-Sonderformen:

ausgedehnte Hamangiome im craniofacialen
Bereich (oberflachlich oder gemischt), welche
eine ganze Gesichtshalfte oder mehr betreffen

ohne viszerale Beteiligung
mit zusatzlicher viszeraler Beteiligung
eruptive Angiome

tumorartige Himangiome des
Neugeborenen mit guter
Spontanrickbildung:

erhabene violette Tumoren mit erweiterten
Venen

erhabene, graulich aussehende Tumoren mit
multiplen kleinen Teleangiektasien

flache infiltrative  Tumoren mit violetter
bedeckender Haut

sonstige congenitale vaskulare Tumoren
Kasabach-Merritt-Syndrom

tufted Angiom

Hamangioperizytom

kaposiformes Hamangioendotheliom
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Erweiterte Klassifizierung der ,.klassisch lokalisierten oberflachlichen Hamangiome*

(nach Cremer) [12]

Aufteilung in unterschiedliche
Hamangiomphasen:

proliferative Phase
langsam wachsend

rasch wachsend

exzessiv wachsend
stationar

Phase der Regression
komplette Ruckbildung
ohne Narbenbildung

mit geringer Narbenbildung
mit ausgepragter Narbenbildung
partielle Riickbildung
fehlende Ruckbildung

Beriicksichtigung der
HamangiomgroBe:

klein (< 1cm)
mittelgroB (1-5 cm)
grofBflachig (> 5 cm)

Berticksichtigung der einfach

Hamangiomzahl: multiple
Kopf

Gesicht

Beriicksichtigung der
Hamangiomlokalisation:

Problembereich Auge
Problembereich Lippen
Problembereich Nase
Haarbereich

Hals

Stamm

Arme und Schultern
Beine und Hifte
anogenitaler Bereich

Berucksichtigung von
Hamangiomkomplikationen:

Ulzeration
Infektion
Obstruktion
Blutung

Tab.6: Neue Klassifikation benigner vaskularer Tumoren
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I. 3.3 Besprechung einzelner Formen benigner vaskuldarer Tumoren

Lokalisierte ,klassische Hamangiome reprasentieren ca. 85% aller GefaBanomalien des
frihen Kindesalters. Im Verlauf des 1. Lebensjahres entwickeln 10-12% aller Kinder
lokalisierte ,klassische® Hamangiome. Die oberflachlichen Hamangiome zeigen sehr
unterschiedliche Erscheinungsformen. Oft sieht man schon beim Neugeborenen
,Hamangiomvorlaufer®, die sog. weiBen Hamangiome, aus denen sich im weiteren
Verlauf erhabene Hamangiome entwickeln kénnen. Andere Erscheinungsformen treten
als flache, diffus gerbtete Veranderungen, gruppenférmige Hamangiompapeln oder,
eher seltener, als teleangiektatische Hamangiome auf. Am haufigsten findet man jedoch
die Gruppe der regelmaBig begrenzten, erhabenen Hamangiome. 1-2% der
,Klassischen* Hamangiome sind tiefliegende Tumoren. Hier sind meist zuséatzliche
diagnostische MaBnahmen zur Diagnosesicherung nétig. Sie zeigen eine wesentlich
schlechtere Ruickbildungstendenz. Die oft primar als oberflachliche Hamangiome in
Erscheinung tretenden, dann sich in die Tiefe entwickelnden sogenannten gemischten
Hamangiome machen ca. 12% der lokalisierten ,klassischen* Hamangiome aus.

Die meisten Hamangiome bilden sich im Laufe der Zeit wieder vollstandig (70%) oder
partiell (20%) zurlck. Es kann allerdings, je nach Tumorausdehnung, kosmetisch

erheblich stérendes Narbengewebe zurlickbleiben.

Systematisierte Himangiome (Hamangiomatosen)

Bei diesen systemischen Formen zeigen sich multiple Hdmangiome. Sie kénnen wie bei
der benignen neonatalen Hamangiomatose nur auf der Haut liegen und zeigen eine gute
Prognose. Oder es liegt auch ein Befall der inneren Organe (v.a. Leber,
Gastrointestinaltrakt) wie bei der disseminierten Hamangiomatose der Haut mit
viszeraler Beteiligung, der diffusen neonatalen Hamangiomatose, vor. Bei dieser Form
der Hamangiomatose kann es zu einer schwerwiegenden Kreislaufbelastung infolge
arteriovendser Shunts, zu massiven Blutungen im Bereich des Magendarmtrakts und
auch zu Obstruktionen kommen. Sie zeigen eine entsprechend schlechte Prognose.

Komplikationen

Vor allem in der Proliferationsphase der Hamangiome kann es zu verschiedenen
Komplikationen kommen. Gerade im Anogenitalbereich besteht die Gefahr von
Ulzerationen, die sich leicht bakteriell infizieren kébnnen. Aber auch im Rahmen einer
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Allgemeininfektion kénnen lebensbedrohliche Komplikationen einer sofortigen

Notoperation bedurfen.

Bei tiefer Lokalisation der Hamangiome kann es, aber eher selten, zur Obstruktion des
Tracheal- und Bronchialbereichs kommen [28]. Ein Verschluss im Augenbereich kann
zur Erblindung fuhren [75, 93]. Eine lebensbedrohliche Komplikation bei Kindern mit
multiplen kutanen und/oder viszeralen Hamangiomen stellt das kongestive
Herzversagen dar. Diese Kinder kdnnen sich innerhalb der ersten 4-8 Wochen mit der
Trias eines kongestiven Herzversagens, einer Hepatosplenomegalie und einer Anamie
prasentieren. Meistens zeigen diese Patienten eine Vielzahl kleiner Hamangiome auf
der Haut. Die viszeralen Hamangiome betreffen am haufigsten die Leber, die Lunge und
den Gastrointestinaltrakt. Gerade in dem gut vaskularisierten Leberparenchym zeigen
sich proliferierende Hadmangiome als h&modynamisch wirksame Strukturen und kénnen
zu groBen Rechts-Links-Shunts mit entsprechender kardialer Belastung fuhren.

Blutungen aus lokalisierten ,klassischen® Hamangiomen sind eher selten und praktisch

nie lebensbedrohlich.

Das Kasabach-Merritt-Syndrom besteht aus einer Thrombozytopenie, Andmie und
einer Verbrauchskoagulopathie, die mit einem proliferativen Hamangiom assoziiert ist.
Nach neuen Erkenntnissen handelt es sich nicht um ein echtes Hamangiom, sondern
der Tumor weist histologische Ahnlichkeit mit dem tufted Angiom oder mit dem
kaposiformen Hamangioendotheliom auf. Diese Lasionen sind keine typischen
kindlichen Hamangiome und sprechen nur schlecht auf eine Standardtherapie an.
AuBerdem zeigt der Tumor nicht die klassische Rickbildungstendenz eines kindlichen

Hamangioms, sondern die Rickbildung erfolgt wesentlich langsamer [16].

. 3.4 Diagnose

In den meisten Fallen kann die Diagnose von kleineren Hamangiomen aufgrund der
typischen Wachstumscharakteristika und des Erscheinungsbildes gestellt werden.
Zusatzliche apparative Untersuchungen sind nicht nétig. Bei atypischen Formen kdnnen
bildgebende Verfahren zur weiteren Charakterisierung und zur Erfassung der
anatomischen Ausdehnung indiziert sein. Bewahrt haben sich hier vor allem die
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Sonographie, die  Doppler-Sonographie und die Darstellung in der
Magnetresonanztomographie (MRT). Allerdings zeigen andere Tumoren des
Kindesalters, wie das Fibrosarkom oder das Rhabdomyosarkom &hnliche Bildbefunde
wie die proliferierenden Hamangiome [16], so dass bei nicht sicher mdglicher klinischer
Beurteilung eine Biopsie zum Ausschluss von Malignitat nétig wird.

Sonographie: Die Sonographie ist eine gute und einfache Methode, Strukturanomalien
der Haut darzustellen. Sie ist primar zur GréBenbestimmung und topographischen
Einordnung geeignet, ermdglicht aber weder eine Artdiagnose, noch genauere
Aussagen zur Dignitat des Tumors (45). Die Darstellung der Tiefenausdehnung und
Vaskularisation ist fir die weitere Therapieentscheidung von Bedeutung. So stellen stark
vaskularisierte Hamangiome einen Behandlungsnotfall dar, tiefiegende Hamangiome
entscheiden z.B. Uber die geeignete Laserwahl.

Magnetresonanztomographie (MRT): Die MRT dient zur Darstellung von groBen und
topographisch schwierigen Lokalisationen vor allem in Problemzonen wie Kopf,
Anogenitalbereich und Abdomen. Sie findet vor operativen Eingriffen zur genaueren
Abgrenzung des Tumors Verwendung.

Angiographie: Die Angiographie dient hauptsachlich zur Abklarung einer
GefaBbeteiligung z.B. im Orofazialbereich der A. carotis interna und klart die Frage nach

einer moglichen Embolisation.

. 3.5 Therapie

Generell sollten alle Kinder mit Hamangiomen in kosmetisch kritischen Bereichen, im
Bereich von Problemzonen oder in ulzerationsgefahrdeten Bereichen frih und
konsequent therapiert werden. Auch bei schnellem Wachstum sollte nicht auf die
Behandlung verzichtet werden.

Bei oberflachlich lokalisierten  klassischen® Hamangiomen stehen vor allem
physikalische Behandlungsmethoden zur Verflgung. Bewahrt haben sich die Kontakt-
Kryotherapie und die Lasertherapie mit Argonlaser oder gepulstem Farbstofflaser.

Neodym:Yag-Lasertheraphie: Bei tiefliegenden oder stark erhabenen Hamangiomen
kommen die interstitielle Neodym:Yag-Lasertherapie, evil. zusammen mit einer
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systemischen Kortisonbehandlung, oder eine chirurgische Intervention in Betracht. Der
Laser emittiert Licht im nahen infraroten Wellenbereich (1064nm). Dieses wird
vorwiegend von Blut und geringer vom umliegenden Gewebe absorbiert. Bei langeren
Expositionszeiten kommt es vor allem zu einer Schadigung der thermisch empfindlichen
Endothelzellen. Die Einwirktiefe liegt bei 10 mm. Zur Vermeidung thermischer Schaden
an der Haut werden zur Kihlung Eiswirfel verwendet, die zwischen Haut und Laser
gehalten werden.

Glukokortikoid-Therapie: Bei der Behandlung von Hamangiomen, die im Laufe ihres
Wachstums Komplikationen entwickeln, sind Kortikosteroide noch Mittel der Wahl. Ca.
30 % der Tumore sprechen sehr gut auf die Therapie an, weitere 40% zeigen eine
Besserung [19, 20]. Allerdings treten aufgrund der notwendigen hohen Dosierung der
Kortikosteroide vielfache Nebenwirkungen auf, wie z.B. Gewichtszunahme,
cushingoides Aussehen, Wachstumsverzdgerung, Bluthochdruck, Diabetes. Die
Wirkungsweise der Glukokortikoide erklart sich durch die Erhdhung der Sensitivitat von
Arteriolen und Kapillaren gegenuber vasokonstriktorischen Mediatoren mit Abnahme des
Flllungszustandes der GefaBe. Zudem besitzen sie einen Einfluss auf die Angiogenese
Uber die Hemmung der Expression von Zytokinen. Bei “in vitro” Untersuchungen fuhrte
eine Glukokortikoidbehandlung zu einer Zunahme der Transkription des Apoptosegens
Clusterin/Apolipoprotein-J sowie des mitochondrialen Cytochrom-b im
Hamangiomgewebe, was mit einer Hemmung des Kapillarwachstums assoziiert war
[34].

Interferon-a2-Therapie: Bei Therapieresistenz stehen andere anti-angiogenetische
Stoffe zur Verfigung. Hierzu zahlt Interferon-a2, lber das in klinischen Studien der
letzten Jahre viel berichtet wurde und das sich als Therapiealternative etablieren konnte.
Neben der antiviralen Wirkung besitzen Interferone auch immunregulatorische und
antiproliferative Eigenschaften. Die genaue Wirkungsweise des Interferon-a2 bei
kindlichen Hamangiomen ist derzeit noch nicht vollstandig geklart. Jedoch zeigten ,in
vitro* Versuche einen anti-angiogenetischen Effekt Uber eine Hemmung der
Endothelzellproliferation und —migration [29]. Mdgliche Nebenwirkungen der Therapie
sind neben Allgemeinsymptomen wie Fieber, Muldigkeit auch neurotoxische und
zytotoxische Wirkungen. Aufgrund dieser zum Teil schweren Nebenwirkungen der
Behandlung stellt Interferon-a eine Therapieoption nur bei kritischer Lokalisation und
Nichtansprechen auf Glukokortikoide dar.
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.3.6 Pathogenese von Hamangiomen

Wie kommt es zu dem plotzlichen auftretenden und raschen Wachstum der
Hamangiome kurz nach der Geburt? Und warum hért nach einigen Monaten das
Wachstum auf, und der Tumor bildet sich in den darauffolgenden Jahren oft wieder

vollstandig zurlick?

Noch zur Jahrhundertwende vom 19. ins 20. Jahrhundert glaubte man, dass
Hamangiome das Produkt mutterlicher Geflihle wahrend der Schwangerschaft seien, die
zum Beispiel dazu fuhrten, bei Betrachtung von Blut alarmiert zu sein oder mit einem
wunderlichen Verlangen eine Vorliebe nach bestimmten Frichten zu entwickeln. Eine
spatere Theorie besagte, dass Hamangiome phylogenetische Uberreste von vaskuldren
Strukturen seien, die einen Teil von Lungen in der Haut von primitiven Amphibien
darstellten [53]. Im Laufe der Zeit wurden viele weitere Hypothesen aufgestellt. 1974
schrieb Malan, es kdnne sich um ruhende Angioblasten handeln, die als Ausdruck ftr
genetisch programmiertes Wachstum und Tod im embryonalem Kapillarsystem
verspatet aktiviert wirden [47]. Auch heute ist die Frage nach dem Zeitpunkt und der
Ursache fir die Entstehung von Hamangiomen noch nicht vollstandig geklart.

In neueren Arbeiten konnten Mulliken und Glowacki durch den Nachweis des Faktors
VIl im H&mangiomgewebe zeigen, dass die Endothelzellen so weit differenziert sind,
dass sie die Fahigkeit besitzen, Proteine zu synthetisieren [54].

Die Histologie der Hamangiome zeigt in der Proliferationsphase im Lichtmikroskop
proliferierende Endothelzellen, die im Verbund gruppiert sind, mit oder ohne
Lumenbildung. Vereinzelt sieht man Mitosen. Wie aufgrund der Gutartigkeit des Tumors
zu erwarten ist, finden sich keine Pleomorphismen. Spater bilden sich Lumen in der
GroBe von Kapillaren aus, die von plumpen Endothelzellen umgeben sind. Man findet
eine um 30-40fach erhdéhte Anzahl von Mastzellen entlang der Endothelien im
Tumorgewebe gegentiber normalem Gewebe [30]. Immunhistochemisch konnte gezeigt
werden, dass Hamangiome wahrend der Proliferationsphase hohe Werte an bFGF,
VEGF, Urokinase, Kollagen IV, PCNA exprimieren. Man nimmt daher an, dass diese

Faktoren eine entscheidende Rolle in der Pathogenese spielen [87].

In der Phase der Ruckbildung zeigt sich histologisch eine Abnahme der Anzahl
vaskularer GefaBe innerhalb des Hamangioms bei zunehmender Fibrosierung des
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perivaskularen Gewebes. Die zurlickbleibenden GeféBe dilatieren und geben dem
Hamangiom den Eindruck eines kaverndsen Gebildes, welches histologisch mit einer
vaskularen Malformation verwechselt werden kann. Am Ende der Rickbildung bleiben
GeféaBe mit dinnen Wanden, ahnlich denen normaler Kapillaren, zurlick. Perivaskulér
zeigen sich kleine Bereiche von Fettgewebe, durchzogen von dichten kollagenen und
retikuldren Strangen. Immunhistochemisch liegen die Werte von VEGF, Urokinase,
Kollagen IV und PCNA in dieser Phase im Normbereich. bFGF zeigt einen langsameren
Abfall innerhalb der Riickbildung des Hamangioms als VEGF. Erhéht sind stattdessen
bei der Regression des Tumors vor allem Werte der ,tissue inhibitor metalloproteinase®
(TIMP) und des a-smooth muscle cell actin (SMC-actin). Die Mastzellen sind anfangs
noch vermehrt und fuhren wahrscheinlich Gber die Interaktion mit Fibroblasten zur
perivaskularen Fibrosierung des Gewebes [87].
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.4  Fragestellung

Hamangiome gehéren zu der Gruppe der sogenannten ,angiogenesis dependent
diseases”. Takahashi K. et al. untersuchten 1994 [87] verschiedene Faktoren in den
Wachstums- und Regressionsphasen bei Hamangiomen durch immunhistochemische
Analysen. Es konnte gezeigt werden, dass die verschiedenen Hamangiomphasen
aufgrund zellularer Marker unterschieden werden kdnnen. Wie oben beschrieben
exprimieren Hamangiome wahrend der Proliferationsphase hohe Werte an bFGF,
VEGF, Urokinase, Kollagen IV und PCNA. In der Rickbildungsphase liegen diese Werte

im Normbereich.

Folkman et al. berichteten Uber erhéhte Konzentrationen von FGF im Urin von Patienten
mit Tumoren, angiogenetischen Prozessen und wachsenden Hamangiomen [56].

Folgende Fragestellungen werden in dieser Arbeit behandelt:

1. Es soll untersucht werden, ob die Spiegel der Angiogenesefaktoren bFGF und VEGF
im Plasma von Hamangiompatienten im Vergleich zu denen einer Kontrollgruppe
erhoht sind.

2. Die Hohe der Konzentrationen von bFGF und VEGF im Plasma soll mit der GréBe
und den klinischen Parametern der jeweiligen Hamangiome verglichen und die
Fragen nach einer Beziehung zwischen diesen Werten gestellt werden. Die Verlaufe
der VEGF und FGF Konzentrationen im Plasma bei einigen Kindern mit
Hamangiomen werden dargestellt.

3. Ein anderer Teil der Studie widmet sich der Untersuchung der bFGF Konzentration
im Urin bei Hamangiompatienten. Die Werte sollen mit denen des Kontrollkollektivs
verglichen werden. Zudem werden die Ergebnisse mit den jeweiligen
Hamangiomcharakteristiken in Beziehung gesetzt.

4. Im Rahmen einer Falldarstellung werden die bFGF und VEGF Konzentrationen in
Plasma und Urin bei einer Patientin mit schwerer diffuser neonataler
Hamangiomatose im Verlauf dargestellt.

5. Im Anschluss sollen die Ergebnisse in Hinsicht ihrer klinischen Bedeutung in der
Diagnosestellung, der Verlaufsprognose und mdéglicher Therapiekontrolle diskutiert

werden und mit anderen Studien verglichen werden.
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Il Materialien und Methoden
Il. 1 Patientenkontingent

In die Studie einbezogen wurden Neugeborene (bis vollendete vierte Lebenswoche),
Sauglinge (ab flnfter Lebenswoche bis zwdlftem Lebensmonat) und Kleinkinder (ab
dreizehntem Lebensmonat bis zum zweiten Lebensjahr) mit Hamangiomen, die vom
Februar 1998 bis April 2001 wegen ihrer Hamangiome in der Dr. von Haunerschen
Kinderklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU) in Minchen behandelt wurden. Die
Behandlungen wurden sowohl stationar als auch ambulant vollzogen und erfolgten meist
als Lokalbehandlung mit dem Neodym:Yag-Laser (siehe 6.3). Gesammelt wurde eine
Probe von EDTA-Plasma und/oder Urin pro Patient pro Behandlungstermin. Die
Plasmaproben wurden im Rahmen der Anédsthesievorbereitung gewonnen, so dass keine
separate Blutentnahme erfolgte. Je nach Anzahl an Behandlungen wurden teilweise
mehrere Proben eines Patienten innerhalb des Zeitraums der Studie gewonnen. Das Alter
der Patienten zur Zeit der Abnahme wurde bestimmt. Zur Kontrolle des Wachstums und
zur Bestimmung der morphologischen Veradnderungen wurden die L&sionen vor der
Behandlung mit Hilfe einer Sofortbildkamera im Verhaltnis 1:1 fotografiert sowie der
Verlauf schriftlich fixiert. Die GréBe der Himangiome wurde anhand der Fotos gemessen
und in Lange x Breite in cm angegeben. Sonographische Daten tber das Volumen und die
subkutane Ausdehnung der Hamangiome wurden zum Teil aus einer parallel laufenden
Studie dbernommen und bei der Beurteilung der TumorgréBe bericksichtigt.
Unterschieden wurden eine Wachstumsphase mit sichtbarer GréBenzunahme und héherer
Farbintensitdt, eine Stagnationsphase ohne sichtbare Verdnderung und eine
Rackbildungsphase  mit  deutlicher  Abblassung der  Farbintensitdt  und/oder
GrdBenabnahme des Hamangioms. Angaben Uber die friihe Progressionstendenz wurden
zum Teil anhand von Aussagen der Eltern erstellt. Die Lokalisation der Tumoren wurde
dokumentiert. Die Einteilung erfolgte in Kopf, Stamm und obere/untere Extremitat, multiple

Hamangiome und viszerale Beteiligung.

.2 Kontrollgruppe

Als Kontrollgruppe dienten gesunde Neugeborene (bis vollendete vierte Lebenswoche),
Sauglinge (ab flnfter Lebenswoche bis zum zwdélften Lebensmonat) und Klein- und
Vorschulkinder (zwischen zweitem bis flnften Lebensjahr) ohne Zeichen von infektiésen,
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tumordsen oder systemischen Erkrankungen. Die hdhere Altersspanne bei den alteren
Kindern der Kontrollgruppe im Vergleich zu der Patientengruppe wurde gewahlt, um eine
ausreichende Probenzahl zu gewahrleisten. Die meisten Kinder befanden sich im Rahmen
von operativen Eingriffen wie zum Beispiel bei Leistenhernien in der Kinderchirurgischen
Klinik der LMU in stationarer Behandlung. Die Blutabnahme erfolgte vor den chirurgischen
Eingriffen nach der Einverstandniserklarung der Eltern.

Des weiteren wurden auch einige Proben von Patienten im Alter von 1 Monat bis 2 Jahren
mit unterschiedlichen, vor allem infektiésen Erkrankungen in die Studie mit einbezogen,
um den Einfluss dieser Erkrankungen auf die gemessenen Faktoren darzustellen.

II.3 Materialien

II. 3.1 Proben

Die Blutabnahme erfolgte vor der Behandlung im Rahmen der Anasthesievorbereitung

nach Einverstandniserklarung der Eltern. So erfolgte keine separate Blutabnahme.

Plasma: Blut wurde an peripheren Venen vor allem an Hand und Ellenbeuge Uber eine
Kanule abgenommen und in EDTA-R&hrchen gesammelt. Das Blut wurde in der Zentrifuge
RBA 12 R von Hettich bei 3000 g fir 10 min zentrifugiert, das Plasma in kleine Eppendorf-
GefaBe abpipettiert und bei < -20°C aufbewahrt.

Urin: Der Urin wurde in geklebten Urin-Beuteln aufgefangen und in sterile Réhrchen
abgeflillt. Bei 3000 g wurde der Urin flr 10 min in der Zentrifuge RBA 12 R von Hettich

zentrifugiert und bei < -20°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

Die Messung der Konzentrationen von bFGF und VEGF im Blut bzw. Urin erfolgte nach
dem Prinzip des ,sandwich enzyme linked immunoassay“ (ELISA; Quantikine R&D

Systems, Minneapolis, Minnesota).

Il. 3.2 Enzyme-linked immunoassay (ELISA)

Der Assay verwendet die quantitative Sandwich Immunassay Technik. Monoklonale
spezifische Antikérper gegen bFGF oder VEGF sind auf einer Mikroplatte gebunden. Nach
Zugabe von Standardlésungen und Proben bindet sich vorhandenes bFGF/VEGF an die
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unbeweglichen Antikdrper auf der Mikroplatte. Danach werden ungebundene Rickstande
durch mehrmaliges Waschen entfernt und ein enzymgebundener polyklonaler, spezifischer
Antikérper gegen bFGF/VEGF auf die Mikroplatte gebracht. Ungebundene, polyklonale
Antikérper werden durch Waschen entfernt. Die Platte wird einige Zeit mit Substratlésung
inkubiert, danach wird eine Verstarkerlésung hinzugefiigt und es tritt eine Farbreaktion im
Verhélinis zu der Menge des am Anfang gebundenen bFGFs/VEGFs auf. Die
Farbentwicklung wird nach einer bestimmten Zeitspanne gestoppt und die Farbintensitat

gemessen.

Il. 3.3 Reagenzien

bFGF-Immunoassay (Quantikine HS; R&D):

FGF basic Microplate - 96 Wells polysterene Mikroplatte (12 Reihen je 8 Wells) Uberzogen mit
monoklonalen Antikérpern gegen bFGF

FGF basic Conjugate — 21 ml polyklonaler Antikdrper gegen bFGF, gebunden an alkalische
Phosphatase, mit Konservierungsstoffen

FGF basic Standard - 3 GefaBe (64pg/GefaB) mit rekombinantem humanen basischen
Fibroblastenwachstumsfaktor in einer gepufferten Protein Ldsung mit Konservierungsstoffen,
lyophilisiert

Assay Diluent HD1-3 — 11 ml einer gepufferten Proteinlésung mit Konservierungsstoffen  fir
Serum/Plasma Proben

Calibrator Diluent HD6X — 21 ml eines tierischen Serums mit Konservierungsstoffen fiir Serum/Plasma
Proben

Assay Diluent HD1-20 — 11 ml einer gepufferten Proteinlésung mit Konservierungsstoffen  fir
Urinproben

Calibrator Diluent HD5D — 21 ml einer gepufferten Proteinlésung mit Konservierungsstoffen fiir
Urinproben

Wash Buffer Concentrate — 100 ml einer 10fach konzentrierten gepufferten Surfactantlésung mit
Konservierungsstoffen

Substrate — lyophilisiertes NADPH mit Stabilisatoren

Substrate diluent — 7 ml einer gepufferten Lésung mit Stabilisatoren

Ampilifier — lyophilisierte Verstarkerenzyme mit Stabilisatoren

Ampilifier Diluent — 7 ml einer gepufferten Losung mit Ethanol und INT-violett und Stabilisatoren

Stop Solution — 6 ml von 2 N schwefliger Saure

Plate Covers — 8 Klebestreifen



Material und Methoden 31

Human VEGF-Immunassay (Quantikine HS; R&D):

VEGF Mikroplatte - 96 Wells polysterene Mikroplatte (12 Reihen je 8 Wells) (berzogen mit
monoklonalen Antikérpern gegen VEGF

VEGF Conjugate — 21 ml polyklonaler Antikérper gegen VEGF, gebunden an Meerrettich Peroxidase,
mit Konservierungsstoff

VEGF Standard — 3 GefaBe (2000 pg/GefaB) mit rekombinantem menschlichen VEGFg5 in einer
gepufferten Protein Lésung mit Konservierungsstoffen, lyophilisiert

Assay Diluent RD1W — 11 ml einer gepufferten Proteinlésung mit Konservierungsstoffen

Calibrator Diluent RD6U — 21 ml eines tierischen Serums mit Konservierungsstoffen

Wash Buffer Concentrate — 21 ml einer 25-fach konzentrierten gepufferten Surfactantlésung mit
Konservierungsstoffen

Color Reagent A — 12.5 ml stabilisierte, hydrogene Peroxide

Color Reagent B — 12.5 ml stabilisiertes Chromogen (Tetramethylbenzidin)

Stop Solution — 6 ml von 2 N schwefliger Saure

Plate Covers — 4 Klebestreifen

Die ungedéffneten Kits wurden bei einer Temperatur von 2 — 8 °C bis zum weiteren
Gebrauch aufbewahrt.

Weitere Materialien:

e MRX Microplate Reader von Dynex (MeBbereich -0,100 bis 4,000 OD;
Wellenlangenbereich 400 — 850 nm; Genauigkeit +/- 0,005 OD oder 2,5%)

e Zentrifuge RBA 12 R von Hettich

e Pipetten und Pipettenspitzen von Eppendorf

e Destilliertes Wasser

II.4 Versuchsablauf

Vor der Benutzung wurden alle Reagenzien auf Zimmertemperatur gebracht. Die Messung
der Proben und des Standards erfolgte in Doppelwerten.

Der erste Schritt des Versuchs war die Vorbereitung der Reagenzien. 100 ml des
Waschpufferkonzentrats wurden mit destilliertem Wasser gemischt, um einen Liter an
Waschpuffer zu erhalten (1:10 Verdinnung fir bFGF Waschpuffer, 1:25 Verdinnung far
VEGF Waschpuffer).
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Fir die Standardreihe wurde 1 ml des Calibrator Diluent mit dem jeweiligen flir die
Versuche vorgesehenen VEGF/bFGF-basic Standard gemischt, um eine Standardldésung
von bFGF 64 pg/ml und von VEGF 2000 pg/ml zu erhalten. Daraufhin wurden folgende
Lésungsreihen fir die Standardmessung gebildet: bFGF fiir Plasma von 32, 16, 8, 4, 2 und
1 pg/ml; bFGF fir Urin von 32, 16, 8, 4, 2, 1 und 0,5 pg/ml; VEGF von 1000, 500, 250,
125, 62,5 und 31,2 pg/ml. Dazu wurden 500 pl des geeigneten (flr den jeweiligen Versuch
gedachten) Calibrator Diluents auf jeweils sechs bzw. sieben Reagenzglaser verteilt.
Durch Zugabe von 500l der Standardlésung zu dem ersten Reagenzglas erhielt man die
Konzentration von 32 pg/ml. 500ul dieser 32 pg/ml L6sung wurden nun in das folgende
Rdéhrchen pipettiert. In dieser Weise wurde die gewlnschte Standardreihe fir den Versuch

erstellt. Das jeweilige Calibrator Diluent diente als null Standard (0 pg/ml).

Die Plasmaproben wurden je nach Bedarf bzw. vorhandener Menge der Proben mit Hilfe
der Kalibratorlésung um den Faktor 2-34 verdlnnt.

Im zweiten Schritt wurde der auf der Mikroplatte gebundene Antikdrper mit der
Standardlésung und den Patientenproben in Kontakt gebracht. Dazu wurden die Wells mit
der jeweiligen Menge an Assay Diluent geflllt (bFGF-Serum: 100ul; bFGF-Urin: 50ul;
VEGF-Serum: 100ul). Danach gab man die Standardlésungen und Proben dazu (bFGF-
Serum: 100pl; bFGF-Urin: 200ul; VEGF-Serum: 100ul). Die Mikroplatte wurde mit einer
Klebefolie abgedeckt und die entsprechende Zeit (bFGF-Serum/Urin: 3 Stunden; VEGF-
Serum: 2 Stunden) inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die Ldsungen der Mikroplatte
verworfen und alle Wells mehrmals mit dem Waschpuffer gewaschen.

Daraufhin erfolgte die Bindung des enzymgebundenen polyklonalen Antikdrpers. Dazu
wurden 200 pl in alle Wells gegeben, abgedeckt und flr die angegebene Zeit inkubiert
(bFGF-Serum/Urin: 2 Stunden; VEGF-Serum: 2 Stunden). Nach mehrmaligem Waschen
der Platte wurde die Substrat Lésung hinzugefligt und inkubiert (bFGF-Plasma/Urin: 50l
fir 60 min; VEGF-Plasma: 200ul fir 25 min). Bei der bFGF Messung erfolgte die weitere
Zugabe von 50ul der Verstarkerlésung und weitere 30 min Inkubation.

Zum Schluss wurden bei allen Messungen 50ul Stoplésung dazugegeben und das
Ergebnis mit Hilfe des MRX-Microplate-Readers innerhalb von 30 Minuten ausgewertet.
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Il. 41 Auswertung und statistische Analyse

Die Daten wurden mit Hilfe der Computerprogramme ,Sigma Plot* (Version 8.03; SPSS
Inc.) und SPSS ausgewertet und graphisch dargestellt. Der Mann-Whitney-U-Test wurde
fir den Vergleich der Patientengruppe mit der Kontrollgruppe, sowie flr den Vergleich der
Untergruppen (z.B. Alter, Geschlecht, klinischer Befund) innerhalb der Kontroll- und
Patientengruppe verwendet. Fir den Vergleich mehrerer Untergruppen diente der Kruskal-
Wallis-Test fir unabhangige Stichproben. Das statistische Verwerf-Kriterium war eine 0,05
zweiseitige Wahrscheinlichkeit. Mittelwerte und Standardabweichung wurden zur

Darstellung der statistischen Messungen verwendet.
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Ml Ergebnisse

lll.1 Ergebnisse der EDTA-Plasma Messungen von bFGF und VEGF

lll. 1.1 Kontrollproben

bFGF

Die Anzahl der Kontrollproben von bFGF EDTA-Plasma betrug 32. Davon waren 6 von
Neugeborenen, 12 von Sauglingen und 14 von Kleinkindern. Das mediane Alter der
Gruppe der Kleinkinder war 24 Monate (Range 15-26 Monate). Insgesamt lag der
Mittelwert fir bFGF im EDTA-Plasma bei 35,3 pg/ml (Median: 19 pg/ml; Strd.Abw: 34,7
pg/ml; Range: 3-132 pg/ml). Bei der Altersaufteilung zeigte sich bei den Neugeborenen
ein Mittelwert von 80,3 pg/ml (Median: 77 pg/ml; Strd.Abw: 40,9; Range: 35-132 pg/ml),
bei den Sauglingen von 35,0 pg/ml (Median: 24,5 pg/ml; Strd.Abw: 30,7; Range: 3-95
pg/ml) und bei den Kleinkindern von 16,3 pg/ml (Median: 13 pg/ml; Strd.Abw. 10,7;
Range: 7-42 pg/ml).

Kontrollproben
bFGF im EDTA-Plasma bei verschiedenen Alterstufen
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Abb.6: bFGF Plasmaspiegel bei Kontroligruppe

Darstellung der bFGF Plasmaspiegel bei verschiedenen Altersstufen innerhalb der
Kontrollgruppe. P-Werte zeigen den Vergleich der Mittelwerte zwischen den unterschiedlichen
Gruppen.
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VEGF

Bei 43 Kontrollproben wurde die VEGF-Konzentration im Plasma bestimmt. Hiervon
waren 6 von Neugeborenen und 16 von Sauglingen. Die restlichen 21 Proben stammten
von Kleinkindern mit einem medianen Alter von 24 Monaten (Range 15-26). Die mittlere
VEGF Konzentration im EDTA-Plasma aller Kontrollproben lag bei 200,1 pg/ml (Median:
152,5 pg/ml; Strd.Abw: 147,9 pg/ml; Range: 28-754 pg/ml). Die Altersverteilung zeigte
bei den Neugeborenen einen Mittelwert von 317 pg/ml (Median: 175 pg/ml; Strd.Abw:
276,7 pg/ml; Range: 100-745 pg/ml), bei den Sauglingen von 196,0 pg/ml (Median:
177,5 pg/ml; Strd.Abw: 116,2 pg/ml; Range: 28-376 pg/ml) und bei den Kleinkindern von
172,3 pg/ml (Median: 128 pg/ml; Strd.Abw: 114,7 pg/ml; Range: 33-436 pg/ml).

Kontrollgruppe
VEGF im EDTA-Plasma bei verschiedenen Altersstufen
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Abb.7: VEGF Plasmaspiegel bei Kontrollgruppe

Darstellung der VEGF-Plasmaspiegel bei verschiedenen Alterstufen innerhalb der
Kontrollgruppe. Die P-Werte dienen zum Vergleich der Mittelwerte zwischen den Gruppen.



Ergebnisse 36

Bei den bFGF Konzentrationen in der Kontrollgruppe zeigten sich die héchsten Werte
bei den Neugeborenen und ein Abfall der Plasma bFGF Konzentration bis ins
Kleinkindalter. Dieser Befund bestatigt die in der Literatur beschriebenen hohen bFGF
Konzentrationen, die bei Neugeborenen in den ersten Lebenswochen gefunden wurden.
Die bFGF Konzentration im Blut bei Sauglingen zeigte die gréBten Schwankungen. Bei
Kleinkindern ab einem Jahr lagen 92% der Werte unter 17 pg/ml mit geringen
Schwankungen in der Spannweite.

Auch bei der VEGF Konzentration im Plasma wurden die héchsten Werte bei den
Neugeborenen gemessen, doch zeigte sich insgesamt kein deutlicher Abfall der
Konzentration mit dem Alter der Probanden.

Der Vergleich der Mittelwerte zwischen weiblichen und mannlichen Probanden zeigte far
beide Wachstumsfaktoren keinen signifikanten Unterschied (p(bFGF)=0,467;
p(VEGF)=0,455)

Die Ergebnisse der Kontrollgruppe sollen zum Vergleich zu den Konzentrationen der

Proben von Hamangiompatienten dienen.
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lll. 1.2 Hamangiompatienten

Bei 93 % der Patienten befand sich die Lasion am Kopf, bei 3% im Bereich des Stamms
und bei 3% an den Extremitdten. 70 Patienten hatte nur eine einzelne L&sion, 8

Patienten bis zu drei Hdmangiome und 3 Patienten zeigten einen multiplen Befall.

bFGF: Die Anzahl (n) der gesammelten und ausgewerteten Plasmaproben fir bFGF
betrug n=98 bei 81 Patienten. Bei 10 Hamangiompatienten wurden 2 oder mehr Proben
gesammelt. Das Verhaltnis mannlich:weiblich lag bei 1:1,6 (31 mannl.; 50 weibl.). Das
Alter der Patienten betrug zwischen 2 Wochen und 21 Monaten. Davon waren 2
Neugeborene unter 4 Wochen, 72 Sauglinge zwischen 4 Wochen und 12 Monaten, 9
Kleinkinder. Der Mittelwert aller Proben von bFGF im EDTA-Plasma von Patienten mit
Hamangiomen betrug 31,1 pg/ml (Median: 18 pg/ml; Strd.Abw: 36,1 pg/ml; Range: 2-
212 pg/ml). Bei den Neugeborenen ergab sich ein Mittelwert von 12,5 pg/ml (Median:
12,5 pg/ml; Strd.Abw: 7,7 pg/ml; Range: 7-18 pg/ml), bei den Sauglingen von 31,4 pg/ml
(Median: 17 pg/ml; Strd.Abw: 36,4 pg/ml; Range: 2-212 pg/ml) und bei den Kleinkindern
von 32,0 pg/ml (Median: 25 pg/ml; Strd.Abw: 37,2 pg/ml; Range: 3-159 pg/ml).
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Abb.8: bFGF Plasmaspiegel bei Himangiomen

Darstellung der bFGF Plasmaspiegel bei verschiedenen Altersstufen innerhalb der
Patientengruppe. Die P-Werte dienen zum Vergleich der Mittelwerte zwischen den Gruppen.
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VEGF: Es wurden 101 VEGF-Werte von 89 Patienten bestimmt. Der Mittelwert aller
Proben betrug 166,6 pg/ml (Median: 87 pg/ml; Strd.Abw: 246,1 pg/ml; Range: 15-
1604pg/ml). Bei den Neugeborenen (n=2) lag der Mittelwert bei 53,5 pg/ml (Median:
53,5 pg/ml; Strd.Abw: 31,8 pg/ml; Range: 31-76 pg/ml), bei den Sauglingen (n=71) bei
172,3 pg/ml (Median: 87 pg/ml; Strd.Abw: 259,3 pg/ml; Range: 15-1604 pg/ml) und bei
den Kleinkindern (n=16) bei 156,2 pg/ml (Median: 105,5 pg/ml; Strd.Abw: 195,8 pg/ml;
Range: 24-830 pg/ml).
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Abb.9: VEGF Plasmaspiegel bei Himangiomen.

Darstellung der VEGF-Plasmaspiegel bei verschiedenen Alterstufen innerhalb der
Patientengruppe. Die Signifikanz (p) zeigt den Vergleich der Gruppen.
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lll. 1.3 HamangiomgroBe und klinisches Bild

Innerhalb der Gruppe der Hamangiompatienten wurden die Plasmaspiegel von bFGF
und VEGF mit der HamangiomgréBe und dem klinischen Bild der Tumore verglichen.
Dazu wurden die Hdmangiome nach ihrer GréBe in drei Gruppen (-2cm, 2-5cm, >5¢cm im
Durchmesser) unterteilt. Patienten mit mehreren Hamangiomen wurden zur Gruppe
>5cm gezahlt. Informationen Uber die subkutane Ausbreitung der Himangiome wurden
aus einer parallel laufenden Studie Ubernommen und bei der Gruppeneinteilung
berlicksichtigt. Tabelle 7 zeigt die Daten im Vergleich.

GroBe <2cm (n=12) 2-5cm (n=29) >5cm (n=8)
bFGF VEGF bFGF VEGF bFGF VEGF
Mittelwert 21,4 112,4 38,0 112,3 54,6 316,9 pg/ml
Median 13 64 22 90 44 321 pg/mi
Standardabweichung 19,7 129,0 49,2 86,9 48,4 282,2 pg/ml
Maximalwert 57 438 212 394 159 856 pg/ml
Minimalwert 2 20 4 19 4 20 pg/ml

Tab.7: HamangiomgréBe und Plasmaspiegel

Anhand des klinischen Bildes wurden die Hdmangiome in drei Gruppen eingeteilt. T1
steht dabei fir ein oberflachliches, nicht erhabenes Hamangiom. T2 bedeutet, dass das
Hamangiom leicht erhaben ist. Stark tuberése Hamangiome zahlen zur Gruppe drei.
Diese dritte Gruppe zeigt klinisch auch eine hdéhere Progression des Tumors als die
anderen zwei Gruppen. In Tabelle 8 sind die Ergebnisse wiedergegeben.

Klinisches Bild T1 (n=22 u. 23) T2 (n=13) T3 (n=11 u. 14)
bFGF VEGF bFGF VEGF bFGF VEGF
Mittelwert 21.0 115,3 40,3 61,8 64,5 2842  pg/ml
Median 17,5 76 26 46 39 216 pg/ml
Standardabweichung 14,8 111,0 54,5 37,8 58,4 222,8 pg/ml
Maximalwert 53 438 212 119 159 865 pg/ml
Minimalwert 2 20 4 19 10 37 pg/ml

Tab.8: Klinisches Bild und Plasmaspiegel
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Abb.10: bFGF und HamangiomgréBe

Darstellung der bFGF Plasmaspiegel bei unterschiedlichen HamangiomgréBen. Die P-Werte
dienen zum Vergleich der Mittelwerte zwischen den Gruppen. K-W-Test p=0,175.
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Abb.11: VEGF und HamangiomgréBe

Darstellung der VEGF Plasmaspiegel bei unterschiedlichen HimangiomgréBen. Die P-Werte
dienen zum Vergleich der Mittelwerte zwischen den Gruppen. K-W-Test p=0,093.
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Abb.12: bFGF und klinisches Bild

Darstellung der bFGF Plasmaspiegel in bezug auf die unterschiedliche klinische Prasentation
der Hamangiome. Die P-Werte dienen zum Vergleich der Mittelwerte zwischen den Gruppen. K-

W-Test p=0,054.
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Abb.13: VEGF und klinisches Bild

Darstellung der VEGF Plasmaspiegel in bezug auf die unterschiedliche klinische Prasentation
der Hamangiome. Die P-Werte dienen zum Vergleich der Mittelwerte zwischen den Gruppen. K-

W-Test p=0,01.
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lll. 1.4 bFGF im Vergleich zum Kontrollkollektiv

Die in 8.1.1 ermittelten Werte fir VEGF und bFGF im Plasma der Kontrollgruppe dienten
als Normalwerte fir den Vergleich mit der Gruppe der Hamangiompatienten. Tab.9 und
Tab.10 geben diesen Vergleich wieder. In Abb.14 und Abb.15 ist dies graphisch
festgehalten.

bFGF [pg/ml] Neugeborene Sauglinge Kleinkinder
Patienten Kontrolle Patienten Kontrolle Patienten Kontrolle
Mittelwert 12,5 80,3 31 35,0 32 16
Median 12,5 77 17 24,5 25 13
Standardabweichung 7,8 40,9 36,4 30,7 37,2 10,7
Maximalwert 18 132 76 95 159 42
Minimalwert 7 35 31 28 39 7

Tab.9: bFGF im Vergleich

Darstellung der gemessenen bFGF-Konzentrationen im EDTA-Plasma der Gruppe der
Hémangiompatienten im Vergleich zu den Werten der Kontrollgruppe. Die Gegenliberstellung
erfolgt zur genaueren Darstellung in den jeweiligen Altersgruppen.

VEGF [pg/ml] Neugeborene Sauglinge Kleinkinder
Patienten Kontrolle Patienten Kontrolle Patienten Kontrolle
Mittelwert 53,5 317,3 172,3 196,0 156,2 172,3
Median 53,5 175 87 177,5 105,5 128
Standardabweichung 31,8 276,7 259,3 116,3 195,8 114,7
Maximalwert 76 754 1604 376 803 436
Minimalwert 31 100 15 28 24 33

Tab.10: VEGF im Vergleich

Darstellung der gemessenen VEGF-Konzentrationen im EDTA-Plasma der Gruppe der
Hémangiompatienten im Vergleich zu den Werten der Kontrollgruppe. Die Gegenliberstellung
erfolgt zur genaueren Darstellung in den jeweiligen Altersgruppen.
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Abb.14: bFGF im Vergleich

Darstellung der Mittelwerte der Himangiomproben im Vergleich zu denen der Kontrollgruppe.
Die P-Werte dienen zum Vergleich der Mittelwerte zwischen Kontroll- und Patientengruppe der
jeweiligen Altersstufe.
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Abb.15: VEGF im Vergleich

Darstellung der Mittelwerte der Hamangiomproben im Vergleich zu den Mittelwerten der
Kontrollgruppe. Die P-Werte zeigen die Signifikanz.
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lll.2 Messungen der bFGF-Konzentrationen im Urin

lll. 2.1 Kontrollgruppe

Flar die Bestimmung eines Referenzwertes wurden 34 Urinproben von gesunden
Kindern im Alter von 2 Wochen bis 2 Jahren gemessen. Bei 22 Proben (= 65%) lag die
Konzentration unter dem messbaren Bereich von 1 pg/ml des Assays (R&D). Bei den
restlichen 12 Proben lag der Mittelwert bezogen auf die Kreatininkonzentration bei 24,1
ng/g Kreatinin (Median: 21,3 ng/g Kreatinin; Strd.Abw: 14,2 ng/g Kreatinin; Range: 7-45
ng/g Kreatinin). Hiervon waren 9 Proben von Neugeborenen im Alter von unter vier
Wochen, der Mittelwert in dieser Altersgruppe lag bei 20,9 ng/g Kreatinin (+/-17,4). Von
insgesamt 22 Proben aus der Altersgruppe der Sauglinge und Kleinkinder lagen nur 3
Proben (=14%) im messbaren Bereich des Assays. Der Mittelwert dieser Gruppe war 1,6
ng/g Kreatinin (+/- 4,7).

Kontrollgruppe Insgesamt Neugeborene | Sauglinge/Kleinkinder
Probenanzahl n=34 n=12 n=22
Mittelwert 8,0 20,9 1,6 ng/g Krea
Median 0 19,2 0 ng/g Krea
Stand. Abweichung +/- 13,9 +/- 17,4 +/- 4,7 ng/g Krea
Positive Proben 12 9 3

Tab.11: bFGF im Urin bei der Kontroligruppe

Die Gruppe der Neugeborenen zeigte zum Teil hohe bFGF Konzentrationen im Urin (bis
45 ng/g Kreatinin). Hohe Serum- und Urinkonzentrationen in den ersten Wochen nach
der Geburt wurden auch in anderen Arbeiten beschrieben (siehe Diskussion). Die in
dieser Studie ermittelten Werte bei Neugeborenen wurden aus folgenden Grinden nicht
zum Vergleich mit den Patientenproben herangezogen:

1) Alle Himangiompatienten, von denen eine Urinprobe gewonnen wurde, waren alter
als 2 Monate.

2) Es handelt sich bei Neugeborenen um wahrscheinlich physiologisch (im Rahmen der
perinatalen Adaptation) erhéhte bFGF Werte, die keinen Referenzwert fir altere
Kinder darstellen.
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lll. 2.2 Hamangiompatienten

Die Anzahl der gemessenen Proben betrug n=67. Davon waren 63 Proben von
Patienten im Alter von 2-12 Monaten und 4 von Patienten (ber ein Jahr. Proben von
Neugeborenen (<4 Wochen) mit Hdmangiomen konnten nicht gesammelt werden. Bei
55 Proben (=82%) lag die Konzentration von bFGF im Urin unterhalb des messbaren
Bereichs von 1 pg/ml des Immunassays. Bei den restlichen 12 Proben lag der Mittelwert
der Messung bei 30,4 ng/g Kreatinin (Median: 22,2 ng/g Kreatinin; Strd.Abw: 30,5 ng/g
Kreatinin; Range: 2-100). Der Median aller Proben lag bei 0 ng/g Kreatinin.

Hamangiomatose

Bei einer Patientin mit diffuser neonataler Hamangiomatose konnten insgesamt 15
Urinproben im Verlauf gewonnen werden mit einem Mittelwert von 196,6 ng/g Kreatinin
(Median 196 ng/g Kreatinin; Range: 39-502). Allerdings ist anzumerken, dass einige
Proben wahrend der anti-angiogenetischen Therapie mit Interferon-a2a genommen
wurden. Eine genaue Darstellung der Befunde dieser Patientin wird weiter unten
(Abschnitt 1Il.4) vorgenommen. In der Abbildung 16 wird der Vergleich der
Patientengruppe mit der Kontrollgruppe dargestellt.
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Abb.16: bFGF im Urin

Darstellung der bFGF Konzentration in ng/g Kreatinin im Urin bei Hamangiom-patienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe (n = Probenanzahl).



Ergebnisse 46

ll. 3 bFGF und VEGF Plasmaspiegel im Verlauf

Bei einigen Patienten wurden EDTA-Plasmaproben an mehreren Behandlungsterminen
gewonnen. Bestimmt wurde je Plasmaprobe die bFGF und VEGF Konzentration, wenn
ausreichendes Material zur Verfigung stand. Alle Patienten wurden lokal mit dem
Neodym-Yag Laser behandelt.

bFGF im Verlauf

Bei der bFGF Messung (insgesamt 8 Patienten) lagen die Konzentrationen bei einer
oder mehreren Proben von 4 Patienten innerhalb des Verlaufs tber der 95. Perzentile
der Kontrollgruppe. Bei den restlichen vier Patienten lagen keine erhbhten
Konzentrationen an bFGF vor. Die Abbildung 17 zeigt den Verlauf der Konzentrationen
an. Bei zwei Patienten (Nr. 6 u. 8) kam es in den ersten Lebensmonaten zu einem
starken Anstieg der bFGF Konzentrationen innerhalb des Beobachtungszeitraums. Bei
beiden Patienten nahm die Gr6Be der Hamangiome in dieser Zeit stark zu.

bFGF im Verlauf
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Abb.17: bFGF im Verlauf
Darstellung der bFGF Konzentration im EDTA-Plasma bei Patienten mit Hamangiomen im

Verlauf von mehreren Monaten. Die Zahlen stehen fiir je einen Patienten und entsprechen
denen der Abb.18.
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VEGF im Verlauf

Die Messungen der VEGF Plasmakonzentrationen zeigten bei 5 Patienten von
insgesamt 9 wahrend des Beobachtungszeitraums erhdéhte Konzentrationen des
Wachstumsfaktors. Bei 6 Patienten sank die VEGF-Konzentration im Verlauf. In der
Abbildung 18 sind die Anfangs- und Endkonzentrationen innerhalb des
Beobachtungszeitraums dargestellt. Zwei Patienten mit groBen proliferierenden
Hamangiomen im Bereich des Kopfes (Patienten Nr. 1 und Nr. 6, siehe auch Tabelle 12)
zeigten im Alter von zwei Monaten hohe VEGF Werte, die innerhalb eines halben Jahres
stark abfielen. Insgesamt konnte eine Abnahme der Wachstumstendenz gegen Ende

des Beobachtungszeitraums verzeichnet werden.
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Abb.18: VEGF im Verlauf

Darstellung der VEGF Konzentration im EDTA-Plasma bei Patienten mit Hamangiomen im
Verlauf von einigen Monaten. Die Zahlen stehen fiir je einen Patienten und entsprechen denen
der Abb.17.

Patient Pat. 1 Pat. 2 Pat. 3 Pat. 4 Pat. 5 Pat. 6 Pat. 7 Pat. 8
HamangiomgréBe G3 G3 G2 G1-G2 G2 G3 G3 G3
Wachstum +++ + + ++ + ++ +/0 +++

+ leichte Gr6Benzunahme ; ++ deutliches Wachstum; +++ massive GroBenzunahme; 0 kein Wachstum

Tab.12: Hamangiome und Verlauf
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lll. 4 Falldarstellung einer Patientin mit Himangiomatose

Im folgendem wird eine Patientin mit schwerer, systemischer Hamangiomatose
vorgestellt, bei der Uber einen Zeitraum von 7 Wochen die Bestimmung der
Konzentration von bFGF und VEGF im EDTA-Plasma und von bFGF im Urin erfolgte.

Es handelte sich um ein weibliches, ehemaliges Frihgeborenes (36+2
Schwangerschaftswochen; Geburtsgewicht 2930g; Geburtslange 52cm; Kopfumfang
37cm; APGAR 8/9), das postpartal in einem auswartigen Krankenhaus zahlreiche kleine,
zum Teil erhabene Hamangiome (>100) am gesamten Integument entwickelte (Abb.19
u. Abb.20). Die zu diesem Zeitpunkt durchgeflihrten Untersuchungen wie
Abdomensonographie, Echokardiographie und Schadelsonographie waren unaufféllig. In
der dritten Lebenswoche zeigten sich in der Abdomensonographie eine Stauung der
intrahepatischen GefédBe und eine massive Hepatomegalie mit wolkig vermehrter
Echogenitdt des Parenchyms. In der MRT des Abdomens stellte sich das
Leberparenchym grobknotig veréndert dar. Es wurde der Verdacht auf Himangiome der
Leber gestellt. Die Echokardiographie ergab eine VergroBerung aller vier Herzhéhlen mit
hohen Flussgeschwindigkeiten Uber der Pulmonal- und Aortenklappe. Zu dieser Zeit
zeigten sich im Labor eine Verbrauchskoagulopathie, erhéhte Transaminasen und

Bilirubinwerte.

Es wurde die Diagnose einer difftusen Hamangiomatose gestellt und neben der Gabe
von FFP (fresh frozen plasma), Antithrombin Ill, Thrombozyten- und Erythrozyten-
konzentraten die medikamentdse Therapie mit 5 mg/kg/die Decortin H per os begonnen.

Aufgrund der gesundheitlichen Verschlechterung mit Tachypnoe und Oo-
Sattigungsabfallen erfolgte die Verlegung der Patientin aus der auswartigen Klinik auf
die Neugeborenenintensivstation in der Dr. von Haunerschen Kinderklinik in der flnften
Lebenswoche. Dort wurde die Kortisontherapie fortgeflihrt und aufgrund der schlechten
Kontraktilitdt des Herzens Diuretika und Digitalis angesetzt. In der Abdomen (Doppler-
Duplex)-Sonographie wurde der Verdacht auf einen ausgepragten Shunt im Bereich des
linken Leberlappens gestellt. Die zur weiteren Klarung veranlasste Leberangiographie in
der achten Lebenswoche zeigte eine generalisierte Shuntbildung in beiden Leberlappen.
Durch die Kortisontherapie konnte bis dahin noch keine klinische Besserung der
Hamangiomatose erzielt werden und es wurde der Beginn einer Interferon-a2a

(Roferon®) Therapie mit taglich 1.5 Mio.I[E pro m? Kérperoberflache subkutan begonnen.
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Auch unter der zusétzlichen Therapie mit Interferon-a2a zeigte sich keine Besserung.
Die GréBe und Zahl der kutanen Hadmangiome nahm zu. Die Leber war mit 9 cm unter
dem Rippenbogen in der Medioclavikularlinie im Gegensatz zur letzten Untersuchung
gréBer geworden. Auch nahm das kongestive Herzversagen weiter zu, was zu Husten
Tachypnoe, Trinkschwache, generalisierten Odemen und einem kontinuierlichen Oy-
Bedarf fuhrte und eine Intubation notwendig machte. Die Echokardiographie in der
zwolften Woche zeigte eine massive Herzmuskel- und Septumhypertrophie mit
schlechter Ventrikelfillung, aber ohne Insuffizienzzeichen. Das Herzzeitvolumen betrug
700ml/kg/min. Daraufhin wurde Digoxin abgesetzt und Decortin H langsam

ausgeschlichen.

Abb.19: Diffuse neonatale Himangiomatose, Kopfbereich

Patientin mit diffuser neonataler Himangiomatose. Multiple kleine Hdmangiome auf der Haut
und Schleimhaut mit viszeraler Beteiligung (Leber, Pankreas, ZNS). Zunahme der Anzahl und
GroBe der Hamangiome innerhalb der ersten Lebenswochen. Die Patientin verstarb an den
Komplikationen der Erkrankung.

Bei rucklaufiger Diurese wurde die Diuretikatherapie intensiviert. Wegen Verdacht auf
Nebenwirkungen bei Hamolyse wurde Interferon-a2a nach einmonatiger Gabe
abgesetzt. Neben der Hamolyse zeigte sich auch eine Verbrauchskoagulopathie und
Thrombopenie im Blut. Die Embolisation der A. hepatica sinistra in der 11. Lebenswoche
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und der A. hepatica communis in der 12. Lebenswoche brachte keine Besserung der
hohen Shuntflisse, da sich bereits nach Verschluss der GefédBe andere GeféaBe
erdffneten. Im Computertomogramm stellte man multiple viszerale Hamangiome im

ZNS, in der Leber und dem Pankreas fest.

Der gesundheitliche Zustand der Patientin verschlechterte sich im Verlauf immer weiter.
Im Alter von 15 Wochen verstarb die Patientin an den Folgen ihrer progredienten
Krankheit.

Innerhalb der achten bis vierzehnten Woche wurden Plasmaproben und Urinproben der
Patientin gesammelt. Die Messung begann mit Beginn der Interferon-a2a Therapie.
Insgesamt wurden die bFGF Werte von 15 Urinproben und von 8 Plasmaproben

bestimmt.

Abb.20: Diffuse neonatale Himangiomatose, Stammbereich

Massiver Befall des gesamten Integuments mit kleinen, zum Teil gréBeren erhabenen
dunkelroten runden Hamangiomen.
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Die bFGF-Werte der Patientin waren sowohl im Plasma als auch im Urin gegentiber der
Kontrollgruppe zum Teil deutlich erhéht. In der Abbildung 21 sind die Verlaufswerte von
bFGF im Plasma in pg/ml und im Urin in ng/g Kreatinin x10° tiber 7 Wochen dargestellt.
Die Interferon-a2a Therapie erfolgte Gber 35 Tage (roter Balken). Die Embolisation der
A. hepatica sinistra erfolgte in der 11. Lebenswoche, die der A. hepatica communis in
der 12.Lebenswoche (schwarze Pfeile). Aufgrund des geringen Probenmaterials
konnten fur die Messung des VEGF Plasmaspiegels nur finf Werte bestimmt werden
(Abb.22). Dabei zeigt sich ein starker Abfall der Plasmakonzentration von 512 pg/ml auf
unter 4 pg/ml. Allerdings liegen die zwei letzten Werte aufgrund der hohen Verdinnung
der Proben wahrscheinlich unter dem tatsachlichen Wert. Dennoch ist aufgrund der
starken Konzentrationsgefalle der ersten drei Spiegel anzunehmen, dass die Werte

niedrig sein mussten.
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Abb.21: bFGF im Verlauf bei Himangiomatose

Darstellung der bFGF Konzentration im Plasma und Urin im Verlauf von zwei Monaten bei
einer Patientin mit diffuser neonataler Hamangiomatose. Der dunkelgraue Balken zeigt die
Dauer der Interferon-a2a Therapie, die aufgrund der schwerwiegenden Nebenwirkungen
wieder abgesetzt wurde. Die Patientin verstarb an den Komplikationen ihrer schweren
Erkrankung wenige Tage nach der letzten Messung.
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Abb.22: VEGF im Verlauf bei Himangiomatose

Darstellung der VEGF Plasmakonzentration im Verlauf von zwei Monaten bei einer Patientin
mit diffuser neonataler Himangiomatose. Der graue Balken gibt die Dauer der Interferon-a2a
Behandlung an. Die VEGF Plasma Konzentration war zu Beginn der Interferon Behandlung
stark erh6ht und sank dann rasch ab. Eventuell zeigte sich hier die anti-angiogenetische
Wirkung von Interferon-a2a zumindest im Labor, auch wenn klinisch keine Besserung zu

verzeichnen war.
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V. Diskussion

Die Angiogenese stellt einen wichtigen und notwendigen Schritt in der Proliferation und
Ausdehnung von Gewebe, sowohl in physiologischen als auch in pathologischen
Prozessen dar. Es ist daher nicht verwunderlich, dass gerade dieser Bereich in den
letzten Jahren auf groBes Interesse in der medizinischen Forschung stie. Dieses zeigt
sich vor allem an den zahlreichen Studien und Verdffentlichungen Uber dieses Thema.
So formt sich nun langsam ein genaueres, aber immer noch sehr lickenhaftes Bild der
komplexen zellularen und biochemischen Vorgange der Angiogenese. Im molekularen
Bereich kénnen mit den heutigen Methoden einfach und genau Konzentrationen von
biochemisch wirksamen Faktoren in den verschiedenen Geweben und Flissigkeiten

gemessen werden.

Eine wichtige Gruppe dieser Faktoren ist die Familie der Zytokine, Moleklle der
interzellularen Kommunikation, die ein groBes Spektrum an Wirkungen auf
unterschiedliche Zellen aufweisen.

Gerade einer bestimmten Gruppe dieser Familie, den Wachstumsfaktoren mit
angiogenetischer Wirkung wird eine sehr wichtige Rolle in der Angiogenese
zugesprochen. Hierzu zéhlen der basic fibroblast growth factor (bFGF) und der vascular
endothelial growth factor (VEGF), bei denen eine hohe angiogenetische Wirkung ,in

vivo® und ,in vitro“ nachgewiesen werden konnte [66].

Hamangiome stellen ein Paradebeispiel unphysiologischer Angiogenese dar. Folkman
postulierte, dass es sich hierbei um unkontrollierte Angiogenese handelt [26]. Gerade
die zeitliche Abfolge von raschem Wachstum Gber Stagnation bis hin zur Regression der
Tumoren bieten ein interessantes Gebiet zur Erforschung angiogenetischer Prozesse
und deren Steuerung. Wegen der Komplexizitat der zahlreichen Mechanismen, die an
der GefaBneubildung beteiligt sind, deren Modulation und Interaktion wird allerdings
ersichtlich, dass es nicht nur einen Weg gibt, die GefaBneubildung zu stimulieren. So
scheinen Prozesse, die auf die Angiogenese angewiesen sind, auf verschiedene
Aktivierungs- und Regulationsmechanismen zurickgreifen zu kénnen. Die Identifizierung
dieser molekularen Trigger in Hamangiomen st6Bt auf groBes Interesse sowohl auf
klinischer als auch auf biologischer Seite.
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So wurde in den letzten Jahren versucht, genauere Einblicke in die Pathogenese der
Hamangiome zu bekommen [87-89]. Dazu dienten verschiedene ,in vitro“ Modelle unter
anderem an transgenen Mausen, sowie an Zellkulturen von Endothel aus menschlichem
Hamangiomgewebe [18, 33, 76, 98]. Alle diese Methoden und Modelle werden den
pathophysiologischen und biochemischen Prozessen in menschlichen Hamangiomen
allerdings nicht gerecht und weisen teilweise groBe Mangel im Vergleich auf [89]. Ein
neueres ,in vitro®* Modell mit Kultivierung von menschlichen Hamangiomgewebe aus
Biopsiematerial versucht, diese Voraussetzungen mdoglichst genau zu schaffen [88].
Hierbei wird auch der Einfluss von gewebsstandigen Zellen wie Mastzellen und
Perizyten berlcksichtigt, die bewiesenermaBen eine wichtige Rolle in der Pathogenese
von Hamangiomen spielen (siehe Abschnitt 1.3.6). Eventuell lassen sich so bald
genauere Kenntnisse Uber die GefaBneubildung und das Wachstum von Hamangiomen

erwerben.

Takahashi et al. konnten durch immunhistologische Techniken erhdhte Konzentrationen
von bFGF und VEGF im Gewebe von proliferierenden Hadmangiomen nachweisen und
sprachen diesen Faktoren als einer der ersten eine wichtige Rolle in deren Entwicklung
zu [87]. Sie untersuchten verschiedene zellulare Marker im Gewebe von Hamangiomen
zu den unterschiedlichen Verlaufsphasen. In der Proliferationsphase (0-12 Monate)
dokumentierten sie erhdéhte Werte sowohl von VEGF, als auch von bFGF. In der
Involutionsphase (13 Monate-5Jahre) fiel der Wert von VEGF stark ab. Werte von bFGF
zeigten sich in dieser Phase noch erhdht und waren erst in der ,involuted® Phase
merkbar verringert. In anderen Arbeiten konnte eine erhéhte mRNA Expression fur beide
Wachstumsfaktoren in proliferierenden Hamangiomen dokumentiert werden [11]. Auf
dieser Grundlage basierend stellte sich die Frage, ob diese Faktoren auch im Blut und
Urin bei Patienten mit Hdmangiomen erhéht sind und ob Messungen dieser Faktoren

eventuell im klinischen Vorgehen von Nutzen sein kénnten.

Auf der Basis dieser Erkenntnisse untersuchten wir, ob erhéhte Werte von bFGF und
VEGF im Plasma und Urin bei Patienten mit Himangiomen der Dr. von Haunerschen
Kinderklinik der Ludwigs-Maximilians-Universitat zu ermitteln sind und welche

Folgerungen daraus gezogen werden kénnen.
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IV.1 bFGF und VEGF im Plasma

IV. 1.1 Kontrollgruppe

Das mediane Alter unserer Kontrollgruppe lag bei 12,5 Monaten. Um eine ausreichende
Anzahl an Proben von Kindern mit einem Alter von Uber 12 Monaten zu erhalten, wurde
zu Beginn der Arbeit als Einschlusskriterium ein Alter bis zu finf Jahren festgesetzt.
Insgesamt lag das mediane Alter der Gruppe der Kleinkinder bei 24 Monaten (Range
15-26 Monate) und unterschied sich somit nicht wesentlich vom medianen Alter von 17
Monaten der Gruppe der Kleinkinder mit Hamangiomen.

Die bFGF Messung im Plasma aller Proben ergab einen Mittelwert von 35,3 pg/ml
(Median: 19 pg/ml). Innerhalb der Altersverteilung zeigten sich die héchsten Werte in der
Gruppe der Neugeborenen mit einem Konzentrationsgefalle zu den S&uglingen bis hin
zu den Kleinkindern. Die hohen bFGF Werte im Plasma bei Neugeborenen wurden auch
in anderen Studien beobachtet [35, 46]. Die gréBte Spannweite der Werte von bFGF im
Plasma zeigte sich in der Gruppe der Sauglinge (Range: 3-95 pg/ml). Vergleiche mit
Daten der Literatur zeigen in der Studie von Pavlakovic et al. bei gesunden Kindern
(Durchschnittsalter: 7 Jahre) einen Mittelwert von bFGF im Serum von 8,3 pg/ml (+/- 9,8)
[65]. In einer anderen Studie mit einer insgesamt jingeren Kontrollgruppe (n=22) von
durchschnittlich 2 Jahren zeigte sich ein Median von 3 pg/ml (Range: 0-7 pg/ml) [86].
Laut Herstellerangeben (R&D) liegt die gemessene Konzentration von bFGF im Serum
unter der Konzentration von bFGF im Plasma. Es wurden in der Literatur keine genauen
Angaben zu bFGF Plasmaspiegeln bei gesunden Kindern gefunden [70]. Der Median bei
gesunden Erwachsenen liegt in einer Arbeit von Komorowski et al bei 11,1 pg/ml (+/-
2,4) [44].

Die Messung von VEGF im Plasma bei der Kontrollgruppe ergab einen Mittelwert von
200,1 pg/ml (Median: 152,5 pg/ml). Bei den Neugeborenen wurden die héchsten VEGF
Konzentrationen gemessen, allerdings war der Median mit 175 pg/ml nicht h6her als bei
den Sauglingen (Median: 177,5 pg/m). Innerhalb der Gruppe der Kleinkindern lag der
Median mit 128 pg/ml im Vergleich etwas tiefer. In der Literatur finden sich Angaben
tber VEGF Plasmakonzentrationen bei élteren gesunden Kinder mit einem Median von
135 pg/ml (+/- 22,8) [94]. In einer anderen Studie mit einer Kontrollgruppe (n=81) von
durchschnittlich 4,8 Jahren lag der Median von VEGF im Plasma bei 66,3 pg/ml (+/-
22,5) [35]. In dieser Arbeit wurden bei gesunden Neugeboren stark erhéhte VEGF Werte
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im Plasma gemessen, die rasch innerhalb der ersten drei Monate nach der Geburt
abfielen und danach auf einem stabilen Plateau blieben. Im Vergleich zu den
Plasmawerten lagen die VEGF Serumkonzentrationen bei gesunden Kindern (Alter 3-
17) in einer Studie aus Essen im Mittel bei 241 +/-47 pg/ml [65]. Hierbei muss allerdings
bedacht werden, dass laut Herstellerangaben (R&D) die im Serum gemessenen VEGF
Serumwerte Uber denen der EDTA-Plasmawerte liegen.

Bei der Geschlechtsverteilung zeigten sich keine signifikanten Unterschiede innerhalb
der Kontrollgruppe bei beiden Faktoren.

Wie die oben beschriecbenen Daten zeigen, ist aufgrund der z.T. deutlichen
Unterschiede eine Festlegung eines ,physiologischen® Konzentrationsbereichs von
VEGF und bFGF bei gesunden Kindern aus dieser Arbeit sowie aus den bisher
verdffentlichten Studien nicht mdglich. Zum Vergleich der Ergebnisse unserer Patienten
mit Hamangiomen dienten daher ausschlieBlich die in dieser Arbeit erhobenen
Konzentrationen der Kontrollgruppe.

IV. 1.2 Hamangiompatienten

Die Messung von bFGF und VEGF im Plasma innerhalb der Hamangiomgruppe zeigte
im Gegensatz zur Kontrollgruppe bei der Altersverteilung keinen Abfall der
Plasmaspiegel bei den alteren Patienten. Die gemessenen Konzentrationen beider
Faktoren bei den zwei Neugeborenen mit Hdmangiomen waren sogar vergleichsweise
niedrig. Der Grund dafir ist unklar, allerdings ist die geringe Fallzahl nicht
aussagekraftig. Innerhalb der Gruppe der Sauglinge zeigte sich eine groBe Spannweite
der Plasmaspiegel von bFGF (Range: 2-212 pg/ml) und VEGF (Range: 15-1604 pg/ml).
Auch bei den Patienten Uber ein Jahr wurden groBe Spiegelunterschiede vor allem von
bFGF gemessen. Zudem lag der Mittelwert dieses Faktors etwas hdher als der der

Sauglingsgruppe.

Der Vergleich der Mittelwerte von bFGF und VEGF im Plasma aller
Hamangiompatienten mit denen der Kontrollgruppe zeigte keinen signifikanten
Unterschied. Das mag darauf zurlickzufihren sein, dass ein groBer Teil der Patienten
zwar wegen Hamangiomen in Behandlung war, die geringe GréBe der Tumoren

allerdings nicht zu einem signifikanten Anstieg der Konzentration von
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Wachstumsfaktoren im Blut flhrte. Eine genauere Differenzierung unter Beachtung der
TumorgréBe und der Wachstumseigenschaft wird weiter unten vorgenommen.

Betrachtet man den Vergleich der Werte zwischen der Kontrollgruppe und der
Hamangiomgruppe innerhalb der Altersverteilung (Tabelle 8), so zeigte sich, dass die
Spiegel von bFGF und VEGF im Plasma der Hamangiompatienten im Mittel sogar unter
denen der Kontrollgruppe lagen. Eine Ausnahme bietet hier der Wert von bFGF bei den
Kleinkindern mit Hamangiomen, der Gber dem der Kontrollgruppe lag. Allerdings zeigte
diese Gruppe auch eine groBe Spannweite der Spiegel mit teilweise sehr niedrigen
Werten (Range: 3-159 pg/ml). Der groBe Unterschied des Mittelwerts beider Faktoren
innerhalb der Neugeborenengruppe ist aufgrund der geringen Fallzahlen kaum zu
beurteilen. Dennoch ist anzumerken, dass bei keiner der Kontrollproben eine so geringe

Konzentration wie bei den zwei Patienten mit Himangiomen gemessen wurde.

IV. 1.3 bFGF/VEGF und TumorgroBe

Wie oben beschrieben lagen die Plasmaspiegel der gemessenen Wachstumsfaktoren
bei der Hamangiomgruppe im Mittel nicht héher als die der Kontrollgruppe. Die
Vermutung, die Konzentrationen der Wachstumsfaktoren bFGF und VEGF seien im
Plasma bei Hdmangiompatienten erhéht nachzuweisen, konnte fir den Gberwiegenden
Teil der Patienten nicht bestatigt werden. Wie aber verhélt es sich bei dem Vergleich der
Hbéhe der Konzentration von bFGF oder VEGF im Plasma mit der jeweiligen
TumorgréBe und dem klinischen Aspekt des Tumors? Es zeigte sich, dass bei Zunahme
der Tumorgr6Be auch eine Erhéhung der Plasmaspiegel beider Faktoren im Plasma
vorlag (Abb. 7. u. 8). Der Vergleich der drei Gruppen mit unterschiedlicher
HamangiomgréBe zeigte bei beiden Faktoren keinen statistisch signifikanten
Unterschied. Hierbei ist der Zeitpunkt der Abnahme zu bericksichtigen, der bei einigen
Patienten mit groBen Hamangiomen in der zweiten Halfte des ersten Lebensjahres oder
spater erfolgte, somit gegen Ende der Proliferationsphase der Hamangiome bzw.
danach.

Bei der Einteilung der Hamangiome nach dem Kklinischen Aspekt als Zeichen der
Progressionstendenz der Hamangiome kam es auch zu einer Zunahme der
Konzentration von bFGF und VEGF, je ausgepragter die Wachstumstendenz der
Tumore war (Tab. 8 u. 9). Bei stark eruptiven, dunkelroten Hadmangiomen (T3) lagen die
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Werte beider Faktoren signifikant héher als bei planen, hellroten oder abblassenden
Tumoren (porce= 0,014; pvegr= 0,03). Bei der ersten Gruppe lag auch eine erhdhte
Wachstumsprogredienz vor. Auch die Ergebnisse der Verlaufsmessungen von mehreren
Proben eines Patienten bestatigen die Korrelation zwischen Proliferationstendenz und
Héhe der Wachstumsfaktoren bei den Patienten mit groBen Hamangiomen. Ein direkter
Zusammenhang zwischen der Hoéhe der Konzentration von bFGF und VEGF
(Kovariation) konnte in dieser Arbeit nicht gefunden werden und wurde in der Literatur
bisher nicht beschrieben.

Somit zeigt sich aus den Ergebnissen, dass sowohl die GréBe der Hamangiome als
auch deren klinischer Aspekt (gleichbedeutend fur die Wachstumsprogredienz) einen
Einfluss auf die Plasmakonzentrationen von bFGF und VEGF haben. Hohe bFGF oder
VEGF Konzentrationen im EDTA-Plasma sind demnach vor allem bei Patienten mit

Hamangiomen >5cm und starker Wachstumstendenz zu erwarten.

Auch bestatigen die Ergebnisse die wichtige Rolle beider Wachstumsfaktoren in der
Pathogenese der Hamangiome.

IV. 1.4 Sekundéare bFGF/VEGF Erhéhung

Sicherlich gibt es aber auch viele sekundére Ursachen, die zu einer Erhéhung von bFGF
und VEGF im Plasma fihren kénnen. In unseren Untersuchungen zeigten
Plasmaproben von Kindern in der akuten Phase von Infekten sowie postinfektiés hohe
bis sehr hohe Spiegel beider Wachstumsfaktoren.

Aber auch bei anderen akuten wie chronischen Allgemeinerkrankungen im Kindesalter
wie zum Beispiel beim Kawasaki-Syndrom [90], bei der juvenilen rheumatoiden Arthritis
[96] oder bei der Mukoviszidose [50] konnten erhdéhte Konzentrationen von

angiogenetischen Faktoren im Plasma/Serum und/oder Urin gemessen werden.

Bei zwei Patienten mit akuter lymphatischer Leukdmie konnten wir stark erhéhte Werte
von bFGF im Plasma messen (Median: 246 pg/ml). Erhéhte Konzentrationen von
angiogenetischen Faktoren im Serum und Urin bei Patienten mit malignen

Bluterkrankungen wurden auch in anderen Arbeiten beschrieben [2, 63, 77].
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Zusammenfassend kann Uber die Messung von bFGF und VEGF im EDTA-Plasma nach
den oben beschriebenen Ergebnissen folgendes gesagt werden:

In allen Proben konnten die Faktoren nachgewiesen werden. Innerhalb des ersten
Lebensjahres zeigten sich groBe interindividuelle Unterschiede in der Héhe der
Konzentrationen sowohl von bFGF als auch von VEGF. Die héchsten Konzentrationen
wurden innerhalb der ersten vier Lebenswochen gemessen. Warum die Konzentrationen
beider Wachstumsfaktoren interindividuell so unterschiedlich waren, ist unklar. Faktoren
wie zum Beispiel akute Infektionen, die sekundar zur Erhéhung der Wachstumsfaktoren

fihren kdnnen, wurden so gut wie méglich ausgeschlossen.

Die Messung von bFGF und VEGF im EDTA-Plasma bei Patienten mit Hamangiomen
ergab im Schnitt vor allem bei kleinen Hdmangiomen keine erhéhten Konzentrationen
beider Faktoren im Vergleich zur Kontrollgruppe. Allerdings konnten bei groBen
und/oder multiplen Hamangiomen mit starker Wachstumstendenz erhdhte
Plasmaspiegel von bFGF und/oder VEGF gemessen werden. Dabei korrelierten die
Konzentrationen sowohl von bFGF als auch von VEGF mit dem klinischen Bild des
Tumors. Somit kann die Messung dieser beiden Faktoren im Plasma zur Beurteilung der
Wachstumsprogredienz eines Hamangioms herangezogen werden. Ob dies allerdings
von klinischem Nutzen ist, kann erst nach weiteren Untersuchungen und der Bewertung
individueller Verlaufe beurteilt werden. Mit Ausnahme der Patientin mit Himangiomatose
wurden alle Patienten nur lokal physikalisch behandelt. Auf die Messung von bFGF und
VEGF im Plasma bei Patienten mit Hamangiomatose wird weiter unten Bezug
genommen. Der Einfluss einer anti-angiogenetischen Therapie mit z.B. Interferon oder
Kortikoiden auf die Plasmakonzentrationen von bFGF oder VEGF konnte somit bei
diesen Patienten nicht beurteilt werden. In der Literatur wird dieser bei einem Teil von
Patienten mit Himangiomen aber beschrieben.

IV.2 bFGF im Urin

Die Uberlegung erscheint sinnvoll, durch Messungen der Wachstumsfaktoren im Urin
von Hamangiompatienten eine mittlere Konzentration Uber einen langeren Zeitraum zu
ermitteln. Die intraindividuellen Schwankungen der bFGF-Werte im Urin von gesunden
Probanden innerhalb weniger Tage liegen laut Literaturangabe um 10% [56] (keine
eigenen Daten). Bei insgesamt 34 Urinproben der Kontrollgruppe lagen nur 12 Proben
Uber der Nachweisgrenze des Assays mit einem Mittelwert von 24,1 ng/g Kreatinin. Wie
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oben beschrieben, stammten 9 positive Proben der Kontrollgruppe von Neugeborenen
(siehe S. 44, Tab. 11). Fir die Kontrollgruppe im Alter zwischen 2 Monaten und 2 Jahren
lag der Mittelwert bei 1,6 ng/g Kreatinin (+/- 4,7). Im Vergleich lag der Mittelwert von
bFGF im Urin bei einem Kontrollkollektiv gesunder Kinder bei einer Arbeit aus Essen bei
1,8 (+/- 8,4) ng/g Kreatinin (n=57; Alter 2-17 Jahre) [65]. Auch hier lagen Uber 80% der
Proben unter der Nachweisgrenze des Immunassays. Die Ergebnisse entsprechen
somit denen dieser Arbeit. Es ist allerdings noch nicht genau geklart, welche Faktoren
die bFGF Werte im Urin beeinflussen kénnen. Bei einem Patienten mit einem
fieberhaften Infekt war die bFGF Konzentration im Urin mit 196 ng/g Kreatinin deutlich
erhoht.

Innerhalb der Gruppe der Hamangiompatienten (ohne Patientin mit Himangiomatose)
konnte nur bei ca. 1/4 aller Proben bFGF im Urin nachgewiesen werden. Der Median
aller Proben lag daher wie bei der Kontrollgruppe bei 0 ng/g Kreatinin. Betrachtet man
den Mittelwert der positiven Patientenproben (n=12), so lag dieser bei 30,4 ng/g
Kreatinin (Median:22,2 ng/g Kreatinin; Strd. Abw: +/- 30,5) und war somit im Vergleich
zu den positiven Kontrollproben deutlich héher. Bei 11 Patienten zeigte sich auch
klinisch eine Wachstumsprogredienz des Hamangioms. Bei einem Patienten befand sich
das Hamangiom klinisch bereits in der Regressionsphase.

Bei der Patientin mit Himangiomatose waren die Urin bFGF Werte (Median: 196 ng/g
Kreatinin) im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéht (p= 0,0001). Die Patientin
wird unter Abschnitt 1V.3 gesondert besprochen.

Bei einigen Patienten konnte zeitgleich sowohl eine Urinprobe als auch eine
Plasmaprobe gewonnen werden. Eine direkte Korrelation zwischen bFGF-
Plasmakonzentration und Urinkonzentration bestand nur bei sehr hohen
Konzentrationen. Bei einigen niedrigen bFGF Werten im Plasma waren die
Urinkonzentrationen nachweisbar und zum Teil auch hoch. Im Gegensatz dazu zeigten
sich bei einigen Patienten mit hohen bFGF Plasmakonzentrationen nicht die zu
erwartenden hohen Urinwerte. Zum Teil lagen diese unter der Nachweisgrenze des

Immunassays.

Zusammenfassend kommt man anhand dieser Befunde zu folgendem Ergebnis: Die
Vermutung, aufgrund der GréBe der Hamangiome und deren Wachstumstendenz
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und/oder einer hohen bFGF Plasmakonzentration Rickschlisse auf die Héhe der bFGF
Urinkonzentration zu ziehen, bestétigte sich nicht. So lagen bei einigen Patienten mit
groBen, proliferativen Hamangiomen die Urinkonzentrationen von bFGF sogar unter der
Nachweisgrenze des Immunassays. War bFGF allerdings im Urin nachweisbar, so
waren die Konzentrationen bei 85% der Patienten im Vergleich zur Kontroligruppe
signifikant erhéht.

IV.3 Hamangiomatose

Gegenlber den oben beschriebenen lokalisierten Formen von Hadmangiomen missen
die schweren systemischen Formen, die sogenannten Hamangiomatosen abgegrenzt
werden. Bei unserer Patientin mit schwerer diffuser neonataler Hamangiomatose lagen
die gemessenen Werte von bFGF und VEGF im Plasma als auch bFGF im Urin deutlich
héher als die der Kontrollgruppe. Es konnte aufgrund ausreichenden Materials ein
interessanter Verlauf dargestellt werden (Abb. 21 u. Abb.22). Dabei scheint die Messung
von bFGF im Urin geringeren Schwankungen zu unterliegen als die Messung im
Plasma. Beide Kurven verlaufen tendenziell ahnlich. Trotz fehlender Vorwerte zeigte
sich ein gleich bleibendes niedriges Niveau der bFGF Konzentration wéhrend der
Interferon-a2a Therapie in den ersten 20 Tagen. Die hohe VEGF Konzentration fiel unter
der Behandlung stark ab. Eine klinische Besserung der Hamangiomatose trat in dieser
Zeit nicht auf, sondern die Anzahl der Hamangiome nahm weiter zu. Auch der
sonographische Befund der Leber zeigte eine deutliche GréBenzunahme der
Hamangiome innerhalb dieser Zeit im Vergleich zum Vorbefund. Daher waren die
niedrigen bFGF und VEGF Werte nicht gleichzusetzen mit einer klinischen Besserung
oder Stillstand der Erkrankung. In den letzten 10 Tagen vor Absetzen von Interferon-a2a
zeigte sich eine Erhéhung der bFGF Werte sowohl im Plasma, als auch im Urin. In
dieser Zeit verschlechterte sich der klinische Zustand der Patientin rasch und es wurden
aufgrund der zunehmenden Shuntflisse mit erheblicher kardiovaskularer Belastung zwei
Embolisationen der AV-Fisteln in der Leber vorgenommen. Ob diese Eingriffe einen
Einfluss auf die Plasmaspiegel der Faktoren hatten oder ob die Erhéhung der
Konzentrationen von bFGF Folge einer erhéhten Krankheitsaktivitat war, ist schwer zu
beurteilen. Zwar zeigte sich nach der ersten Embolisation ein deutlicher Anstieg von
bFGF im Plasma und im Urin, bei der zweiten Embolisation kam es allerdings zu einem
Abfall der bFGF Konzentration. Auch mag die fehlende anti-angiogenetische Wirkung
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von Kortikosteroiden nach Absetzen von Decortin H zu dieser Zeit zu einer Erhéhung
des bFGF-Spiegels geflhrt haben. Ob die Kortikoidtherapie aber Uberhaupt einen
Einfluss auf die Hohe der Konzentration der Wachstumsfaktoren insbesondere von
bFGF bei dieser Patientin hatte, kann aufgrund fehlender Werte vor Beginn der Decortin
H Behandlung nicht beurteilt werden. In der Literatur wurde die Abnahme der bFGF
Konzentration unter Kortikoidtherapie bei einigen Patienten mit Hamangiomen
beschrieben.

Im Rahmen der Messung der VEGF Plasmaspiegel bei der Patientin fallt auf, dass die
Konzentration des Faktors im Zeitraum der Interferon-a2a Therapie stark abfallt. Der
Wert sinkt von 500 pg/ml am ersten Behandlungstag mit Interferon-a2a bis auf unter 50
pg/ml innerhalb der ersten 30 Behandlungstage. Hier zeigt sich vielleicht der hemmende
Einfluss von Interferon-a2a auf die Angiogenese, zumindest im Bereich dieses

Wachstumsfaktors.

Zusammenfassend kann man folgendes Uber die Ergebnisse der bFGF und VEGF
Messung bei der Patientin mit schwerer Hadmangiomatose sagen:

Die bFGF Konzentration in Plasma und Urin waren im Vergleich zur Kontrollgruppe zum
Teil signifikant erhdéht. Auch der VEGF Plasmaspiegel zu Beginn der Messung lag
signifikant hdher. Unter Interferon-a2a Therapie blieben die bFGF Konzentrationen
weitgehend gleich niedrig, wahrend es bei VEGF sogar zu einem deutlichen
Konzentrationsabfall kam. Da es allerdings trotz der niedrigen Spiegel beider Faktoren
unter anti-angiogenetischer Behandlung zu einer Progredienz der Erkrankung mit
Zunahme der Hamangiomzahl kam, muss hinterfragt werden, inwiefern die H6he der
Plasmakonzentration beider Faktoren einen Einfluss auf die lokale Krankheitsaktivitat
bei dieser Patientin hatte. Auch stellt sich die Frage, ob mit einer intensiveren anti-
angiogenetischen Therapie mit héheren Dosen an Interferon-a2a die starke Progredienz
der Erkrankung hatte verhindert bzw. verzdégert werden koénnen. Aufgrund der
wahrscheinlich durch das Medikament bedingten Nebenwirkungen wéahrend der
Behandlung, die auch zum Absetzen des Medikaments geflhrt hatten, kam eine héhere
Dosierung jedoch nicht in Frage.

Insgesamt stellt diese Patientin den schwersten Fall einer diffusen Hamangiomatose mit
letalem Ausgang dar, bei dem auch in der heutigen Medizin noch keine ausreichend
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wirksame Behandlung bekannt ist. Hier mag die anti-angiogenetische Therapie in
Zukunft einen groBen Stellenwert einnehmen (siehe unten).

IV.4 bFGF bzw. VEGF und ihre klinische Bedeutung

Dosquet et al. untersuchten den basischen Fibroblastenwachstumsfaktor im Urin bei
Patienten mit proliferierenden Hdmangiomen und vaskularen Malformationen [17]. Die
Patienten mit vaskuldren Malformationen (n=4) zeigten normale bis niedrige Werte von
bFGF im Urin (0-980 pg/g Kreatinin; Alter 6 Monate bis 25 Jahre). Von 10 Patienten mit
proliferierenden Hamangiomen waren die Werte von bFGF im Urin bei 8 Patienten
erhdht gegentber der Kontrollgruppe (n=18; Median: 0 pg/g Kreatinin; Range: 0-1700).
Bei 6 Patienten fihrten die erhdhten Werte (Median: 18 600 pg/g Kreatinin; Alter 2-11
Monate) zu der Wahl einer anti-angiogenetischen Therapie mit Interferon-a2a nach
erfolgloser Behandlung mit hohen Dosen an Kortison. Die Therapie mit Interferon-a2a
fihrte bei allen Patienten zu einer Abnahme der bFGF Werte im Urin. Stark erhdhte
Werte gegentber der Kontrollgruppe zeigte auch unsere Patientin mit einer diffusen
neonatalen Hamangiomatose. Die Werte lagen im Mittel bei 196500 pg/g Kreatinin
(Strd.Abw: 123000) und waren im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéht. Auch
bei unserer Patientin sanken die bFGF Werte im Urin am Anfang unter der Interferon-
o2a Therapie wie oben und in anderen Studie beschriebenen [10, 17]. Klinisch zeigten
sich aber weiterhin eine klinische Progredienz mit Auftreten neuer Hadmangiome und
Wachstum der schon bestehenden, wie auch schon vorher unter hohen Dosen an
Kortison.

Schweigerer et al. untersuchten bFGF und VEGF im Serum und Urin bei zwei Patienten
mit infantiler Leberhdmangiomatose (IHL) [79]. Da auch bei unserer Patientin
sonographisch multiple Hamangiome in der Leber dargestellt wurden, soll hier ein
Vergleich gezogen werden. Schweigerer stellte fest, dass bei einem der zwei
untersuchten Patienten, bei dem eine medikamentdése Therapie mit Interferon nach
erfolgloser hoher Kortisongabe keine Besserung brachte, die Werte von bFGF im Serum
(>50 pg/ml) und Urin (>400ng/g Kreatinin) initial stark erhéht waren. Dagegen lagen die
VEGF Werte im Serum und Urin niedrig. Bei dem anderen Patienten konnte durch hohe
Kortisongaben innerhalb von 14 Tagen eine klinische Besserung erreicht werden und
die Hamangiome bildeten sich im Laufe der Zeit zurlick. Dieser Patient hatte anfangs
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hohe VEGF Werte im Serum (>1500 pg/ml) und Urin (>1000 ng/g Kreatinin) bei
niedrigen bFGF Werten (<10 pg/ml). Schweigerer et al. vermuteten, dass der
unterschiedliche klinische Verlauf auf verschiedenen molekularen Mechanismen der
Angiogenese in den Hamangiomen basiert, die zu erhdéhten Produktion und
Ausschleusung von jeweils einem der angiogenetischen Stimulatoren bFGF oder VEGF
fihrt. Dies kdnnte bedeuten, dass Patienten mit IHL mit hohen bFGF Werten bei
niedrigen VEGF Werten eine schlechtere Prognose hatten und hier aggressiv
multimodal therapiert werden misste. Dagegen stellen hohe VEGF Werte bei niedrigen
bFGF Werten eine gute Prognose dar, bei der, wie bei dieser Arbeit, eine milde Therapie
ausreichend ware. Unsere Patientin zeigte im Vergleich zur Kontrollgruppe vor Beginn
der Interferontherapie und gegen Ende der Therapie hohe bFGF Werte sowohl im
Plasma (50-98 pg/ml) als auch im Urin (> 300 ng/g Kreatinin) und mittlere bzw. niedrige
VEGF Werte (0-500 pg/ml). Daraus kénnte sich eine eher schlechte Prognose ergeben,
was sich klinisch bestatigte. Trotz Interferontherapie kam es zu keiner Besserung der
Erkrankung. Dass bFGF der Vvielleicht entscheidende Parameter fiir die
Krankheitsprogredienz bei unserer Patientin war, l&sst sich auch dadurch vermuten,
dass trotz des rapiden Absinkens der VEGF Konzentration unter der
Interferonbehandlung es zu keiner klinischen Besserung kam. Die bFGF
Konzentrationen wiederum sanken zwar unter der Therapie anfangs leicht ab, zeigten
aber im weiteren Verlauf keine Veranderung. Hier stellt sich auch die Frage, ob
Interferon-a2a bei Patienten mit Hadmangiomatose Uberhaupt eine klinisch relevante
Wirkung auf bFGF hat bzw. welche Dosierung bei Patienten mit derart starker
Auspragung notwendig ware.

Ob bFGF und VEGF wirklich den oben dargestellien Stellenwert bei der
Verlaufsprognose von Hamangiomatosepatienten einnehmen, missen weitere Studien
mit gréBerer Fallzahl zeigen. Trotzdem kénnen hohe bFGF Urinkonzentrationen fir eine
meist starke Progredienz des Hamangioms und somit fir das Voranschreiten des

Tumors sprechen.

IV.5 Anti-angiogenetische Therapie

Hamangiome stellen je nach Lokalisation in den meisten Fallen ein eher kosmetisches
Problem fUr den Patienten und/oder dessen Eltern dar. Eine medikamentdse Therapie
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steht hier zurzeit, vor allem wegen der mdglichen Nebenwirkungen der Medikamente,
nicht als Alternative zur Verfigung. Allein der Kklinische Verlauf von Hdmangiomen mit
Regression innerhalb einiger Jahre steht hier im Widerspruch zu einer aggressiven
systemischen Therapie. In diesen Fallen kann aber durch eine physikalische
Behandlung zum Beispiel mit dem Neodym:Yag-Laser klinisch eine Besserung erzielt

werden.

Dagegen stellt sich die Situation bei den schnell proliferierenden Hamangiomen im
Bereich von Sinnesorganen (v.a. der Augen) oder mit Beteiligung von inneren Organen
wie z.B. Leber, Hirn wesentlich schwieriger dar. Die Komplikationen kdnnen hier je nach
Lokalisation von einem einseitigem/zweiseitigem Verlust der Sehfahigkeit bis hin zu
lebensbedrohlichen Zustédnden reichen. Hier spielt gerade die Frage nach der
Progression des Tumors eine wichtige Rolle. Die Messung von angiogenetischen
Faktoren wie zum Beispiel bFGF oder VEGF bei diesen Patienten kénnte vielleicht in
Zukunft diese Frage beantworten und auch bei der medikamentésen Behandlung z.B.
mit Kortison oder Inteferon-a2a als Verlaufsparameter dienen. Es muss jedoch betont
werden, dass die momentanen Therapiealternativen gerade bei schweren Verlaufen mit
viszeraler Beteiligung oft keine befriedigenden Erfolge bringen. Dies war auch bei
unserer Patientin der Fall. Gerade hier wird die Frage nach den Mdglichkeiten eine
spezifischen anti-angiogenetischen Therapie laut. Im Bereich der Tumorforschung
laufen dazu schon einige klinische Studien vor allem im Bereich der
Tyrosinkinaseinhibitoren (z.B. SU5416 fir den VEGF2-Rezeptor) und monoklonalen
Antikorper (z.b. Rhu-mab-VEGF) [48, 71, 100]. Inwiefern diese Behandlungsverfahren
allein oder in Kombination mit anderen Medikamenten erfolgreich sein kénnen, wird die
klinische Entwicklung zeigen. Auch die Frage nach den mdglichen Nebenwirkungen
einer solchen Therapie wird auch dann erst beantworten werden kénnen. Insgesamt
erhofft man sich aber aufgrund der hohen Selektivitat auf sich teilende Endothelzellen

geringe Nebenwirkungen.
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Fazit

Nach den Ergebnissen dieser Arbeit kann folgendes Uber die Messung von bFGF und
VEGF im EDTA-Plasma und bFGF im Urin bei Patienten mit Hamangiomen und
Hamangiomatose gesagt werden:

= Bei Sauglingen und Kindern mit kleinen Hamangiomen (<5cm) sind gegenlber
Kindern ohne Hamangiome keine erhéhten bFGF und VEGF Plasmaspiegel zu
erwarten.

= Die Wabhrscheinlichkeit, erhéhte Konzentrationen beider Wachstumsfaktoren im
Plasma von Patienten mit groBen und/oder multiplen Hamangiomen zu messen, ist
hoch.

= GroBe Hamangiome mit starker Wachstumsprogression zeigten signifikant erhéhte
Konzentrationen von bFGF und VEGF im Plasma im Vergleich zur Kontrollgruppe,
als auch zu der Gruppe von Patienten mit Himangiomen in der Stagnations- bzw.
Regressionsphase.

» Es besteht somit eine direkte Korrelation zwischen Gr6Be und Wachstumstendenz
der Hamangiome und der Héhe der bFGF und VEGF Plasmakonzentration. Dies
kann von klinischem Nutzen sein.

» Erhéhte Konzentrationen von bFGF fanden sich im Urin von einzelnen
Hamangiompatienten im Vergleich zur Kontrollgruppe. Allerdings lagen bei 4/5 der
Patienten die Konzentrationen unterhalo des messbaren Bereichs des
Immunassays.

= Ein Patient mit Hdmangiomatose zeigt hohe Konzentrationen von bFGF und/oder
VEGF sowohl im Plasma als auch im Urin.

» Hohe bFGF Plasma- und Urinkonzentrationen haben eventuell eine prognostische
Bedeutung bei der Hamangiomatose und bei viszeralen Hamangiomen und
sprechen fur einen schweren, meist medikamentds schlecht zu beeinflussenden
Verlauf.

= Das Absinken eines Wachstumsfaktors unter anti-angiogenetischer Therapie ist nicht
gleichbedeutend mit einer klinischen Besserung. Besteht klinisch eine Besserung, so
findet man allerdings meist auch einen Rickgang der Wachstumsfaktoren.

= Es muss weiter geprift werden ob die Messung von bFGF und VEGF flr die
Verlaufsbeurteilung einer anti-angiogenetischen Therapie in Einzellfallen von Nutzen
ist.
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- bFGF und VEGF kdnnen bei Beurteilung der Progression von Hamangiomen, der
Therapieentscheidung und der weiteren Verlaufsbeurteilung der Therapie von Nutzen
sein und haben eventuell auch eine prognostische Bedeutung. Fir die klinische
Routinebehandlung sind die bisher vorliegenden Daten der bFGF- und VEGF-
Messungen noch nicht eindeutig nutzbar. Die Entscheidung zur Messung beider
Wachstumsfaktoren sollte vom Hamangiomspezialisten individuell gestellt werden und
ist vor allem abhangig von der daraus resultierenden Konsequenz fir das weitere
Vorgehen. Zur Bestimmung der Faktoren stehen mittlerweile standardisierte Methoden
zur Verflgung, die eine hohe Sensitivitdt und Spezifitait haben. Das ELISA-
Testverfahren ist zurzeit allerdings noch sehr teuer. Welchen Stellenwert die
Bestimmung von Angiogenesefaktoren bei Tumoren einnehmen wird, bleibt abzuwarten.
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V. Zusammenfassung

Thema: Der basic fibroblast growth factor (bFGF) und der vascular endothelial growth
factor (VEGF) sind Wachstumsfaktoren der Familie der Zytokine, die eine wichtige Rolle
in der Angiogenese sowohl in physiologischen, als auch in pathologischen Prozessen
spielen. Bei der Entstehung von kindlichen Hamangiomen wird den beiden
Wachstumsfaktoren aufgrund ihrer starken angiogenetischen Potenz ein hoher
Stellenwert zugesprochen. So konnte gezeigt werden, dass in der Phase des schnellen
Wachstums (Proliferationsphase) der Himangiome erhéhte Konzentrationen von bFGF
und VEGF im Gewebe der Tumoren zu messen sind. Dagegen liegen die
Konzentrationen beider Faktoren in der Ruickbildungsphase der Tumore deutlich
niedriger. In einigen Arbeiten wurde auch von erhéhten Serum- und Urinspiegeln von
bFGF und VEGF berichtet.

In dieser Arbeit wurden die Plasmakonzentrationen von bFGF und VEGF und die
Konzentrationen von bFGF im Urin bei Patienten mit Hamangiomen gemessen. Es
wurde untersucht, ob die Konzentrationen beider Faktoren erhéht sind und ob erhdhte
Spiegel mit den klinischen Parametern korrelieren.

Materialien und Methoden: Unter Verwendung des enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA; Quantikine R&D Systems) wurden die Konzentrationen von VEGF und bFGF im
EDTA-Plasma bei gesunden Sauglingen und Kleinkindern (nprgr=33; nyvegr=44) und bei
Sauglingen und Kleinkindern mit Himangiomen (npegr=81; nyegr=89) gemessen. Zudem
wurde auch die bFGF Konzentration im Urin bei 34 gesunden S&uglingen und
Kleinkindern und bei 67 Sauglingen und Kleinkindern mit Hadmangiomen bestimmt.
Klinische Merkmale wie GroBe und Beschaffenheit der Hamangiome wurden zum
Zeitpunkt der Blutabnahme notiert.

Ergebnisse: Erhdhte Werte von bFGF und VEGF im Plasma wurden bei Patienten mit
grossen Hamangiomen (> 5cm) und hoher Wachstumstendenz gefunden. Die
gemessenen Werte von bFGF im Urin waren im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht
signifikant erhéht. Gerade im Sauglingsalter zeigten sich bei der Kontrollgruppe wie
auch bei der Patientengruppe starke interindividuelle Schwankungen beider Faktoren.
Bei einer Patientin mit Hdmangiomatose lagen die Konzentrationen beider Faktoren
signifikant héher als bei der Kontrollgruppe. Auch die Konzentration von bFGF im Urin
war stark erhdht. Unter der anti-angiogenetischen Therapie mit Interferon-a2a kam es zu
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einem starken Abfall der zu Beginn der Behandlung hohen VEGF Plasmaspiegel. Die
Behandlung zeigte keinen wesentlichen Einfluss auf die hohen bFGF Konzentration im

Plasma und Urin.

Schlussfolgerung: Diese Arbeit zeigt, dass man bei einigen Patienten mit groBen und
proliferierenden Hamangiomen erhdhte Konzentrationen der Angiogenesefaktoren
VEGF und bFGF im Plasma messen kann. Aufgrund der inter- sowie intraindividuellen
Schwankungen der Plasmaspiegel beider Faktoren ist allerdings der klinische Nutzen
zur Verlaufsbeurteilung eingeschrankt. Dennoch mag gerade bei den systemischen
Formen, den Hamangiomatosen, in Zukunft die Messung von Angiogenesefaktoren fir
die Therapiekontrolle einer anti-angiogenetischen Behandlung eine wichtige Rolle
spielen. Ob die Hb6he der Konzentrationen von unterschiedlichen Angiogenesefaktoren
auch Rdckschlisse auf die Pathogenese der Tumoren zuldsst und so zu einer
geeigneten Auswahl der Therapieform flhrt, missen weitere Studien zeigen. In dieser
Arbeit fhrte die Therapie mit Interferon zwar zu einem Abfall der VEGF Konzentration
im Plasma bei einer Patientin mit diffuser neonataler Himangiomatose, es kam aber bei

gleichbleibendem hohem bFGF Plasmaspiegel nicht zu einer klinischen Besserung.

Vor allem im Bereich der Onkologie laufen bereits erste klinische Studien mit anti-
angiogenetischen Medikamenten, deren Ergebnisse abzuwarten bleiben.
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ECM Extrazellularmatrix
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FFP fresh frozen plasma
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VEGF Vascular endothelial growth factor

VEGFR Vascular endothelial growth factor receptor
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