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1. Einleitung

1.1. Sauerstoff und Strahlenwirkung

Bereits zu Beginn der Strahlentherapie wurde von Gottlieb Schwarz die Beobachtung
mitgeteilt, dal durch eine Kompression der Haut wahrend der Bestrahlung die
postradiogene Hautreaktion verringert werden kann (zit. in 143). Diese empirisch
ermittelte relative Radioresistenz der Haut war in der Roéntgentiefentherapie in der
klinischen Routine in den nachsten Jahrzehnten eine Ubliche Praxis- der Tubus hatte so
aufgesetzt zu werden, dall es zu einer erkennbaren Kompression der Haut kam.
Wahrscheinlich war es weder dem Radiotherapeuten noch der Réntgenassistentin dabei
klar, dal} die damit erzeugte Hypoxie in der Haut eine klinische Anwendung der relativen
Radioresistenz des hypoxischen Gewebes darstellt. Quantifiziert wurde die Bedeutung
der Anwesenheit von Sauerstoff fur die Strahlenempfindlichkeit erstmals mit den
inzwischen historischen Versuchen von Gray und Thomlinson (61).

Maligne Tumoren zeichnen sich durch eine ausgepragte Inhomogenitat aus, die durch
zeitliche und regionale Unterschiede der Durchblutung, der Sauerstoffversorgung, des
Saure-Basen-Haushaltes und des zellularen Energiestatus gekennnzeichnet ist (202).
Der Einflu® des Mikromilieus auf das biologische Verhalten der Tumoren einerseits und
auf das Therapieansprechen andererseits ist in den letzten Jahren zunehmend
Gegenstand der klinischen Forschung geworden.

Veranderungen des Mikromilieus kénnen nachhaltig das Behandlungsergebnis
beeinflussen. Das trifft sowohl auf die Therapie mit Chemotherapeutika (14, 192,196) als
auch in einem besonderen Mal3e auf die Anwendung ionisierender Strahlung zu (203).
lonisierende Strahlung schadigt die Zellen letal durch Doppelstrangbriiche der DNA, die
nicht mehr repariert werden kénnen. Die in der Strahlentherapie verwendete locker
ionisierende Strahlung wirkt nur zu einem geringen Anteil Uber einen direkten EinfluR auf
die DNA, der weitaus groRere Effekt der ionisierenden Strahlung ist auf die indirekte
Wirkung Uber die Bildung freier Radikale, die mit der DNA reagieren, zurtickzufiihren. Der
initiale Schaden wird durch Peroxide stabilisiert und fixiert. Fur die Bildung der Peroxide
ist die Anwesenheit von molekularem Sauerstoff im Gewebe erforderlich.

Dieser Zusammenhang ist die Ursache dafir, dal® die Strahlenwirkung locker
ionisierender Strahlung in Anwesenheit von Sauerstoff wesentlich héher ist als unter
hypoxischen oder anoxischen Bedingungen (61). In Zellkulturen wurde der
Sauerstoffverstarkungsfaktor (OER, Oxygen Enhancement Ratio) ermittelt, der mit dem
Faktor 2,8 eine fast 3-fache Radiosensibilitat flr Zellen unter aeroben Bedingungen im

Vergleich zu Zellen unter anaeroben Bedingungen beschreibt.



Die Strahlensensibilitdt von Geweben zeigt bis 10mmHg Sauerstoffpartialdruck einen fast
linearen Anstieg (61, 194, 204), oberhalb einer Grenze von ca. 25mmHg ist durch eine
Anhebung des Sauerstoffpartialdruckes nur noch mit einer geringen Anderung der
Strahlenempfindlichkeit zu rechnen. Aus dem fast linearen Zusammenhang im
hypoxischen Bereich ist bei einer geringen Erhdhung der Sauerstoffkonzentration im
Gewebe, insbesondere im Bereich des Sauerstoffpartialdruckes zwischen <2,5mmHg und
<5mmHg, eine relativ hohe Anderung der Radiosensibilitat zu erwarten.

Aus diesen Uberlegungen ist die Analyse der Sauerstoffversorgung im Tumorgewebe fiir
die Strahlentherapie von besonderem Interesse. Die eingesetzten Strahlenqualitaten von
6 Mev bis 15 MeV-Photonenstrahlung in der Hochvolttherapie und 0,7 MeV des Iridium-
192 in der Kontakttherapie gehdren zu den locker ionisierenden Strahlenqualitaten und

sind in ihrer Wirkung damit sauerstoffabhangig.

Der klinische Nachweis der Abhangigkeit der Strahlenwirkung vom Sauerstoffpartialdruck
war von der Entwicklung klinisch einsetzbarer MelRmethoden abhangig. Erst mit der
Entwicklung der polarographischen Elektroden (47) und der pO,-Histographie stand ein
Verfahren zur Verfigung, dal® sowohl tierexperimentell als auch in klinischen
Untersuchungen reproduzierbare Messungen des Sauerstoffpartialdruckes im Gewebe
erlaubte. Nachteil des Verfahrens ist die Invasivitat der Untersuchung: Es muf® mit der
Nadelelektrode das zu untersuchende Gewebe penetriert werden. Damit ist die
Anwendung des Verfahrens in der Onkologie auf gut zugangliche Tumorarten beschrankt.
Aus diesem Grund liegen die meisten Untersuchungen zum Sauerstoffpartialdruck in
menschlichen Tumoren bei Kopf-Hals-Tumoren (einschlielich der Lymphknoten-
metastasen), Uteruszervixkarzinomen, Mammakarzinomen und bei Weichteilsarkomen
vor (11,18,51,74,98,117,139,185). Die Invasivitat des Verfahrens ist die Ursache fir die
relativ geringe Anzahl an Verodffentlichungen zu Verlaufsmessungen in menschlichen
Tumoren unter der Strahlentherapie (19, 29, 38, 184).

1.2. Das Zervixkarzinom in der Strahlentherapie

Die Strahlentherapie ist in der Behandlung des Uteruszervixkarzinoms eine etablierte
Behandlungsmethode. Bereits 1913 wurden auf dem Gynakologenkongrefld in Halle
erstmalig die Behandlungsergebnisse mit Anwendung von Radium beim Zervixkarzinom
beschrieben. Damit wurde im Prinzip ein Grundstein der Strahlentherapie gelegt. Die
Kontakttherapie wurde mit der Ablésung des Radiums durch Cobalt-60 und Casium-137
modifiziert, die Grundsatze der Low-dose-Therapie veranderten sich durch den Einsatz

der kinstlichen Nuklide nicht.



Ein markanter Einschnitt in der Strahlentherapie war der Beginn der Hochvolttherapie-Ara
in den 60-iger Jahren, ein weiterer die Ablésung der Low-dose-Brachytherapie (LDR)
durch das High-dose-rate-Afterloading (HDR) mit Iridium-192. Diese Form der
ferngesteuerten Kontakttherapie wurde in Deutschland 1973 durch Rotte in Wirzburg
(161) und 1974 durch Glaser in Halle (57) etabliert.

Die Optimierung der Fraktionierung und der Dosierung des HDR-Verfahrens erfolgte
damals in einer sehr aufwendigen und sorgfaltigen Untersuchung, an der auch der
Verfasser beteiligt war (57). Die damals begriindeten Dosismodifikationen bestimmen
nach wie vor das Grundkonzept in der primaren Strahlentherapie des Zervixkarzinoms in
unserer Klinik, auch wenn durch die technische Entwicklung in der Hochvolttherapie und
den Ersatz der perkutanen Hochvoltbestrahlung mit Kobalt-60 durch hochenergetische

Photonenbestrahlung Anpassungen erfolgt sind.

Trotz verbesserter technischer Behandlungsmdglichkeiten haben sich in den letzten
Jahren die Therapieergebnisse nicht wesentlich gebessert. Sicher hat es durch die
EinfGhrung der Hochvolttherapie, CT-gestltzten Bestrahlungsplanung und individuelleren
Bestrahlungsmdglichkeiten durch den Einsatz der Remote-Afterloading-Technik in der
Kontakttherapie einen Qualitatssprung in der Behandlungstechnik gegeben. Bei kritischer
Betrachtung haben die verbesserten Bestrahlungstechniken weniger
Behandlungskomplikationen durch eine Schonung der gesunden Tumorumgebung und
damit eine bessere Lebensqualitat fir die geheilten Patientinnen erbracht, eine héhere
Tumorsensibilitat ist durch eine verbesserte Behandlungstechnik nicht unbedingt zu
erwarten. Es mussen fur den Erfolg der lokalen Strahlentherapie auf der einen Seite und
fur das aggressivere Tumorwachstum mit hoher Metastasierungsfrequenz auf der
anderen Seite biologische Besonderheiten eine Rolle spielen, die bis jetzt nur in Ansatzen

bekannt sind.

Uteruszervixkarzinome gehdren in Bezug auf Sauerstoffversorgung,
Gefalkdichtebestimmung und  pathophysiologische @ Besonderheiten zu  den
bestuntersuchten Karzinomen. Zervixkarzinome kdnnen bereits in ihren Frihformen durch
die Besonderheiten der pathologischen GefaRstrukturen in Vorsorgeuntersuchungen
(Kolposkopie) erkannt werden (41). In einer Zeit, in der andere Verfahren noch nicht zur
Verfigung standen, war die Kolposkopie das Standardverfahren der Karzinom-
Fraherkennung. Zervixkarzinome sind anatomisch gut zugéanglich und damit sowohl bei
der Primaruntersuchung als auch im Therapieverlauf mit einfachen klinischen
Untersuchungstechniken zuverlassig zu beurteilen. Zervixkarzinome besitzen keine

Nerven. Es sind damit sowohl die Probeentnahmen von Tumorgewebe als auch die



invasiven Sauerstoffmessungen im Primartumor ohne wesentliche Beeintrachtigungen fur
die Patientinnen mdglich und es kénnen Wiederholungsuntersuchungen durchgefuhrt
werden. Nicht zuletzt gehoren Uteruszervixkarzinome zu den soliden Karzinomen mit den
besten Therapieresultaten nach alleiniger Strahlentherapie. Die Langzeitergebnisse sind
nach primarer Strahlentherapie in Frihstadien mit denen operativer Verfahren
vergleichbar, in fortgeschrittenen Stadien zeigt die primare Strahlentherapie bessere
Heilungsergebnisse (5). Damit eignen sich Zervixkarzinome in besonderem Malde fir die
Suche nach Prognosefaktoren fiir die Therapieergebnisse und Uberlebensbeobachtung in

der Radioonkologie.

1.3. Tumorhypoxie und Tumorvaskularisation bei fortgeschrittenen
Uteruszervixkarzinomen
Die klinischen Ergebnisse nach primarer Strahlentherapie beim Zervixkarzinom sind
abhangig vom Oxygenierungsstatus des Tumors. Prognosebestimmmend ist der
hypoxische Tumoranteil, der letzten Endes fur die Radioresistenz verantwortlich ist. Die
bisherigen Daten bestatigen den Einflull der Sauerstoffversorgung des Tumors als
Prognoseparameter, insbesondere die Bedeutung der Tumorhypoxie fir die
Radioresistenz (19, 52, 75, 187,188).
Sparliche und widersprichliche Ergebnisse wurden bisher zum Einflul der Oxygenierung
im Verlauf der Strahlentherapie auf das Behandlungsresultat veréffentlicht (29,51,184).
Ebenso unklar ist die Datenlage zum Zusammenhang zwischen Tumoroxygenierung und
Hamoglobinkonzentration (12, 91, 92).
Die Abhangigkeit der Radiosensibilitat vom Oxygenierungsstatus am Beispiel des primar
strahlentherapierten Uteruszervixkarzinoms ist ein Schwerpunkt der vorliegenden

Untersuchung.

Das Tumorwachstum ist abhangig von einer Anbindung an das Gefallsystem des
umgebenden Normalgewebes und bendtigt eine eigene Vaskularisation. Nicht nur die
Sauerstoffzufuhr ist auf dieses Gefalisystem angewiesen, auch der Antransport von
Nahrstoffen (Glucose) und die Entsorgung von Stoffwechselprodukten benétigt eine
funktionierende Mikrozirkulation. Nicht zuletzt entscheidet die Verbindung der
Tumorgefalde mit den Gefallen der Umgebung Uber die Potenz zur Absiedlung von
Tumorzellen aus dem Gewebeverband und damit Uber die Moglichkeit der
Metastasierung. Damit ist die Tumorvaskularisation Voraussetzung flr das maligne

Wachstumspotential von bdsartigen Tumoren (202).
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Maligne Geschwiilste unterscheiden sich vom umgebenden Normalgewebe nicht nur in
ihrer histopathologischen Darstellung. Genetische und pathophysiologische Kriterien
bestimmen bei Tumoren das unkontrollierte Zellwachstum. Eine Folge dieses
ungezlgelten Wachstums ist ein relatives Miverhaltnis zwischen Tumorgewebe und der
Bildung von ausreichenden Gefalstrukturen. Die im Tumor initiierte Neoangiogenese ist
in ihrer Struktur ungeordnet, es bilden sich chaotische Gefafstrukturen mit Arealen einer
scheinbaren Uberversorgung neben Arealen mit einer Unterversorgung an GefaRen
heraus. In Tumoren fehlt die typische hierarchische Gefalstruktur. Neben dieser
unterschiedlichen Gefalldichte in Tumoren weisen TumorgefalRe in ihrer Struktur
Besonderheiten auf: Tumorgefalte verlaufen im Gewebe geschlangelt, kénnen blind
enden, weisen arterio-vendse Shunts auf oder sind entgegen dem Blutflul gerichtet. Den
GefalRwanden fehlen die glattmuskularen Elemente, so dal} sie nicht auf physiologische
Reize aktiv reagieren koénnen. Die Endothelauskleidung ist llickenhaft (7,16, 41,
69,119,188, 204). Tumorgefalte erweisen sich auf grund ihrer Besonderheiten als
funktionell minderwertig.

Mit dem Verlust des Reaktionsvermdgens auf ein verandertes Mikromilieu ist eine
unzureichende aktive BlutfluRregulation bei verandertem pH oder bei zunehmender
Gewebehypoxie verbunden (175). Die chaotische Gefalistruktur in Tumoren kann einen
Steel-Effekt mit vermehrtem Sauerstoffverbrauch und einem ansteigenden pH im Gewebe
zur Folge haben. Tumorzellen haben sich an dieses veranderte Mikromilieu in ihrem
Stoffwechsel angepaldt. Seit Warburg ist bekannt, da® in Tumorzellen nur ein Teil des
Stoffwechsels Uber den Zitratzyklus ablauft. Adaptativ kbnnen Tumorzellen ihre Energie
auch unter den Bedingungen des Sauerstoffmangels Uber anaerobe Glykolyse gewinnen
(204, 207). Ein Hinweis fur den gestorten Glucosemetabolismus in Tumoren ist der
Nachweis hoher Lactat-Konzentrationen in malignen Tumoren (171, 207).

Eine Reaktionsmaoglichkeit auf den Sauerstoffmangel sowohl im Normalgewebe als auch
im Tumorgewebe kann die Induktion von vermehrter Gefalibildung sein. Unter den
Bedingungen der Gewebehypoxie koénnen Zellen mit der Ausschittung
gefalinduzierender Faktoren reagieren. Diese Angiogenese induzierenden Zytokine
(Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF) werden unter hypoxischen Bedingungen im
Tumor zu einer Zunahme der chaotischen Gefalibildung beitragen mit der Folge einer
weiteren Zunahme der Hypoxie. Der Prozel3, der im Normalgewebe physiologisch sinnvoll
ist, verkehrt sich im Tumor in das Gegenteil und flihrt in einen Circulus vitiosus. Aus
zahlreichen Untersuchungen (26,28,44,69,81,118,156,167) ist bekannt, dal3 Patientinnen
mit gefalRdichten Zervixkarzinomen eine ungunstigere Prognose haben als Patientinnen
mit weniger gefafddichten Tumoren. Unklar ist der Zusammenhang zwischen Gefaldichte

im Tumor und Sauerstoffpartialdruck. Untersuchungen zur Bedeutung des Blutflusses
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mittels Doppler-Sonographie und dynamischen MRT bestatigen die Bedeutung eines

funktionierenden Gefallsystems fiir die Prognose (41,69,126,151).

1.4. Bedeutung der Tumoranamie

Inwieweit die Abnahme der Sauerstoffkonzentration im Blut, d. h. eine Anamie, den Effekt
auf die GefaRinduktion verstarkt, ist bis jetzt unklar. Gesichert ist, dal} anamische
Tumorpatientinnen eine unglnstigere Prognose in Bezug auf das Uberleben (89,123)
haben als nichtandmische Patientinnen. In einer grolRen Metaanalyse von Overgaard
(143) stehen 29 Studien mit 12.500 Patienten, bei denen ein EinfluR des Hamoglobins auf
den Effekt der Radiotherapie gefunden wurde, 4 Studien mit 1200 Patienten ohne Effekt
einer Anamie auf das Behandlungsresultat gegentiber.

Die Anamie bei Patientinnen mit Uteruszervixkarzinomen kann sowohl als akute Anamie
Uber eine pldtzliche Tumorblutung als auch als chronische Tumoranamie auffallig werden.
Tumore haben Uber die Induktion von proinflammatorischen Zytokinen (50, 85) einen
Einflul auf die Erythropoietin-Wirkung und verhindern eine Ausreifung der Erythroblasten.
Es ist zu fragen, ob diese tumorspezifische Andmie Uber die Verschlechterung der
Tumoroxygenierung einen negativen EinfluR sowohl auf das lokale Resultat der
Strahlentherapie als auch- Uber einen EinfluR auf die Angiogenese- auf das
Metastasierungsverhalten und damit auf den malignen Phanotyp des Karzinoms haben
kann.

Die Bedeutung der pratherapeutischen Hamoglobinkonzentration auf das
Therapieergebnis bei primar bestrahlten Karzinomen ist seit vielen Jahren bekannt (23,
43, 55, 59, 72, 98, 113,169). Aber nicht nur der Ausgangswert des Hamoglobins hat
einen EinfluR auf das klinische Behandlungsresultat, auch die Veranderung der
Hamoglobinkonzentration unter der Strahlentherapie ist ein Prognoseparameter (55, 59,
113). Unklar ist der Wirkungsmechanismus: Sprechen Karzinome besser auf eine
Strahlentherapie an, weil die Hamoglobinkonzentration hoch ist oder ist die Anamie als
Paraneoplasie ein Symptom eines hochmalignen Tumors? Aus diesem Grund wurde die
Anamie und der mdgliche Zusammenhang zwischen Hamoglobin und

Tumoroxygenierung in die Untersuchung eingeschlossen.

1.5. Proliferation und Regulation der Proliferation bei Zervixkarzinomen

Die Tumorproliferation als ein Hinweis flir das maligne Wachstumspotential eines
Karzinoms ist in der Bedeutung als Prognoseparameter fir Zervixkarzinome in der

Literatur unterschiedlich bewertet (101,131). Karzinome mit einem hohen Anteil an
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schnellproliferierenden Zellen sollen eine ungunstigere Prognose haben als solche mit
langsam proliferierenden (198,199).

Ebenso verschieden bewertet wird der Einflu® der Ploidie. Diploide Karzinome sollen eine
bessere Prognose haben als aneuploide Karzinome (131). Unklar ist, ob es unter
hypoxischen Bedingungen zu einer Zunahme eines aneuploiden Tumoranteils kommit.
Der EinfluR der Tumoroxygenierung auf das Proliferationsverhalten bei Zervixkarzinomen
ist nur bei Cooper et al. (28) beschrieben.

Mit der Flulizytometrie steht ein einfach zu handhabendes Verfahren zur Bestimmung des
DNA-Index und des S-Phasenanteils als Proliferationsmarker sowie fir die Bestimmung
der Ploidie zur Verfugung (9). Als zusatzlicher Marker fir das Proliferationsverhalten
konnte immunhistologisch Kl-67 bestimmt werden. Der Zusammenhang Proliferation-
Sauerstoffversorgung war ein weiterer Gegenstand der Untersuchung.

Im Vergleich zu anderen soliden Karzinomen weisen Zervixkarzinome eine weitere
Besonderheit auf: Sie sind in einem hohen Malie wahrscheinlich virusinduziert. Durch
eine Infektion mit Papilloma-Viren kommt es bei Zervixkarzinomen zu einer Beeinflussung
der Wirksamkeit des Tumorsupressorgens P53 (82).

P53" hat als "Wéchter des Genoms" in der Zellzyklusregulation vielféltige Aufgaben. Beim
Verlust von P53 kann das Apoptose-Programm nicht mehr ordnungsgemaf ablaufen, d.h.
es konnen weder DNA-Schaden repariert noch Tumorzellen mit geschadigter DNA
eliminiert werden (2,17, 54, 58,170).

Die kausale Beziehung zwischen einer Infektion mit den humanen Papillomaviren HPV16
und HPV18 und der Entwicklung von Uteruszervixkarzinomen ist gesichert (168). HPV16
kodiert das E6-Protein, bindet das zellulare Tumorsuppressorprotein P53 und bewirkt
seine Degradation. HPV18 inaktiviert auf dem gleichen Wege Uber das Protein E7 das
Retinoblastom-Tumorsuppressorprotein  Rb. In  Zervixkarzinomen ist Wildtyp-P53
nachweisbar, wobei aber die Degradation und Inaktivierung durch E6 funktionell einer
Mutation gleichzusetzen ist (177,183,190). Dem beschleunigten Abbau des Protein-E6-
Wildtyp-P53-Komplexes stehen Untersuchungen gegeniber (1, 94, 97,134,150), die
nachweisen, dafl} unter hypoxischen Bedingungen die P53-Degradation durch E6 Uber
das MDM2-Protein behindert ist und dal sich trotz der HPV16-Infektion eine P53-
Uberexpression nachweisen laRt. Zu den Faktoren, die eine Expression von P53
aktivieren und damit eine Apoptose ausldsen, gehdrt die zellulare Hypoxie. Nach Giaccia
et al. (54) und Graeber et al. (58) sollen beim Vorliegen einer Hypoxie diejenigen Zellen
im Tumor selektioniert werden, die ein defektes P53-Protein besitzen. Diese Zellen

verlieren die Apoptosefahigkeit (200, 213). Die Frage, ob Hypoxie im Tumorgewebe

' Die Schreibweise fiir Tumorgene und kodierte Proteine folgt den Empfehlungen des "Genetic
Nomenclature Guide", zit. in: Christoph Wagener: Molekulare Onkologie: Georg Thieme Verlag
Stuttgart 1999
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verbunden ist mit dem Nachweis einer erhéhten P53-Expression und inwieweit eine P53-
Uberexpression einen Einfluss auf den Effekt der Strahlentherapie beim primar
strahlentherapeutisch behandelten Uteruszervixkarzinom hat, war ebenfalls Gegenstand
der vorliegenden Untersuchung.

Als ein "Gegenspieler" vom P53-Gen ist das BCL2-Gen anzusehen, da es die
Apoptoseinduktion hemmen oder vermindern kann. Ob die beiden Tumorsupressorgene
P53 und BCL2 einen Einflull auf die Wirksamkeit einer Strahlentherapie und damit auf
das Kklinische Behandlungsresultat haben, wird in der Literatur sehr unterschiedlich
bewertet (3, 67,127,150,155, 206). In der vorliegenden Untersuchung wurde die
immunhistochemische Untersuchung der von P53 und BCL2 kodierten Proteine P53

und BCL2 eingeschlossen.

1.6. Additive Behandlung mit Interferon-alpha-2a und 13-cis-Retinsaure

In-vivo- und in-vitro-Versuche haben den hemmenden Effekt von Interferon-alpha-2a
(IFN) und 13-cis-Retinsaure (cRA) auf das Tumorwachstum bewiesen (80). Neben einer
antiproliferativen und einer antiangiogenen Wirkung besitzen Interferone eine antivirale
Wirkung. Die Wirkung erfolgt Uber die Hemmung der Synthese viraler Proteine. Auf den
Zusammenhang zwischen der Entwicklung von Zervixkarzinomen und einer Infektion mit
humanen Papilloma-Viren wurde bereits hingewiesen. Die Uberpriifung der Wirksamkeit
eines antiviralen Medikaments auf ein moglicherweise virusinduziertes Karzinom erschien
sinnvoll, zumal Interferon-alpha-2a als rekombinantes Praparat auch zur Verfigung steht.
Als Therapiekombination schien eine Kombination von Interferon-alpha-2a und 13-cis-
Retinsaure  eine erfolgversprechende Option. Die 13-cis-Retinsaure hat sich in
Zellkulturen als ein besonders wirksames Isomere der Vitamin-A-Saure erwiesen. Die
Retinoide als Vitamin-A-Derivate greifen in die Proliferation und Differenzierung
menschlicher Zellen ein. Sie bewirken eine De-Entdifferenzierung praneoplastisch
veranderter Zellen. Unter der Therapie mit Retinoiden konnte die Rickbildung kutaner
Prakanzerosen und auch von zervikalen Dysplasien beobachtet werden (79, 80, 95).

Die Behandlung fortgeschrittener Uteruszervixkarzinome mit einer Kombination von
IFN/cRA wurde erstmals von Lippman (112) und Kavanagh (90) beschrieben. Diese
Behandlung bewirkte in einem Teil der Falle eine Rickbildung der gro3en Tumore bis
zur Operationsfahigkeit. Allerdings hielt bei den nichtoperierten Patientinnen der
Therapieeffekt nur Gber wenige Monate bis zum erneuten Progrel an.

In einer Phase-2-Studie, an der unsere Klinik in der Studienleitung beteiligt war, sollte
diese Behandlung in Kombination mit einer typischen kurativen Strahlentherapie auf die

Vertraglichkeit getestet werden, in einer anschlieRenden’Phase-3-Studie der Vergleich mit
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einer alleinigen Strahlentherapie auf das klinische Behandlungsergebnis randomisiert
gepruft werden.

Aus der Klinik flr Strahlentherapie wurde eine hohe Patientenzahl in diese beiden
Studien eingeschlossen. Die Behandlungsresultate der Studien werden unter der

besonderen Bericksichtigung der Sauerstoffmessungen im Tumor dargestellt.

1.7. Ziel der Untersuchung

In der vorgelegten Arbeit wurde der EinfluR der Sauerstoffkonzentration im Tumor als
Prognosefaktor sowohl in pratherapeutischen Messungen als auch im Verlauf der
Strahlentherapie bei Patientinnen mit primar bestrahlten Uteruszervixkarzinomen
untersucht. Insbesondere sollte analysiert werden, inwieweit sich unter der
Strahlentherapie der Oxygenierungsstatus im Tumor anderte und ob sich daraus
prognostische Aussagen ableiten lassen.

Neben den Messungen zur Tumoroxygenierung im Verlauf der Therapie sollte weiterhin
untersucht werden, ob mdgliche Zusammenhange zwischen Tumorhypoxie und Anamie,
Tumorhypoxie und Tumorangiogenese sowie Tumorhypoxie und Proliferation bestanden.
Ein weiterer Aspekt war die Bestimmung des P53-Status und die Frage nach Zusammen-
hangen zwischen Expressionshohe von P53 und der Tumorhypoxie sowie der
Bestimmung von BCL2 im Tumorgewebe.

Als Angiogeneseparameter wurde der Vascular Endothelial Growth Factor im Serum von
Patientinnen mit Uteruszervixkarzinomen und der EinfluR der Anamie auf die
Expressionshodhe untersucht. Weiterhin sollten Zusammenhange zwischen Tumorhypoxie

und Gefaldichte in Tumorbioptaten bestimmt werden.

Alle Untersuchungen erfolgten unter dem Aspekt der klinischen Relevanz und des

klinischen Therapieerfolges, d.h. des Uberlebens fiir die untersuchten Patientinnen.

Letzten Endes wurden die Untersuchungen durchgefihrt, um Zusammenhange zwischen
Tumorbiologie und Radioresistenz zu klaren und auf dieser Basis Hypothesen flr eine

Weiterentwicklung bestehender Therapiekonzepte zu formulieren.
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2. Material und Methode

21. Patientengut
2.1.1. Altersverteilung

Die Untersuchungen zum Oxygenierungsverhalten erfolgten an 87 Patientinnen mit
inoperablen Uteruszervixkarzinomen, die vom Marz 1995 bis September 1999 in der
Klinik fur Strahlentherapie der Martin-Luther-Universitat Halle primar bestrahlt wurden.
Alle Patientinnen erhielten eine kurative Behandlung, die geplante Therapie konnte in
jedem Fall ohne Einschrankung oder Therapieanderung durchgefiihrt werden.

Das Durchschnittsalter aller Patientinnen lag bei 58,6 Jahren (34-80 Jahre). Die

Verteilung der Altersgruppen ist in der Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1:  Altersgruppen der Patientinnen

Alter Anzahl Prozent
<40 Jahre 10 11,5
40- 50 Jahre 14 16,1
50- 60 Jahre 22 25,3
60- 70 Jahre 24 27,6
>70 Jahre 17 19,5
Gesamt 87 100,0

Es Uberwogen die Patientinnen im fortgeschrittenen Alter. Der Altersgipfel lag bei den
Patientinnen zwischen 60 und 70 Jahren. Insgesamt waren 41 Patientinnen (47,1%)
alter als 60 Jahre. Erwadhnenswert ist, dall 4 Patientinnen unter 35 Jahre und 5

Patientinnen tGber 75 Jahre alt waren.
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2.1.2. EinschluBkriterien und Befundbeurteilung

Voraussetzung, um in die vorliegende prospektive Untersuchung einbezogen zu werden,

waren folgende Bedingungen:

1. Sowohl vom Allgemeinzustand der Patientin als auch von der Tumorausdehnung war

ein kurativer Therapieansatz moglich.

2. Als Kklinische Untersuchungen lagen vor: Kklinischer Status, gynakologischer
Untersuchungsbefund, histologischer Tumornachweis, Thoraxréntgen,
Computertomogramm des Ganzabdomens (Ausschlull paraaortaler Metastasen,
Beurteilung der Nierenfunktion und Harnableitung, Tumorausdehnung im kleinen

Becken), Laborstatus.

3. Es handelte sich um ein Plattenepithelkarzinom der Zervix uteri.

4. Die Grole des Karzinoms lied eine Probenentnahme von Tumorgewebe zur
histologischen Bearbeitung sowie eine Sauerstoffmessung im Tumor zu, ohne dal} fir
die Patientin groRere Beschwerden zu erwarten waren. Daher wurden vor allem

exophytisch wachsende Karzinome bevorzugt in die Untersuchung eingeschlossen.

5. Die Patientin mufite ihr Einverstandnis fur diese Untersuchungen geben.

Ausgeschlossen wurden Karzinome im Stadium IA und IB, da bei diesen kleinen Tumoren
eine ausreichende Gewebeentnahme nicht méglich war und bei der Sauerstoffmessung
u.U. Normalgewebe mit erfal3t werden konnte. Weiterhin wurden Adenokarzinome nicht
eingeschlossen. Ein weiteres Ausschlul3kriterium war die anatomisch bedingte
Unmoglichkeit, die Untersuchungen durchzufiihren, wie z.B. extrem enge Verhaltnisse
oder endomurales sowie szirrhotisches Tumorwachstum. Als letzte AusschluRkriterien
sind die fehlende Compliance oder Verweigerung der Untersuchungen durch die Patientin

ZU nennen.

Alle Patientinnen der Studie wurden in der eigenen Nachsorgeambulanz regelmaRig
nachuntersucht. Konnten die Patientinnen aus verschiedenen Grinden die
Nachuntersuchungstermine nicht wahrnehmen, erfolgte die Befundnachfrage Uber den
behandelnden Gynakologen. Von den 87 Patientinnen ist keine ohne Nachbetreuung als
,verschollen“ in der Statistik zu filhren. Der Krankheitsverlauf und das Schicksal der

Patientinnen ist in den kliniksinternen Unterlagen dokumentiert.
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Endpunkt fur die vorgelegte Auswertung der Daten der von Marz 1995 bis September
1999 behandelten Patientinnen war der 31. Dezember 2000. Die Uberlebenskurven
wurden nach Kaplan-Meier ausgehend vom Behandlungsbeginn gerechnet. Zur
Beurteilung der Therapieergebnisse wurde das tumorspezifische Uberleben 3 Jahre nach
Therapiebeginn herangezogen. Weiterhin erfolgte die Analyse des ereignisfreien
Uberlebens insgesamt und getrennt nach lokalem Therapieversagen und eingetretener

Fernmetastasierung.
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2.1.3. Stadienverteilung und histologische Befunde

Die Beurteilung des Tumorstadiums erfolgte sowohl klinisch als auch mit bildgebenden

Verfahren. In allen Fallen lag ein Computertomogramm vor; eine
Magnetresonanztomographie war im Behandlungszeitraum noch nicht routinemaRig
moglich. Die Beurteilung der Tumorausdehnung war vom Uberweisenden Gynakologen
mitgeteilt worden und wurde in der Erstuntersuchung nochmals durch den behandelnden
Radiotherapeuten Uberpriift. Die Klassifizierung der Tumorstadien erfolgte nach dem
FIGO-System, da keine Probelaparotomien oder laparoskopisches Lymphknotensampling
durchgefluihrt worden waren. In der Tabelle 2 ist die Stadienverteilung fir die 87

Patientinnen dargestellt.

Stadienverteilung der 87 Patientinnen

Stadium | Anzahl Prozent
(FIGO)
1B 19 21,8
B 59 67,8
IVA 9 10,3
Gesamt 87 100,0

Es Uberwogen die fortgeschrittenen Karzinome, ca. 80% aller Patientinnen wiesen auf
Grund der Tumorausdehnung ein inoperables Karzinom auf. Bei den 19 Patientinnen im
Stadium IIB war entweder eine internistische Inoperabilitat gegeben oder der Befund lag
Grenze zum Stadium [lIB. Im Differenzierungsgrad

an der Uberwogen die

undifferenzierten Karzinome (Tabelle 3).

Ubersicht tber das histologische Grading

Grading | Anzahl | Prozent
1 1 1,1
2 42 48,3
3 44 50,6
Gesamt 87 100,0
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2.2. Strahlentherapie
2.2.1. Bestrahlungsplanung und Zielvolumen

Alle Patientinnen wurden unter kurativer Zielsetzung bestrahlt, wobei zwischen den
Stadien 1IB und IlIB n. FIGO kein Unterschied bezliglich der Therapie gemacht wurde,
lediglich das Stadium IVA wurde modifiziert behandelt. Prinzipieller Bestandteil der
Bestrahlung war eine Kombination aus Hochvolt-Therapie und lokaler Kontakttherapie.
Das Planungszielvolumen flir die perkutane Therapie umfafite den Primartumor sowie die
regionalen LymphabfluBwege mit einem Sicherheitsabstand von mindestens 1,5cm.

Als regionare LymphabfluBwege missen beim Uteruszervixkarzinom der parametrane
Bereich, die Lnn.iliac.interni und Lnn.iliac.externi, die Lnn. obturatoriae sowie die
Lnn.iliac.communes in das Bestrahlungsgebiet einbezogen werden.

Die Hochvolttherapie erfolgte bei allen Patientinnen mit 15 MeV-Photonen am
Linearbeschleuniger (KD2 der Fa.Siemens) Uber 2 individuell geplante opponierende
Felder unter Ausblockung von Ecken im Bereich der oberen lateralen Feldgrenzen, um
eine gewisse Schonung des Dinndarms in diesem Bereich zu erzielen. Obere Feldgrenze
war der Zwischenwirbelraum L4/L5, die seitlichen Feldgrenzen wurden 1,5 cm seitlich der
Linea terminalis eingestellt. Nach caudal wurde die untere Feldgrenze mindestens in
Hohe der Symphysenmitte festgelegt, wobei die Obturatoriécher mit in das
Bestrahlungsfeld einbezogen wurden. Lag eine Infiltration der Scheide vor, verlangerten
sich die kaudalen Feldgrenzen nach unten und lagen mindestens 2 cm unterhalb der
Tumorinfiltration. Dabei sollte nach Mdglichkeit der Introitus vaginae geschont werden.
Mit dieser Bestrahlungstechnik waren die Region der Lnn.iliacae internae und externae,
die Lnn. communes und auch- als Fortsetzung der Externa-Lymphknoten- die medial
gelegenen tiefen Lnn.inguinales erfalit.

Konnte der Uterus flr eine Kontakttherapie sondiert werden, wurde zur Verringerung der
Strahlenbelastung an Blase und Darm nach 19,8 Gy ein standardisierter Mittelblock
gesetzt, der so gestaltet war, dald in Patientenmitte eine Feldbreite von 4cm bis zur
Promontoriumshdhe ausgeblockt wurde. Die 4 cm ergeben sich aus der Dosierung der
Kontakttherapie auf den Punkt A, der jeweils 2cm lateral der Mittellinie und 2 cm oberhalb
der Portioebene per definitionem zu finden ist.

Als Kontakttherapieverfahren verwendeten wir ein High-Dose-Rate-Afterloadingverfahren
mit Iridium-192 (Selectron der Fa. Nucletron). Als Applikator kam ausschlief3lich eine
einfache mittelstdndige Sonde mit Vaginalrohr zur Fixation zur Anwendung, eine Stift-
Ring-Applikation wurde nicht verwendet. Vor jeder Applikation wurde die
Uterussondenlange Uberprift. Der Quellenweg war in der Regel mit der Sondenlange
identisch. Eine Mitbestrahlung der Scheide mittels Kontakttherapie ist in der vorliegenden

Untersuchung nicht erforderlich gewesen.
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Der Quellenvorschub wurde auf 5 mm festgelegt. Bei einer Sondenlangen bis 70mm
wurde der Quellenweg nicht gewichtet. Bei langeren Sonden erfolgte eine Wichtung des
Quellenweges in der Form, dal® im Uteruszervixbereich auf 7 Haltepositionen mit
doppelten Standpositionen bestrahlt wurde. Durch diese Wichtung konnte eine
Uberdosierung insbesondere im Bereich des Blasenbodens verringert werden. In der
Regel kam eine maRig gebogene 20°-Intrauterinsonde zum Einsatz, nur bei starr
anteflektiertem und fixierten Uterus mufite auf die starker gekrimmte 40°-Sonde
ausgewichen werden. Alle Behandlungen wurden ohne allgemeine oder lokale Anasthesie
appliziert.

Die Strahlenbelastung der kritischen Organe Blase und Darm konnte bei den meisten
Afterloading-Behandlungen durch eine Blasen- und Rektum-Messung mittels
lonisationskammern (AM6, PTW Freiburg) Gberwacht und dokumentiert werden.
Zusatzlich wurde jede Behandlung mit einer Réntgen-Lokalisationsaufnahme in 2 Ebenen

verifiziert.

2.2.2. Gesamtdosis und Therapiedauer

Die gesamte Bestrahlung wurde in einem Zyklus ohne Bestrahlungspause durchgefihrt.
Einzelne bestrahlungsfreie Tage, bedingt durch Geratewartung oder Feiertage, konnten
meistens durch Behandlungen am Samstag ausgeglichen werden, so daf in der Regel

eine Gesamtbestrahlungszeit von 7 Wochen nicht Uberschritten wurde.

Bestrahlungsschema:

Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4 Woche 5 Woche 6
XXXXX XXXXX XALXXX XALXXX XALXXX  ALXXXAL
X 1,8 Gy ED Hochvolt, 15 MeV-Photonen

AL 7 Gy Afterloading im Punkt A

Die Hochvolttherapie erfolgte mit einer Einzeldosis von 1,8 Gy, die jeweils an 5 Tagen in
der Woche gegeben wurde. An den Kontaktherapie-Tagen erfolgte keine
Hochvolttherapie. Bei Ausblockung der Mitte wurde bis 45 Gy Gesamtdosis im Bereich
der 90%-Isodose aufgesattigt.

Im Bereich der Blockrander, die auf Grund der Fokussierung dem Punkt A entsprechen,
betrug die Gesamtdosis 32,4 Gy (19,8 Gy homogene Beckenbestrahlung + 50% Dosis am
Blockrand von 25,2 Gy = 12,6 Gy).

Als Brachytherapieeinzeldosis applizierten wir 7 Gy im Punkt A in 5 Einzelapplikationen,

daraus resultiert eine Gesamtdosis von 35 Gy im Punkt A. Die Dosis an der Beckenwand
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durch die Kontakttherapie lag- in Abhangigkeit von der Sondenlénge- bei 1,4- bis 1,5 Gy
pro Fraktion.

Als Gesamtdosis im Bereich des Primartumors im Punkt A resultiert aus Hochvolt- und
Brachytherapie eine Dosis von 65 bis 70 Gy, im Bereich der LymphabfluBwege von 52 bis
54 Gy.

Aus dem Behandlungskonzept ergibt sich, daf durch die Anwendung eines Mittelblockes

zur Schonung von Blase und Darm die Blasen- und Rektumbelastung unter 55 Gy lag.

Tumoren im Stadium IVA (Blasen-oder Rektumeinbruch):

Aufgrund der Gefahr, dal} es durch eine schnelle Tumoreinschmelzung ohne adaquate
bindegewebige Umwandlung des Tumorgewebes zu einer Fistelbildung- entweder zu
einer Blasen-Scheiden- Fistel oder zu einer Rektum-Scheiden-Fistel- kommt, hat die
Kontakttherapie in diesem Stadium in den bisherigen Therapiestandards einen eher
untergeordneten Stellenwert, der Schwerpunkt liegt eindeutig in der hoéher dosierten
Hochvolttherapie mit gleichem Zielvolumen. Daher wurde von uns eine Kontakttherapie
nur in Einzelféllen als Boostbestrahlung eingesetzt. Die Gesamtdosis lag bei mindestens
54 Gy im Bereich der 90%-Isodose, mit Boost bei 60 Gy.

2.3. Behandlung mit Isotretinoin/Interferon-alpha-2a und Strahlentherapie

Von den insgesamt 87 Patientinnen wurden 32 Patientinnen im Stadium 1IB und IlIB
entweder im Rahmen einer Phase-II-Studie oder einer Phase-IlI-Studie zusatzlich zur
Strahlentherapie mit einer zusatzlichen medikamentésen Therapie, die aus einer
Kombination von 13-cis-Retinsaure und Interferon- alpha-2a bestand, behandelt.
Entsprechend dem Therapieprotokoll erhielten die Patientinnen eine 14-tagige
Vorbehandlung mit taglich 6 Mio IE Interferon-alpha-2a (IFN) subkutan (Roferon A ®) und
1mg/kg KG lIsotretinoin (cRA, Roaccutan®) per os. Mit Beginn der Strahlentherapie wurde
die Interferon-Applikation auf 3 x 3 Mio. IE Roferon® und 0,5mg/kgkKG Roaccutan®
reduziert, die adjuvante Therapie endete mit der Bestrahlung.

Sowohl fir die Phase-II-Studie als auch fir die Phase-IlI-Studie lagen die Voten der Ethik-
Komission vor, alle Patientinnen waren mit der Studie einverstanden.

Ziel der Studien war eine Verbesserung des tumorspezifischen Uberlebens. Die
Auswertung dieses Studienziels ist nicht Inhalt dieser Untersuchung. Trotzdem muf} ein
Einflud dieser adjuvanten Behandlung auf das Therapieergebnis ausgewertet werden.

Daher wird in den Analysen ein moglicher Einflud gepruft.
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24. Untersuchungsablauf und Untersuchungsdurchfiihrung
2.4.1. Tumorhistologie

Aus dem makroskopisch sichtbaren Tumor wurden aus mindestens 2 reprasentativen
Bereichen mit der Biopsiezange unter Sicht Gewebeproben entnommen. Es wurde darauf
geachtet, da die Entnahme nicht aus nekrotischen Arealen oder aus massiv blutenden
Gebieten erfolgte. Bevorzugte Areale waren oberer und unterer Tumor-Quadrant, da in
diesem Gebieten auch die Bestimmung des Sauerstoffpartialdruckes vorgenommen
wurde.

Die Gewebeproben wurden kurz in physiologischer Kochsalzlésung gespult und fir die
histologische Aufarbeitung in Formalinlésung fixiert.?

Aus der gleichen Biopsie = entnommenes Gewebe konnte zur Bestimmung der DNA-

Analyse mittels FluRzytometrie verwendet werden.

2.4.2. Immunhistochemische Untersuchungen

Das Biopsiematerial wurde in in Kochsalzlésung abgespilt und in 4%iger gepufferter
Formalinldsung fixiert. Die Weiterverarbeitung der Gewebeproben erfolgte im Institut fir
Pathologie an Paraffinschnitten. Von eingebetteten Gewebsbldcken wurden 3-4 um dicke
Gewebsschnitte auf mit Poly-L-Lysin beschichtete, kommerziell erhaltliche Objekttrager
aufgezogen. Weitere Schritte in der Verarbeitung waren die Deparaffinierung und die
Hemmung endogener Peroxidasen. Die Vorbehandlung der Schnittpraparate und die
Verdinnung der Primarantikérper ist entsprechend der Tabelle 4 vorgenommen worden.
Nach entsprechender Vorbehandlung erfolgte die Sichtbarmachung der Reaktion mit den
jeweiligen  Primarantikorpern mit der Avidin-Biotin-Komplex-Methode und 3,3'-
Diaminobenzidin als Chromogen.

Die Menge der MIB-1, der P53- und der BCL-2-exprimierenden Tumorzellen wurde
jeweils in Prozent positiv angefarbter Tumorzellen im Verhaltnis zur Gesamttumorzellzahl
in 300 ausgezahlten Tumorzellen in den Abschnitten mit der besten Anfarbung
angegeben. Bei der Auszahlung der Kapillaranschnitte nach Markierung mit dem
Endothelmarker CD 31 wurden einzelne solide Endothelzellcluster, einzelne markierte
Endothelzellen und Endothelzellcluster mit Lumen jeweils als eine Kapillare gezahlt. Die
Auszahlung erfolgte lichtmikroskopisch mit einer modifizierten Methode nach Weidner
(210) bei 400facher Vergrélierung und Sehfeldzahl 25 (Mikroskop Zeiss Jenamed 2

histology) in moéglichst 10 nichtliberlappenden Gesichtsfeldern in den vaskularen Hot-

% Die histologischen Untersuchungen wurden von Herrn Dr.U.Krause und Dr.A.Hammer, Institut fir
Pathologie, durchgefiihrt, denen ich dafiir danke.
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spots. Bei den Biopsien, die auf Grund ihrer GroRe nicht 10 beurteilbare Gesichtsfelder

aufwiesen, wurden alle Gesichtsfelder in die Untersuchung einbezogen.

Tabelle 4: Immunhistochemische Methoden und verwendete Antikorper

Monoklonale Klon Hersteller Mikrowellenvor- enzymatische | Verdinnung des
Primarantikorper behandlung Vorbehandlung Antikdrpers
von der Maus
Proliferations- MIB-1 Dianova
assoziertes Antigen Hamburg 3 x5 min ohne 1:30
KI-67 Deutschland
P53 DO-7 Dako-Group 3 x5 min ohne 1:200
Danemark
BCL-2 124 Dako-Group 5x 5 min ohne 1:50
Déanemark
Endothelmarker JC/70A | Dako-Group ohne 0,1% Trypsin 1:20
CD 31 Danemark

2.4.3. FluBzytometrie

Die gewonnenen Gewebestiicke wurden schnell weiterverarbeitet. Nach Abspllen mit
physiologischer Kochsalzlésung erfolgte die Zerkleinerung groRerer Gewebestiicke
mechanisch mit einer kleinen Schere und die Inkubation des Gewebebreies in einer
Zitruslosung fur 10- 20min. Anschlielend wurde die Lésung durch ein Filtersieb in ein
Schliff-Zentrifugenglas gegeben und 6 Minuten bei 600 U/min zentrifugiert. AnschlieRend
wurde der Uberstand abgegossen, das Sediment aufgeschittelt und mit 1ml PBS-Lésung
versetzt. Diese Zellsuspension mufdte mit einer 1ml Insulin-Spritze und feiner Nadel
aufgezogen, 10-20x wieder ausgespritzt und aufgezogen werden. Damit sollte eine
Zellvereinzelung erreicht werden. Anschliefiend wurde diese Zellsuspension mit 9ml

80%igem Athanol versetzt, das Glas verschlossen und bis zur Messung kihl aufbewahrt.

Die Messungen® erfolgten im Labor fiir Flowzytometrie der Universitatshautklinik der

Martin-Luther-Universitat mit einem Gerat FACScan der Firma Becton Dickinson.

* Fur die fluRzytometrischen Messungen danke ich Herrn Klapperstlick aus der Universitats-
Hautklinik.
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Als Parameter fur die Beurteilung dienten der DNA-Index als MaR fiir die Ploidie sowie der
S-Phasen-Anteil fur die proliferative Aktivitdt des Tumorgewebes. In Tumoren mit
diploiden-und aneuploiden Anteilen wurde der hdéhere DNA-Index, d.h. der aneuploide

Tumoranteil fir die Auswertung herangezogen.

2.5. Messung der Tumoroxygenierung

2.5.1. Messung des Sauerstoffpartialdruckes im Tumor

Die Messung der Tumoroxygenierung erfolgte Uber ein polarographisches Verfahren
mittels einer sauerstoffsensitiven Nadelelektrode und dem pO»-Histographen der

Fa.Eppendorf, Hamburg. Das gewahlte Untersuchungsverfahren ist zum gegenwartigen
Zeitpunkt das einzige MefRverfahren, das diese Aussagen zulafdt und gilt in der Klinik als
derzeitiger "Goldstandard".

Die zur Messung verwendeten Feinnadeln hatten einen Schaftdurchmesser von 300um.
Die Goldkathode an der Nadelspitze ist von einer dinnen sauerstoffdurchlassigen
Membran (J12um) Gberzogen. Die Referenzelektrode aus Silber und Silberchlorid wird
Uber eine EKG-Elektrode an der Haut in der Innenseite des Oberschenkels befestigt.

Vor und nach jeder Messung wird die Elektrode kalibriert. Hierzu wird die Elektrode in
physiologischer Kochsalzlésung zunachst mit Raumluft und anschlieend mit 100%-igem
Stickstoff aquilibriert unter Einbeziehung der Raumtemperatur und des Luftdruckes. Die
Kalibrierung im Anschluf an eine pO,.Messung dient der Korrektur der MeRwerte unter
Bertcksichtigung einer Veranderung in der MeRgenauigkeit der Elektrode oder der
MeRbedingungen in der Zwischenzeit.

Gemessen wird der Sauerstoffpartialdruck an MelRpunkten entlang einer vorgegebenen
Wegstrecke. Damit ist es moglich, einen Eindruck uUber eine gewisse raumliche Verteilung
des Sauerstoffdruckes in einem Gewebeareal zu erzielen, wenn die Messungen in
mehreren Meftracks erfolgen. Es ist dabei absolut unbestimmt, an welcher anatomischen
Stelle im Gewebe der jeweilige MeRpunkt liegt: Er kann im Interstitium, in der Zelle, im
Bindegewebe oder auch in einer arteriellen Kapillare angesiedelt sein. Die Interpretation
der MeRergebnisse mussen diesem, im Verfahren begrindeten Umstand, Rechnung

tragen.

2.5.2. MeRparameter

Ein typisches Charaktermerkmal maligner Tumoren ist die Inhomogenitat der Verteilung

des Sauerstoffpartialdruckes im Gewebe - Areale mit einer guten Perfusion liegen neben
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minderversorgten oder nekrotischen Gebieten. Zur Beschreibung der Verteilung des
Sauerstoffpartialdruckes im Gewebe werden aus diesem Grund eine Mindestanzahl von
MeRpunkten bendtigt (117). Andererseits ist wegen der Invasivitdt des Verfahrens bei
Messungen in menschlichen Tumoren ohne Narkose der Anzahl der Messungen eine
Grenze zu setzen. Die von uns gemessenen 4 Meftracks mit je 32 Melpunkten
(entspricht einer Weglange von je 22 mm) sind ein Kompromif} zwischen MeRgenauigkeit
und Akzeptanz der Untersuchung durch die Patientinnen. Eine geringere Anzahl von
MeRdaten schrankt die Aussage der Messungen ein.

Der Eppendorf-Histograph gibt die Werte in mmHg an, entweder als 10-; 50- oder 90%-
Percentile. Wahlweise kénnen die Mellwerte als prozentualer Anteil der gemessenen
Werte unter 2,5mmHg, 5mmHg, als Medianwert (= 50%-Percentile) sowie als Mittelwert
ausgedruckt werden. Die Meftracks kdnnen als Einzeltrack oder auch gepoolt fir alle pro
Messung untersuchten Tracks in einem Histogramm dargestellt werden.

Fur die vorgelegte Untersuchung wurden alle in einer Sitzung gemessenen Werte aus den
4 Meltracks gepoolt und in einem Histogramm dargestellt. Da in unserer Untersuchung
direkt im Tumor ohne Einsatz einer Kanllle gemessen wurde, kann davon ausgegangen
werden, dafd Einblutungen in den Stichkanal keine Rolle spielten. Auch die Méglichkeit,
artifiziell "negative" MelRwerte bei sehr fibordsen Tumoren zu erhalten, war bekannt. Es
wurden diese Untersuchungen aus der Auswertung ausgeschlossen. Fir alle
Untersuchungen standen mindestens 100 auswertbare MeRpunkte zur Verfigung (47,
88,193).

Als Bezugspunkte wurden sowohl der prozentuale Anteil der MelRwerte unter 2,5mmHg
und unter 5mmHg als auch der Medianwert aller MeRpunkte (entspricht der 50%-
Percentile) in die Auswertung eingeschlossen, der Mittelwert wurde nicht eingesetzt.

In der Literatur wird zur Beschreibung der Hypoxie die relative Haufigkeit der MeRwerte
unter 5mmHg verwendet. Als Grenzwert zur Beschreibung der Tumorhypoxie wird in einer
Reihe von Veroffentlichungen (18, 74, 98,181) der Wert von 10mmHg als Grenzwert
benutzt. Dieser Wert war in der ersten klinischen Beschreibung des MelRverfahrens in der
Arbeit von Hockel et al. 1996 (74) der Median der damals gemessenen Zervixkarzinome
und wurde von anderen Autoren Ubernommen. Aus diesem Grund haben wir auch die 10
mmHg-Werte in den Uberlebensanalysen als Cut-off-Wert eingesetzt. Die Eingruppierung

erfolgte ansonsten nach dem jeweiligen Median des untersuchten MelRparameters.

Alle Meldaten wurden auf Fehlerméglichkeiten Uberpruft. Nicht in die Auswertung
einbezogen wurden negative MeRBwerte unter —-1mmHg. Werte bis —1mmHg kénnen auf
Grund der Streuung im physikalischen MefRvorgang entstehen (193) und kénnen

automatisch rechnergestutzt dbertragen werden. Eine weitere Fehlermoglichkeit ist das
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Auftauchen von Werten >100mmHg im MeRprotokoll. Auch diese Werte missen eliminiert
werden, da unter normobaren Bedingungen die maximale Sauerstoffkonzentration im
arteriellen Blut bei 100mmHg liegt.

Insgesamt ist die Anzahl der auswertbaren MeRwerte auch als ein MaR fur die Qualitat
der Messung zu betrachten. In unserer Analyse wurden Messungen mit mindestens 100

auswertbaren MeR3punkten einbezogen.

In der vorliegenden Auswertung wurde zur Charakterisierung des Oxygenierungsstatus
der Zervixkarzinome der Median der jeweiligen Messung eingesetzt. Weiterhin wurde zum
Vergleich mit Literaturangaben der 10mmHg-Wert als Parameter verwendet. Fir die
Beschreibung der Tumorhypoxie diente die relative Haufigkeit der Werte unter 2,5mmHg

(hypoxische Fraktion HF 2,5) und unter 5mmHg (hypoxische Fraktion HF5).

In der vorliegenden Untersuchung wurde bei allen Patientinnen eine pratherapeutische
Messung sowie eine zweite Sauerstoffmessung im Tumor nach 11 Fraktionen
Hochvolttherapie durchgefuhrt. Der 2. Zeitpunkt der Messung ergab sich aus unserem
Behandlungskonzept: Nach 19,8Gy homogener Beckenbestrahlung mufite Uber die
HDR-Kontakttherapie entschieden werden. Die Festlegung der Afterloading-Therapie war
mit der Sondierung des Uterus verbunden, einem maRig invasiven Eingriff, der zwar nicht
in Narkose erfolgte, aber u.U. doch eine analgetische Vorbehandlung erforderlich
machte. Weitere pO,-Messungen im Therapieverlauf wurden bei einigen Patientinnen
zwar durchgefuihrt, aber nicht in die vorliegende Auswertung einbezogen. Grund dafur
war, dald im weiteren Therapieverlauf moglicherweise nicht mehr im Tumor, sondern in
Fibrose oder Nekrose gemessen wurde. Mit dem Ansprechen des Primartumors auf die
Strahlentherapie waren aullerdem keine anndhernd reproduzierbaren MeRorte zu

verifizieren.

2.6. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem kommerziell erhaltlichen
Statistikprogramm SPSS 9.0 fur Windows (21).

Die Verteilung der MeRBwerte wurde durch den Mittelwert mit Standardfehler (X + SE)
sowie dem Median des jeweiligen Parameters angegeben.

Wenn keine physiologisch begriindeten Trennwerte flir eine Einteilung in
Patientinnengruppen bekannt waren, erfolgte in der Regel eine Gruppeneinteilung und ein

Vergleich der Gruppen in Abhangigkeit vom Median der untersuchten Variablen.
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Der Vergleich von 2 Gruppen erfolgte mittels des Mann-Whitney-U-Tests fir unabhangige
Stichproben. Waren mehr als 2 Gruppen zu vergleichen, kam der H-Test nach Kruskal-
Wallis zur Anwendung.

Die Untersuchung eines Zusammenhanges zwischen metrisch skalierten GrolRen erfolgte
mit dem Korrelationskoeffizienten nach Pearson.

Fir die Berechnung der Uberlebensanalysen wurden die 3-Jahresergebnisse nach der
Kaplan-Meier-Methode angegeben. Die Uberlebensanalysen wurden sowohl fiir das
tumorspezifische Uberleben als auch fiir das ereignisfreie Uberleben (insgesamt als auch
getrennt nach lokalem Tumorprogref3 und Fernmetastasierung) durchgeflihrt, als Test
kam der Log-Rank-Test zur Anwendung.

Die Beurteilung sinnvoll erscheinender Zusammenhange erfolgte in mehrfaktorieller
Betrachtung (Cox-Regression), wobei der klassische Prognoseparameter ,Tumorstadium*
immer als Kovariate einbezogen wurde. Fir eine mehrfaktorielle Regressionsanalyse war
die Umwandlung einzelner Parameter in dichotome Variable erforderlich. Die Trennung
dafur erfolgte ebenfalls nach dem Medianwert des jeweiligen Parameters oder nach
sinnvollen physiologischen Grenzwerten.

Alle Tests wurden auf ein Signifikanzniveau von a = 5% (p<0,05) bezogen. Bei
Mehrfachtestungen wurde eine entsprechende Korrektur durchgefuhrt.

Wenn nicht ausdrucklich anders gekennzeichnet, sind die untersuchten Parameter als

Mittelwerte mit den entsprechenden 95%-Konfidenzintervallen (Cl 95%) dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Klinische Resultate

Die Analyse erfolgte nach den klinischen Behandlungsergebnissen. 2 Patientinnen
verstarben im Therapiezeitraum interkurrent ( 1 Apoplex, 1 Myocardinfarkt).

Die Abbildung 1 zeigt die tumorspezifischen Uberlebenskurven in Abhangigkeit vom
Tumorstadium. Bei einer mittleren Nachbeobachtungszeit von 42,5 Monaten (max.60
Monate) betrug das tumorspezifische Gesamtuberleben fir alle Stadien nach 3 Jahren

57 £ 5 %.
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Abbildung 1 : Uberleben in Abhangigkeit vom klinischen Tumorstadium nach FIGO

In der Tabelle 5 ist das stadienbezogene 3-Jahresuberleben zusammengestellt.

Tabelle 5:  3-JahresUberleben in Abhangigkeit vom Tumorstadium

Stadium N 3-Jahres-Uberleben [%] p
FIGO X + SE
IIB 19 72 £ 11
1B 59 60 7
IVA 9 22+ 14 0,006
Gesamt 87 57+ 5

Der Tabelle ist zu entnehmen, dal} es flr das Stadium IIB im Vergleich zum Stadium [IIB

zwar einen Unterschied von 12% im Uberleben gab, der jedoch nicht signifikant war.
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Dagegen hat sich das Stadium IVA als ein signifikanter unabhangiger Prognosefaktor

erwiesen.

In der Tabelle 6 sind die tumorspezifischen Events und das ereignisfreie Uberleben
aufgeschlisselt. Naturlich lebten zum Zeitpunkt der Datenauswertung Patientinnen mit
Tumorsymptomen, so daR die Quote von 55% ereignisfreiem Uberleben niedriger ist als

das Gesamtlberleben.

Tabelle 6: Ereignisfreies Uberleben fir das gesamte Patientenkollektiv
Ereignisfreies
Ereignis N 3-Jahresuberleben [%]
X+ SE
lokaler Tumorprogref® (PD) 19
Fernmetastasen (FM) 17
PD + FM 36 55+ 6

Von den 19 Fallen mit lokalem Tumorprogre® wurden 12 in den ersten 12
Kontrollmonaten beobachtet, von den 17 Patientinnen mit Fernmetastasen nur 6 Falle.
Demnach entscheidet sich der lokale Therapieerfolg im wesentlichen im ersten

Erkrankungsjahr, Fernmetastasen treten spater auf.

Stadienbezogen ergaben sich dabei folgende Befunde:

Im Stadium [IB wurden in den ersten 3 Jahren 2 Patientinnen mit lokalem Progref3 und 3
mit Fernmetastasen beobachtet, im Stadium IIIB 11 mit lokalem Progref3 und 13 mit
Fernmetastasen, im Stadium IVA 6 Patientinnen mit lokalem Therapieversagen und nur 1
mit Fernmetastasen. Mit der Zunahme der Tumorgrofie kam es zu einer Zunahme des
lokalen Therapieversagens, wobei aber mdglicherweise bei den Patientinnen mit lokalem

Therapieversagen die Fernmetastasierung nicht mehr erlebt wird.

Es wurde weiterhin die Prognose hinsichtlich der einzelnen Altersgruppen analysiert.
Die Uberlebenswahrscheinlichkeit in Abh&ngigkeit von den Altersgruppen ist in der
Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir die einzelnen Altersgruppen

Far die 10 Patientinnen im Alter unter 40 Jahre war das 3-Jahresuberleben mit 30 + 15%
erheblich  schlechter als fur die alteren Patientinnen Uber 40 Jahre (63 + 6%), der
Unterschied war aber im Log-Rank-Test mit p = 0,053 nicht signifikant. Wurde die
Altersgrenze bei 50 Jahren angesiedelt, war ein Unterschied im Uberleben nicht mehr
festzustellen. Auch fir die sehr alten Patientinnen war die Prognose nicht schlechter als
fur die anderen Altersgruppen, so dald das Alter nicht als isolierte Kovariate in die
weiteren Auswertungen einbezogen werden mufite. Trotzdem sollte ein niedriges Alter als

ein erhohter Risikofaktor betrachtet werden.
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3.2. Untersuchungen zur Tumoroxygenierung

Die Bedeutung der Sauerstoffversorgung im Tumor fur die Strahlenempfindlichkeit ist in
der Einleitung dargestellt worden. In der Untersuchung zum Oxygenierungsstatus bei
Zervixkarzinomen wurde zunachst die pratherapeutische Sauerstoffversorgung im Tumor
als ein moglicher Prognoseparameter fir das Ansprechen der Karzinome untersucht.

Fir den Oxygenierungsstatus im Tumor wurde der mediane Sauerstoffpartialdruck
unseres Patientenkollektivs sowie die Werte Uber und unter 10mmHg verwendet. Die
Beschreibung der Hypoxie im Tumor erfolgte durch die Angaben Uber den prozentualen
Anteil der hypoxischen Meflwerte unter 2,5mmHg (HF2,5) und unter 5mmHg (HF5).

Als weiterer mdglicher Prognoseparameter wurde eine zweite Messung nach 11
Fraktionen Hochvoltbestrahlung, also nach 19,8 Gy, herangezogen. Schwerpunkt der
Analysen waren die Veranderungen der Tumoroxygenierung unter der Strahlentherapie

in Hinblick auf das klinische Resultat.

3.2.1. Pratherapeutischer Oxygenierungsstatus

In der Tabelle 7 sind alle pratherapeutisch gemessenen Oxygenierungsparameter sowohl
fur die einzelnen Tumorstadien als auch fiir das gesamte Patientenkollektiv als Ubersicht

aufgelistet.

Tabelle 7: Pratherapeutische Tumoroxygenierung in Bezug zum Tumorstadium

Oxygenierungs- Stadium IIB | Stadium IlIB | Stadium IVA | Gesamt

parameter N=19 N =59 N=9 N = 87

Medianer pO, [mmHg] | X + SE 22+5 21+2 18+5 21+ 2
Median 14 15 16 15

2,5mmHg [%] X + SE 165 15+ 3 23+10 16+ 2
Median 2 5 4 3

5 mmHg [%] X+ SE 24+ 6 26+ 3 30+ 11 26+3
Median 10 20 15 18

Aus der Tabelle 7 ist zu entnehmen, dal} sich der Oxygenierungsstatus nur gering
zwischen den Tumorstadien unterschied. Die TumorgréfRe spielte offensichtlich keine
Rolle bezuglich der Tumoroxygenierung. Als Beispiel fur die grof3e intertumorale
Heterogenitat wurden zwei Originalhistogramme bei vergleichbaren Tumorgréen und
abgebildet  (Abbildung 3). Beide stellen  den

Histologien Histogramme
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Oxygenierungsstatus von Uteruzervixkarzinomen im Stadium IIIB dar, in beiden Fallen
handelte es sich um undifferenzierte Tumore. Das obere Histogramm zeigt einen gut
oxygenierten Tumor mit einem medianen Sauerstoffpartialdruck von 37,9 mmHg, das
untere Histogramm einen ausgesprochen hypoxischen Tumor mit einem medianen pO,

von 4,3 mmHg.

<2,5mmHg 0,0% <5mmHg  0,0% <10mmHg 0,0%
mean 42,6mmHg 50% percentile (median) 37,9 mmHg
Values 128

<2,5mmHg 40,6% <5mmHg 71,9% <10mmHg 85,6%
mean 6,1mmHg 50% percentile (median) 3,1 mmHg
Values 160

Abbildung 3: Darstellung von Histogrammen eines gut oxygenierten Tumors
(oben) und eines hypoxischen Tumors (unten), beide im Stadium 11IB G3

Fur die weiteren Untersuchungen bedeutete das Ergebnis, dall keine signifikanten
Unterschiede der Tumoroxygenierung zwischen den klinischen Stadien vorlagen. Daher
konnte in den weiteren Analysen mit dem Median der Oxygenierungsparameter fur die

gesamte Patientinnengruppe gearbeitet werden .
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3.2.2. Uberlebenswahrscheinlichkeit und Tumoroxygenierung

Zur Beurteilung des Einflusses des pratherapeutischen Sauerstoffpartialdruckes auf das
Behandlungsergebnis wurde das 3-Jahrestiberleben nach Kaplan-Meier berechnet. Als
Trennwert flr die Patientinnengruppen diente der Median des jeweiligen Oxygenierungs-

parameters.

Als erster wichtiger Parameter wurde die Uberlebenswahrscheinlichkeit in Abhangigkeit

vom medianen Sauerstoffpartialdruck fir alle 87 Patientinnen gepruft.

Die Tabelle 8 zeigt die Daten fir das 3-Jahresuberleben flr die Tumorstadien 1IB-IVA in

Bezug auf den medianen Sauerstoffpartialdruck des jeweiligen Stadiums.

Tabelle 8 :  3-Jahrestberleben in Bezug auf den medianen Tumor- pO, vor
Strahlentherapie

Stadium Medianer Patienten- 3-Jahres- p
pO, zahl Uberleben
1B <14 10 70+ 14
>14 9 74 £ 16 0,75
B <15 29 49 + 10
>15 30 71+ 9 0,15
IVA <16 5 0
>16 4 50 £ 25 0,12
alle Pat. <15 43 49+ 8
>15 44 68+ 7 0,12

Fir die relativ kleinen Karzinome im Stadium IIB hatte der Tumor-pO, mit 4% Unterschied
im 3-Jahresuberleben auf das Behandlungsresultat offensichtlich keinen Einflu®. Fir das
Stadien 11IB war der Unterschied mit 22% schon sehr erheblich. Im Stadium IVA lebten
nur noch die Patientinnen mit einem besser oxygenierten Karzinom. Trotzdem waren
signifikante Vorteile im Uberleben fiir die besser oxygenierten Karzinome in Abhangigkeit
vom medianen pO, in der univariaten Analyse nicht zu belegen, obwohl ein deutlicher
Trend mit 19% Uberlebensvorteil fir das gesamte Patientenkollektiv fiir die besser

oxygenierten Karzinome zu erkennen war.
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Die Uberlebenswahrscheinlichkeit aller 87 Patientinnen bezogen auf den medianen
Tumor- pO, mit dem Tumorstadium als zusatzlicher Kovariaten ist in der folgenden

Coxregression dargestellt.

Unter Einbeziehung des Stadiums bestand fir die Patientinnen bei Tumoren mit einem
héheren medianen Sauerstoffpartialdruck, gemessen vor Therapiebeginn, eine statistisch
signifikant bessere Uberlebenswahrscheinlichkeit als fiir die schlechter oxygenierten

Karzinome.

<15 mmHg

Uberleben
(6]

a p =0,035

0 10 20 30 40 50 60

Monate

Abbildung 4: Coxregression fur den medianen Tumor-pO, adjustiert nach dem
Tumorstadium; p<0,05

In der Coxregression war der EinfluR des medianen Tumor- pO, auf das Uberleben mit

p < 0,05 signifikant. Das relative Risiko, am Tumor zu versterben, lag in Bezug zum
medianen Sauerstoffpartialdruck bei einem Faktor 2. Fir den Einflu? des Tumorstadiums
wurde ein signifikanter Wert von p = 0,002 errechnet, der Faktor fur das relative Risiko,
am Tumor zu versterben, lag bei 2,8.

Das Tumorstadium hatte einen groferen Einflul auf die Lebenserwartung als der

pratherapeutisch gemessene mediane Sauerstoffpartialdruck im Tumor.

Eine Analyse des Uberlebens der Patientinnen wurde auch bei einem Sauerstoffpartial-

druck von 10mmHg-Wert als Grenzwert durchgefunhrt.
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In sehr vielen Veréffentlichungen wird der Wert von 10mmHg als Grenzwert zur Definition
von gut und schlecht oxygenierten Tumoren verwendet (18, 74, 98). In Tabelle 9 sind die
3-Jahresergebnisse sowohl fur die einzelnen Stadien als auch fur das gesamte

Patientenkollektiv aufgefuhrt.

Tabelle 9: Uberlebenswahrscheinlichkeit in Abhangigkeit vom Tumorstadium und
dem 10mmHg-Wert als Grenzwert

;_B-Jahres-
Stadium Grenzwert Patientinnen- Uberleben p
10mmHg zahl X+ SE
1B <10 7 71 +£17
>10 12 73+13 0,93
1B <10 26 50+ 10
>10 33 68 + 8 0,30
IVA <10 3 0
>10 6 33+19 0,10
Gesamt <10 36 50+ 8
>10 51 65+ 7 0,25

Wiederum ergab sich fiir das Stadium [IB kein Unterschied im Uberleben (71% vs.73%).
Fir die Stadien IlIB war bei 18%-iger Differenz ebenfalls kein statistischer Unterschied
vorhanden. Fir das Stadium VA und fir das Gesamtkollektiv bestand mit p = 0,1 nur ein
Trend zur gunstigeren Prognose fiir die besser oxygenierten Karzinome.

Auch die mehrfaktorielle Analyse, adjustiert nach dem Tumorstadium, ergab keinen

signifikanten Uberlebensunterschied in Abhangigkeit vom 10mmHg-Wert als Grenzwert.

3.2.3. Tumorhypoxie als Prognosefaktor

Zur Beschreibung des Oxygenierungstatus eines Tumors reicht es nicht aus, allein
Angaben zum Sauerstoffpartialdruck im Gewebe zu machen. Von besonderem Interesse
ist der hypoxische Tumoranteil, da durch die Hypoxie im Tumor u.a. die Strahlenresistenz
bestimmt wird.

Als Maly fir die Hypoxie wurde der prozentuale Anteil der hypoxischen MeRwerte
<2,5mmHg und <5mmHg angegeben. Im Folgenden werden die Therapieergebnisse fir
den pratherapeutisch gemessenen hypoxischen Tumoranteil <2,5mmHg (HF2,5) und
<5mmHg (HF5) dargestellt.
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Die Uberlebensdaten sowohl fiir die einzelnen Stadien als auch die gesamte
Patientinnengruppe unterteilt nach dem Median fir 2,5mmHg sind in der Tabelle 10

aufgelistet.

Die Uberlebensanalyse lieR keinen Einflul des hypoxischen Tumoranteils <2,5mmHg auf
das 3-Jahreslberleben erkennen, weder fir die einzelnen Stadien noch fir das

Gesamtkollektiv.

Tabelle 10:  Stadienbezogenes 3-Jahresliberleben in Bezug auf den
hypoxischen Tumoranteil <2,5mmHg, getrennt nach dem
Median fur das jeweilige Stadium

Stadium Median Patientinnen- _f_i-Jahres- p
2,5MmHg zahl Uberleben
% X + SE
1B <2 10 77 +14
>2 9 67 + 16 0,51
11=] <5 30 57+ 9
>5 29 62 +10 0,46
IVA <4 5 40 + 22
>4 4 0 0,26
Gesamt <3 44 50+ 8
>3 43 58+ 7 0,96

Auch in der Coxregression, adjustiert nach Tumorstadium, hatte zwar das Tumorstadium
als unabhangiger Prognosefaktor einen signifikanten EinfluR mit p = 0,003, flr den
hypoxischen Tumoranteil <2,5mmHg war statistisch kein Einflud auf die Prognose zu
sehen.

Auch eine Uberprifung der Uberlebenswahrscheinlichkeit fir die Karzinome, die vor
Behandlungsbeginn keine meflbaren Werte <2,5mmHg im Vergleich zu Tumoren mit

MeRwerten <2,5mmHg hatten, ergab im Uberleben keinerlei Unterschied.

In der Literatur wird als Mall und fur die Beschreibung der Hypoxie die hypoxische
Fraktion <5mmHg (HF5) verwendet. In der folgenden Tabelle 11 sind die 3-Jahresdaten

bezogen auf die HF5 aufgelistet.
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Obwohl die Uberlebensanalyse ein 18% besseres Uberleben fiir die Karzinome mit einem
geringeren hypoxischen Tumoranteil ergab, ist statistisch lediglich ein Trend zum

Uberlebensvorteil fiir die weniger hypoxischen Karzinome zu verifizieren.

Tabelle 11:  3-Jahreslberleben in Abhangigkeit vom Tumorstadium und der
hypoxischen Tumorfraktion <5mmHg

Stadium Median Patienten- _ 3-Jahres- p
HF 5 zahl Uberleben [%]
% N X + SE
1B <10 11 77 £ 14
>10 9 67 + 16 0,51
B <20 30 65+ 9
>20 29 55+ 9 0,46
IVA <15 4 40 + 22
>15 5 0 0,26
Gesamt <18 44 68+ 8
>18 43 50+ 8 0,14

Da sich in der Uberlebensanalyse fiir das klinische Ergebnis das Stadium als ein
signifikanter Prognosefaktor erwies, wurde der EinfluR des Tumorstadiums in einer
mehrfaktoriellen Analyse als Kofaktor zur HF5 Uberpruft. Als Mal} fir die Hypoxie wurde

der Median von 18% fir die HF5 vom gesamten Patientenkollektiv eingesetzt.
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Abbildung 5: Coxregression fur HF5 <18% vs.>18%, adjustiert nach Stadium, p = 0,11
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Es ergab sich als Resultat nur ein Trend, die hypoxische Fraktion <6mmHg hatte —
adjustiert nach Tumorstadium- keinen statistisch zu verifizierenden EinfluR auf das
klinische Resultat. Auch ein Vergleich der Patientinnen ohne hypoxische MeRwerte
<5mmHg im Tumor mit den Patientinnen mit hypoxischen MeRwerten <5mmHg im Tumor
erbrachte kein anderes Resultat. Damit kommt in unserem Patientinnengut der vor
Strahlentherapie gemessenen hypoxischen Fraktion <6mmHg als Prognosefaktor keine

statistisch zu beweisende Bedeutung zu.

3.2.4. Oxygenierungsstatus unter der Strahlentherapie

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dall dem pratherapeutisch gemessenen
Oxygenierungsstatus bei Zervixkarzinomen in unserem Patientinnengut nicht die klinische
Bedeutung als Prognosefaktor zukam, wie es in der Literatur beschrieben ist (51,75,
98,119).

Da Uber die Modifizierung der Oxygenierung unter Strahlentherapie in Zervixkarzinomen
widersprichliche Aussagen bestehen, die in Untersuchungen mit kleinen Fallzahlen
erfolgt sind (29,38, 52, 184), haben wir den EinfluR der Bestrahlung auf die
Sauerstoffversorgung der Karzinome unter der Therapie gemessen. Fir die Bestimmung
des Sauerstoffpartialdruckes im Tumor bot sich der Zeitpunkt an, an dem Uber eine
Afterloading-Kontakttherapie entschieden werden mufite, also nach 11 Fraktionen
Hochvoltbestrahlung und einer Dosis von 19,8 Gy.

Die pO,- Messungen erfolgten in den gleichen Tumorarealen wie bei den
pratherapeutischen Messungen.

Tabelle 12 zeigt die Anderungen des Oxygenierungsverhaltens fir die gesamte

Patientinnengruppe vor Bestrahlungsbeginn und nach 11 Fraktionen Hochvolttherapie.

Tabelle 12: Tumoroxygenierung nach 11 Fraktionen Hochvolttherapie (N = 87)

Oxygenierungs- X+SE  (Min.-Max) Median
parameter

<2,5 mmHg [%] 0 Gy 16 £ 22 (0- 87) 3
19,8 Gy 13+ 19 (0- 80) 0

<5mmHg [%] 0 Gy 26 + 27 (0- 89) 18
19,8 Gy 24+ 28 (0- 85) 10

pO,-Median [mmHg] 0 Gy 21+£19 (0,1- 88) 15
19,8 Gy 20+ 17 (1 -84) 15
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Betrachtet man die Daten aller Patientinnen vor Bestrahlung und nach 11 Bestrahlungs-
fraktionen, so ergibt sich keine relevante Anderung im Oxygenierungsstatus unter der
Therapie. Fur die einzelne Patientin ergab sich aber ein unterschiediches Verhalten des

Sauerstoffpartialdruckes im Tumor unter der Bestrahlung.

Wenn die Sauerstoffmessungen zu 2 verschiedenen Zeitpunkten verglichen werden,

bieten sich 4 verschiedene Mdglichkeiten der Anderung im Verlauf an:

1. Es besteht an beiden Meftagen ein unverandert hoher Sauerstoffpartialdruck im
Tumor, d.h. der pO.-Median liegt an beiden Tagen Gber 15mmHg (persistierend

euoxisch).

2. Es besteht an beiden Meftagen ein hypoxisches Karzinom mit Werten <15mmHg

(persistierend hypoxisch).

3. Der Tumor zeigt einen hypoxischen Ausgangswert, aber ein Ansteigen des medianen

Sauerstoffpartialdruckes Uber 15mmHg nach 19,8Gy (ansteigender pO,).

4. Der Tumor hat einen Sauerstoffpartialdruck > 15mmHg vor Beginn der Therapie, nach

19,8Gy zeigt er einen Abfall unter 15mmHg (abfallender pO,).

Alle 4 Mdéglichkeiten waren in unserem Patientenkollektiv zu finden. In der Tabelle 13 sind

alle MeRRparameter vor Bestrahlung und nach 19,8Gy dargestellt.
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Tabelle 13:  Ubersicht tiber die gemessenen Oxygenierungsparameter vor
Behandlungsbeginn und nach 19,8Gy Strahlentherapie flr die 4 Gruppen.
Dargestellt sind Mittelwerte sowie der Median.

pO2- pO2-
HF 2,5 | HF 2,5 HF5 HF5
Oxgenierungs Pat. Median Median
0Gy | 198Gy | 0Gy | 19,8 Gy
verhalten Zahl 0 Gy 19,8 Gy
[%] [%] [%] [%]
N [mmHg] [mmHg]
persistierend 28 X+SE | 3+1 1+1 712 6+3 34+3 35+3
euoxisch
Median 0 0 1 0 30 35
ansteigender _
17 X+SE | 205 32 3816 7+3 7+1 27+ 3
pO;
Median 16 0 40 0 7 25
abfallender _
19 X+SE | 8+4 26+6 | 111 | 417 3312 71
pO;
Median 0 21 0 40 25 6
persistierend -
23 X+SE | 36+5| 31 +4 |54 +4 | 50+ 5 4+ 1 5+1
hypoxisch
Median 35 30 57 45 3 4
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Bemerkenswert war, daly sowohl fir die unverandert gut oxygenierten Karzinome als auch
fur die Tumoren mit einem ansteigenden pO; kein hypoxischer Tumoranteil <5mmHg
nach 11 Fraktionen meRbar war.

Die 23 Tumore mit einem sowohl vor der Messung als auch nach 11 Fraktionen
ausgewiesen hypoxischen Karzinom zeigten durch die Strahlentherapie offensichtlich
keinerlei Veranderung bezuglich des Sauerstoffpartialdruckes im Tumor, weder in Bezug
auf die mediane Verteilung noch in Bezug auf den hypoxischen Tumoranteil, der mit fast
50% der Werte <mmHg sehr hoch war.

Bei 19 Patientinnen fand sich ein pratherapeutisch gut oxygenierter Tumor, der nach
19,8Gy abfallende pO,-Werte zeigte.

3.2.5. Anderung der Oxygenierung unter der Strahlentherapie und ihr
EinfluR auf das Behandlungsergebnis

Die Anderung des medianen Sauerstoffpartialdruckes wurde zunéchst hinsichtlich der
klinischen Resultate analysiert.
In der Abbildung 6 sind die Kaplan-Meier-Kurven fir die vier Gruppen mit

unterschiedlichem Oxygenierungsverhalten dargestellt.

Uberleben
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Abbildung 6:  Uberlebenskurven in Abhangigkeit vom Oxygenierungsverhalten
1 pers. euoxisch, 2 ansteigender pO,, 3 abfallender pO,,
4 pers. hypoxisch

Die Uberlebenskurven zeigen fir die Patientinnen mit einem entweder vor

Behandlungsbeginn gut oxygenierten Karzinom (Gruppe 1 und 3) oder einem
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pratherapeutisch hypoxischen, aber unter der Therapie im Sauerstoffpartialdruck

ansteigenden Tumor (2) nahezu identische Verlaufe.

Die ungiinstigsten Uberlebensdaten ergaben sich fir die Gruppe der Karzinome (4), die
sowohl vor Therapiebeginn als auch nach 11 Bestrahlungen einen unverandert niedrigen
Sauerstoffpartialdruck im Tumor aufwiesen. Diese persistierend hypoxischen Karzinome

hatten eine um 30% niedrigere Uberlebenswahrscheinlichkeit als alle anderen 3 Gruppen.

Die 3-Jahresergebnisse flr die 4 Gruppen, unterschieden nach Oxygenierungsverhalten,
sind in der Tabelle 14 aufgefihrt.

Fur die Patientinnen mit einem Ausgangs-pO. Uber dem medianen Sauerstoffpartialdruck
von 15mmHg waren die 3-Jahresergebnisse nahezu identisch mit den Ergebnissen der 17
Patientinnen mit einem niedrigen Ausgangs-pO,, der aber im Verlauf der Behandlung
anstieg.

Diese Zunahme des pO, war offensichtlich auch mit einer Zunahme der Radiosensibilitat

verbunden.

Tabelle 14:  Anderung des Oxygenierungsverhaltens unter der Strahlentherapie und der
Einflul® auf das klinische 3-Jahrestiberleben (3-JULZ)

Oxygenierungsverhalten Patientinnenzahl 3-JULZ [%]
N X+ SE
persistierend 28 67+ 9
euoxisch
euoxisch, 19 68 + 11

abnehmender Median

hypoxisch, 17 69 + 11
zunehmender Median

persistierend 23 38 +10
hypoxisch

Es ist festzustellen, dalt ein hoher Sauerstoffpartialdruck im Tumor vor oder unter der

Strahlentherapie ein Hinweis auf eine glinstige Prognose ist.



43

Es wurde analog zur Analyse der pratherapeutischen MeRwerte in einer Coxregression
unter Einbeziehung des Tumorstadiums als Kovariate die Uberlebenswahrscheinlichkeit in

Bezug zur Anderung des medianen Sauerstoffpartialdruckes betrachtet.

Uberleben
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Abbildung 7: Coxregression, adjustiert nach Stadium, fir die vor oder unter der
Strahlentherapie gut oxygenierten Karzinome (1), fir Karzinome mit
ansteigendem (2) oder abfallendem pO, (3) und persistierend hypoxische
Karzinome (4)

Patientinnen mit einem anhaltend gut oxygenierten Karzinom hatten auch unter
Einbeziehung des Tumorstadiums die beste Prognose, im Gegensatz zu Patientinnen mit
einem anhaltend schlecht oxygenierten Karzinom.

Fir die Patientinnen mit einem hypoxischen Ausgangsbefund verbesserte sich die
Prognose, wenn es unter der Therapie zu einem Anstieg des Sauerstoffpartialdruckes im
Tumor kam. Im Gegensatz dazu verschlechterte sich die Prognose fur Patientinnen mit
einem vor Therapie gut oxygenierten Tumor, wenn sich unter der Behandlung der

Sauerstoffpartialdruck im Tumor verringerte.

Der Unterschied im Uberleben zwischen der Gruppe der persistierend hypoxischen
Karzinome und den anderen 3 Gruppen ist mit p = 0,04 signifikant. Das relative Risiko, am
Tumor zu versterben, verdoppelt sich fur die Patientinnen mit persistierend hypoxischen
Karzinomen.

Damit ist festzustellen, dal die Anderung des Sauerstoffpartialdruckes im Tumor ein
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entscheidender prognostischer Faktor fur die Radiosensibilitdt bei Zervixkarzinomen ist.

Das Tumorstadium (Stadium 4A) hatte in der Betrachtung aller Patientinnen jedoch einen
gréReren EinfluR auf die Prognose als die Anderung des Sauerstoffpartialdruckes.
Deshalb stellte sich die Frage , ob diese Verhalten nicht von der Grofle des Tumors
abhangig war. Da im Stadium IlIB die meisten Patientinnen eingeschlossen waren, wurde
dieses Tumorstadium gesondert geprift. Die Uberlebenskurven sind in der folgenden

Abbildung dargestellit:

.....

Uberleben
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Abbildung 8: Uberlebenskurven in Abhangigkeit vom Oxygenierungsverhalten fir das
Stadium 11IB n.FIGO (N = 59)
1: pers. euoxisch ( N = 17), 2: ansteigender pO, (N =11),
3: abfallender pO,, (N=15), 4: pers. hypoxisch (N = 16)

Der Abbildung 8 ist zu entnehmen, dal} auch eine getrennte Analyse fur das Stadium I[l1B
die gleichen Verhaltensmuster im Oxygenierungsverlauf zeigt. Am schlechtesten im
Uberleben waren die 16 Patientinnen mit einem peristierend hypoxischen Karzinom, 17
Patientinnen mit persistierend euoxischen Karzinomen hatten die ginstigste Prognose.
Fir die 11 mit ansteigendem pO, und 15 Patientinnen mit abfallendem pO, war die
Prognose nahezu identisch. Eine statistische Signifikanz im Vergleich der Gruppen 1-3
gegen 4 ist mit p = 0,1 allerdings nicht signifikant.

Der EinfluR des unterschiedlichen Oxygenierungsverhaltens auf das klinische
Behandlungsergebnis ist auch in den Stadien IIB und IVA entsprechend, wobei im
Stadium IVA nur 2 Patientinnen mit einem persistierend euoxischen Karzinom noch am

Leben sind.
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In der Tabelle 13 ist zu sehen, dall die primar euoxischen und die Karzinome mit
ansteigendem Sauerstoffpartialdruck keine mef3baren hypoxischen Werte <5mmHg nach
19,8Gy aufwiesen.

Interessant war es deshalb fir uns zu uUberprifen, inwieweit eine Veranderung der
Hypoxie einen Einflul auf das klinische Resultat haben kdnnte. Bei der Betrachtung der

Veranderung der hypoxischen Werte gab es wiederum 4 Moglichkeiten:

keine meflibaren Werte <5mmHg vor und nach 11 Fraktionen (HF5-/-)
zu beiden Zeitpunkten melibare hypoxische Werte (HF5 +/+)
am Anfang mef3bar Werte <5mmHg, nach 19,8Gy keine mef3baren Werte (HF5 +/-)

o nh =

bei der pratherapeutischen Messung keine Werte <mmHg, aber nach 19,8 Gy
melbare Werte (HF5-/+).

In der Tabelle 15 sind die 3-Jahresiiberlebensdaten in Abhangigkeit von der Anderung der

hypoxischen Fraktion HF5 unter Bestrahlung aufgelistet.

Tabelle 15:  Anderung der hypoxischen Fraktion <5mmHg und
Uberlebenswahrscheinlichkeit

Anderung der HF5 Patientinnenzahl 3-Jahres;UberIeben [%]
0Gy /19,8Gy N X+ SE
HF5 -/- 10 69+ 15
HF5 +/- 22 67+ 10
HF5 +/+ 42 52+ 8
HF5 -/+ 13 54 + 14

Die Patientinnen, deren Karzinom nach 19,8Gy Hochvoltbestrahlung keine hypoxischen

MeRwerte <5mmHg aufwiesen, hatten eine um 13 - 17% bessere Prognose.

In der Abbildung 9 sind die Kaplan-Meier-Kurven fir die Anderung der hypoxischen

Fraktion <SmmHg dargestellt:
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Abbildung 9: Uberlebenskurven nach 19,8Gy in Abhangigkeit von der Anderung der
hypoxischen Fraktion<6mmHg flir alle 87 Patientinnen
1,3: keine hypoxischen Werte <5mmHg bei 19,8Gy
2,4: hypoxische Werte <6mmHg bei 19,8Gy

Es hat den Anschein, daB sich die Uberlebenskurven in Abhéngigkeit vom Status der HF5
nach 19,8Gy unabhangig vom pratherapeutischen Zustand angleichen: HF5(-) und
HF5(+) nach 11 Fraktionen sind fast deckungsgleich.

Alle 32 Patientinnen mit Tumoren ohne hypoxischen Tumoranteil nach 19,8 Gy wiesen

in der univariaten Analyse eine 3-Jahresuberlebenswahrscheinlichkeit von 65 + 9% auf im
Vergleich zu 50 + 7% fur die 55 Patientinnen mit mef3barer hypoxischer Fraktion

<5mmHg.

Es wurden deshalb die Patientinnen mit Karzinomen ohne hypoxische Werte bei 19,8Gy
mit denen verglichen, die hypoxische Werte nach 19,8Gy aufwiesen. Da das
Tumorstadium einen unabhangigen Prognosefaktor darstellte, erfolgte die Analyse als

Coxregression unter Adjustierung nach dem Stadium (Abb.10).

In der mehrfaktoriellen Analyse, adjustiert nach dem Stadium, hatte die Hypoxie <5mmHg
bei 19,8Gy, im Vergleich zu den Karzinomen ohne mefibaren hypoxischen Anteil
<5mmHg nach einer Dosis von 19,8Gy einen mit p< 0,05 signifikanten EinfluR auf das
Uberleben. Das relative Risiko eines fatalen Ausgangs erhéhte sich firr die Patientinnen
mit einem Karzinom mit hypoxischen MeRwerten <5mmHg um den Faktor 2. Das Stadium

hatte mit p<0,001 und dem Faktor 2,8 flir das relative Risiko einen héheren Einflul3.
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Abbildung 10 : Coxregression adjustiert nach Tumorstadium, flir HF5 (-) versus HF5(+)
bei 19,8Gy, p<0,05; RR 2 fur HF5; p<0,001; RR 2,8 fur Stadium

3.2.6. Oxygenierungsverhalten, Tumorresponse und Metastasierung
(-Event-free-Survival“)

Aus den bisherigen Analysen war nicht zu klaren, ob die Tumoroxygenierung bzw. deren
Anderung unter der Bestrahlung im Hinblick auf die klinischen Resultate ausschlieRlich
oder vorwiegend einen EinfluR auf das lokale Tumorgeschehen hatte, oder ob die
hypoxischen Zervixkarzinome insgesamt einen maligneren Phanotyp darstellen. Es ist zu
fragen, ob bei gut oxygenierten Zervixkarzinomen die Bestrahlung tber den klassischen
Sauerstoffeffekt wirkt und damit die schlechtere Prognose flr hypoxische Karzinome zu
erklaren ist, oder ob hypoxische Karzinome per se bdsartiger sind.

Die klinischen Daten wurden nach dem Befund einer Vollremission, eines lokalen
Tumorprogresses und einer Fernmetastasierung ausgewertet und speziell unter dem
Aspekt der Anderung des medianen Sauerstoffpartialdruckes und der Anderung der
hypoxischen Fraktion (HF5) evaluiert. Diese Datenanalyse unterscheidet sich vom
Gesamtuberleben, da durchaus Patientinnen mit lokalem Progre® oder mit
Fernmetastasen zum Zeitpunkt der Datenauswertung noch am 31.12.2000 am Leben

waren.

Die Haufigkeit der Ereignisse in Abhangigkeit von der Anderung des medianen

Sauerstoffpartialdruckes sind in der Tabelle 16 dargestellt:
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Tabelle 16:  Lokale Tumorrickbildung und der Fernmetastasierungshaufigkeit in Bezug
zum medianen Sauerstoffpartialdruckes unter der Strahlentherapie
PD = lokaler Progre3, FM = Fernmetastasen

Oxygen. Patientinnen | PD lokal FM
verhalten N N % N %
persistierend 28 4 14 6 21
euoxisch
ansteigender 17 2 12 6 35
PO,
abfallender 19 5 26 3 16
PO,
persistierend 23 9 39 6 26
hypoxisch
Gesamt 87 20 23 21 24

Die Karzinome mit einer persistierend schlechten Sauerstoffversorgung unter der
Bestrahlung zeigten mit 39% Tumorprogrel3 lokal das schlechteste Ansprechen im
Vergleich zu den Karzinomen mit einer guten Tumoroxygenierung unter der Bestrahlung
mit nur 14 bzw. 12% lokalem Therapieversagen. Das ist wiederum als ein Hinweis auf den
lokalen Sauerstoffeffekt flr die Wirksamkeit der Strahlentherapie zu werten. Fir die
Patientinnen mit einem unter der Behandlung abfallenden Sauerstoffpartialdruck im
Tumor verschlechterte sich das lokale Therapieansprechen. Schwierig ist die Bewertung
der Fernmetastasierung. Eine eindeutig héhere Fernmetastasierungsfrequenz fir die
persistierend hypoxischen Karzinome war nicht zu beweisen. Wahrscheinlich werden
Patientinnen mit einem lokalen Therapieversagen ihre Fernmetastasierung nicht erleben,
da diese erst nach einem langeren Zeitraum auftritt, der lokale MiRRerfolg sich aber sofort

manifestiert. (s. Tab. 6).

Die gleiche Analyse wurde fir den Einflul der Anderung des hypoxischen Tumorteils

<5mmHg unter der Bestrahlung vorgenommen.
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Tabelle 17:  Abhangigkeit der lokalen Tumorrtckbildung und Fernmetastasierungs-
haufigkeit vom Verhalten der hypoxischen Fraktion HF5 unter der
Strahlentherapie
PD = lokaler Tumorprogrel3 FM = Fernmetastasen

Oxygenierungs
verhalten N PD lokal FM

0Gy/19,8Gy N % N %
HF5-/- 10 1 10 2 20
HF5+/- 22 3 14 6 27
HF5+/+ 42 12 29 10 24
HF5-/+ 13 4 31 3 23
Gesamt 87 20 23 21 24

Die Hypoxie hat eine Bedeutung flir die lokale Radiosensibilitat. Karzinome ohne
hypoxischen Tumoranteil nach 19,8 Gy hatten die besseren lokalen Tumorkontrollraten.
Nahm der hypoxische Tumoranteil unter der Bestrahlung ab, verbesserte sich die lokale
Kontrollrate ebenfalls, sie verschlechterte sich aber erheblich, wenn es im Verlauf der

Behandlung zu einer Zunahme der Hypoxie im Tumor kam.

In unserem Patientinnengut hatte die hypoxische Fraktion <bmmHg Uberhaupt keinen

EinfluR auf die Fernmetastasierung.

3.3. Bedeutung der Hamoglobinkonzentration als Prognosefaktor

3.3.1. Hamoglobinkonzentration und klinische Resultate

Tumorpatientinnen weisen in einem hohen Male eine Anamie auf (143). Der Einflu® der
Anamie auf die Prognose bei primar bestrahlten Patientinnen mit Zervixkarzinomen ist
bekannt (23, 98,157,169,172) und wurde auch in unserem Patientinnengut Uberpruift.

Bei der Festlegung des Grenzwertes fur die Anamie richteten wir uns nach den
Empfehlungen der CTC des NCI. Fur Frauen liegt demnach der Grenzwert fir die
Definition einer milden Anamie bei einem Hamoglobinwert von 7mmol/l (entspricht
11,2g/dl).

Der Ausgangswert der Hamoglobinkonzentration fur alle 87 Patientinnen lag bei 7,7 +
0,8mmol/l, im Median 7,8 mmol/l. Nach 19,8Gy betrug der Mittelwert 7,5 £ 0,8mmol/l, im

Median 7,4 mmol/l.
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Die Uberlebenskurven fiir alle Patientinnen in Abhéngigkeit von der pratherapeutischen

Hamoglobinkonzentration <7mmol/l bzw. Uber diesem Grenzwert sind in der Abbildung 11

dargestellt:
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Abbildung 11: Uberlebenskurven anamischer und nichtandmischer Patientinnen, N = 87

Fir die anamischen Patientinnen (N = 16) betrug die 3-Jahresiberlebenswahr-
scheinlichkeit 31 + 13%, fur die Patientinnen mit einem hdéheren pratherapeutischen
Hamoglobinwert (N =71) 64 + 6%; p< 0,01.

Die Tabelle 18 zeigt den Zusammenhang zwischen Tumorstadium, pratherapeutischer

Hamoglobinkonzentration und Uberleben:

Tabelle 18: 3-Jahresliberleben in Bezug auf das Tumorstadium und den
pratherapeutischen Hamoglobinwert

Stadium Pat. 3-Jahresuberleben[%] Pat. 3-Jahresuberleben[%]
FIGO N Hamoglobin < 7 mol/l N Hamoglobin > 7 mol/|
X+ SE X+ SE
1B 0 19 72+ 11
B 13 38+ 15 46 65+ 7

IVA 3 0 6 33 £19
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Im Stadium 1I1B bestand bei keiner Patientin eine Anamie mit einem Hb <7mmol/l.

Alle anadmischen Patientinnen im Stadium IVA waren zum Zeitpunkt der Auswertung
bereits verstorben, von den 6 nichtanamischen Patientinnen leben noch zwei in klinischer
Vollremission.

Am augenfalligsten ist der Unterschied im Stadium 1l1B: Der Uberlebensvorteil von 27%

fur die nichtanamischen Patientinnen ist mit p<0,05 signifikant.

Da nicht allein der pratherapeutische Hamoglobinwert ein Prognosefaktor ist, sondern

auch ein niedriger Hamoglobinwert unter der Bestrahlung  mit einer unglinstigeren
Prognose verbunden sein kann (55, 59), wurde ein Zusammenhang zwischen der
Hamoglobinkonzentration vor Bestrahlungsbeginn und nach 19,8Gy Hochvolttherapie

hinsichtlich des klinischen Therapieansprechens analysiert.

Es ist bis jetzt nicht geklart , welche Hamoglobinhéhe fir Tumorpatientinnen optimal ist
und bis zu welcher Hdmoglobinhdhe bei Tumorpatientinnen unter der Bestrahlung eine
Substituierung erfolgen soll. Deshalb wurden im nichtanamischen Bereich die
Hamoglobinkonzentrationen nochmals unterteilt in die Bereiche zwischen 7-8mmol/l und

>8mmol/l. Die 3-Jahresergebnisse sind in der Tabelle 19 dargestellt.

Tabelle 19:  Tumorspezifisches 3-Jahres-Uberleben in Abhéngigkeit von der
Hamoglobinkonzentration
Hamoglobin | Patientinnen | 3-JULZ fiir | Patientinnen | 3-JULZ fur

[mmol/l] N Hb bei N Hb bei

0 Gy 0 Gy 19,8Gy 19,8 Gy

<7 16 31+13 20 41+ 10

>7-8 33 59+ 9 47 61+ 8

>8 38 72+7 20 75+ 10

Der Tabelle 19 ist zu entnehmen, dal3 die Patientinnen mit einer Anamie <7mmol/l, die
sowohl vor der Therapie als
Dabei

Hamoglobinbereich im Vergleich zu anamischen Werten <7mmol/I.

auch nach 19,8Gy bestand, das schlechteste 3-

Jahresuberleben zeigten. ergab sich ein Uberlebensvorteil im héheren

Die Frage war, ob die Anamie einen Einfluld auf die lokale Tumorriickbildung hat und ob

anamische Patientinnen auch eine hdhere Fernmetastasierungsrate aufwiesen. Aus
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diesem Grunde erfolgte eine Analyse der Iokalen Ereignisse und der

Fernmetastasierungsquote in Beziehung zur Hdmoglobinkonzentration (Tabelle 20 )

Tabelle 20: Anamie und Tumorresponse
PD = lokaler Tumorprogre FM = Fernmetastasen

Hamoglobin- pratherapeutisch nach 19,8Gy
wert
[mmo/1] Pat. PD % FM % Pat. | PD % FM %
N N N N N N
<7 16 6 38 5 31 25 11 44 4 16
7-8 33 9 27 7 21 40 7 18 10 25
>8 38 5 13 9 27 22 1 5 4 18

Anamische Patientinnen hatten mit 38% bzw. 44% die hochste Rate an lokalem

Therapieversagen.

Patientinnen mit einem pratherapeutischen Hamoglobinwert >8mmol/l dagegen zeigten
nur in 5 Fallen (13%) lokal einen Tumorprogrel3. Bestand unter der Behandlung ein
Hamogobinwert >8mmol/l, wurde nur in 1 Fall ein lokales Therapieversagen beobachtet.
Fir Patientinnen mit einem Hb zwischen 7-8mmol/l ergab die Analyse des lokalen
Tumoransprechens ein zwischen beiden Gruppen liegendes Ergebnis. Fur die
Abhangigkeit des lokalen Therapieansprechens von der pratherapeutischen
Hamoglobinkonzentration konnte eine Signifikanz mit p<0,05 ermittelt werden, fur die

Hamoglobinkonzentration unter der Therapie mit p<0,01.

Anamische Patientinnen wiesen zwar mehr Fernmetastasen auf, ein statistischer
Zusammenhang zur Hamoglobinkonzentration konnte in der univariaten Analyse nicht

hergestellt werden ( p = 0,18 pratherapeutisch und p = 0,6 fir 19,8Gy).

Aus der Analyse der Hamoglobinwerte vor Therapiebeginn und nach 11 Fraktionen ergab
sich eine besondere Bedeutung der Hamoglobinkonzentration fir das lokale

Therapieansprechen.
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Es wurde deshalb untersucht, inwieweit sich eine Veranderung der
Hamoglobinkonzentration innerhalb der ersten 2 Behandlungswochen im lokalen

Therapieansprechen widerspiegelt. Als Grenzwert wurde 7mmol/l verwendet.

Von den 87 Patieninnen zeigten 51 Patientinnen einen Hamoglobinwert >7mmol/l an
beiden Tagen, 13 eine persistierende Anamie <7mmol/l, 18 Patientinnen abfallende und 5
Patientinnen ansteigende Werte. 5 anamische Patientinnen wurden transfundiert, aber
nur bei 2 von ihnen konnte hierdurch eine Hamoglobinanhebung in den nichtanamischen

Bereich erzielt werden.

Die Uberlebenskurven sind in der Abbildung 12 dargestelllt.
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Abbildung 12: Qberleben in Abhangigkeit vom lokalen Therapieergebnis und der
Anderung der Hamoglobinkonzentration nach 19,8Gy

Den Kurven ist zu entnehmen, dafl} sich flr die Patientinnen mit einem abfallenden
Hamoglobin die lokale Kontrollrate verringerte, dagegen fur die 5 Patientinnen mit einem
ansteigenden Hamoglobin >7mmol/l sich die Prognose verbesserte. Der Unterschied ist
mit p<0,001 signifikant.

Ob durch eine noch gréRere Anhebung des Hamoglobins sich eine weitere
Prognoseverbessserung ergeben wirde, kann aus dem vorliegenden Patientinnengut

nicht geschlossen werden, da eine Substituierung >8mmol/l nicht erfolgte.
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3.3.2. Andmie und Tumorstadium

Die Analyse der Hdmoglobinkonzentration in Abhangigkeit vom Tumorstadium ergab eine
Zunahme der anamischen Werte im héheren Tumorstadium. Aus diesem Grund erfolgte
die mehrfaktorielle Analyse unter Einschlu® der Hamoglobinwerte und des
Tumorstadiums als Kovariate. In den Tabellen 21 und 22 sind das rel. Risiko (RR) sowie
die 95%-Cl-Werte und die statistische Signifikanz fir das Gesamtlberleben, den lokalen
Tumorprogrel® sowie die Fernmetastasierung aufgeschlisselt.

Fir das Gesamtuberleben waren sowohl das Tumorstadium als auch die
pratherapeutische Hamoglobinkonzentration mit dem rel. Risiko von 2,3 signifikante
unabhangige Prognosefaktoren.

Die grofite klinische Bedeutung jedoch ergab sich fir das lokale Tumorgeschehen in
Abhangigkeit vom Hamoglobinwert bei 19,8Gy. Mit dem Faktor 4 wurde ein gréferes
Risiko im Vergleich zum Tumorstadium mit dem rel. Risiko von 3,7 errechnet.

Diese Ergebnis unterstreicht die Bedeutung der Hamoglobinkonzentration flr die lokale
Strahlentherapiewirkung und [aRt auf die Bedeutung des Sauerstoffs als strahlen-

sensibilisierendem Faktor schlieRen.
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Tabelle 21: Mehrfaktorielle Analyse (Coxregression) flir den Zusammenhang zwischen Tumorstadium und pratherapeutischer
Hamoglobinkonzentration fir das Gesamtiiberleben, das lokale Tumorgeschehen und die Fernmetastasierung
RR = rel. Risiko
Gesamtlberleben lokales Tumorgeschehen Fernmetastasen
RR 95%-Cl p RR 95%-Cl p RR 95%-Cl p
Stadium 23 1,1-4,5 0,013 3,8 1,6-9 0,002 1,1 0,4-2,6 0,9
pratherapeut.Hb 2,3 1,1-4,9 0,026 2 0,7-5,5 0,17 2,5 0,9-7,4 0,09
(<7mmol/l vs.>7Tmmol/l

Tabelle 22:  Mehrfaktorielle Analyse (Coxregression) fir den Zusammenhang zwischen Tumorstadium und Hamoglobin-
konzentration flr das Gesamtlberleben, das lokale Tumorgeschehen und die Fernmetastasierung nach 19,8 Gy
RR = rel. Risiko
Gesamtuberleben lokales Tumorgeschehen Fernmetastasen
RR 95%-Cl p RR 95%-Cl p RR 95%-Cl p
Stadium 24 1,3-4,6 0,007 3,7 1,6- 8,9 0,003 1,3 0,6-2,9 0,6
Hb 19,8 Gy 1,9 1-3,9 0,06 4 1,6-9,8 0,003 0,7 0,2-2,3 0,5
(<7mmol/l vs.>7mmol/|
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3.3.3. Anamie und Tumoroxygenierung

Der Zusammenhang zwischen lokalem Therapieansprechen und einer Anamie laldt einen
Zusammenhang zwischen Tumoroxygenierung und Hamoglobinkonzentration vermuten.
Als erstes wurde eine moglich Korrelation zwischen dem medianen Sauerstoffpartialdruck
im Tumor und dem Hamoglobinspiegel gepruift:

In der Abbildung 13 ist die Hamoglobinkonzentration in Abhangigkeit zum

pratherapeutischen Sauerstoffpartialdruck im Tumor dargestellt:
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Abbildung 13: Hamoglobinkonzentration und medianer Tumor-pO,; N = 87, p = 0,09

Obwohl das Streudiagramm optisch den Eindruck einer Korrelation vermittelt, ist mit p =

0,09 nur ein statistischer Trend, aber kein signifikanter Zusammenhang aufzuzeigen.

In der Analyse der Hamoglobinhéhe, bezogen auf den medianen Sauerstoffpartialdruckes
im Tumor von 15mmHg, besteht auf Grund der grol3en Streubreite ebenfalls keine
statistische Signifikanz (Abb.14):
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Abbildung 14: Hoéhe des pratherapeutischen medianen Sauerstoffpartialdruckes in
Abhangigkeit von der Hamoglobinkonzentration unter oder tGiber 7mmol/l
fur alle 87 Patientinnen

Die Hamoglobinkonzentration fir Karzinome mit einem pO,-Median <15mmHg betrug
7,5 £ 0,9 mmol/l, fir die Tumore mit einem medianem pO, >15mmHg 7,9 + 0,7mmol/l, p =
0,197.

Auch eine getrennte Auswertung nach dem Stadium erbrachte keine anderen Resultate.
Offensichtlich kann auch bei einer hohen Hamoglobinkonzentration ein hypoxischer

Tumor vorhanden sein.

3.3.4. Anamie und Tumorhypoxie

Eine Anamie verursacht eine Gewebehypoxie, so dall der Zusammenhang zwischen
Tumorhypoxie und Anamie analysiert wurde.

Zwischen den gemessenen pO,-Werten <5mmHg (HF5) und  der
Hamoglobinkonzentration konnte keine Beziehung, zumindest nicht bei Betrachtung des
gesamten Patientenkollektivs, hergestellt werden, es bestand keine statistische
Korrelation(Abb.15).
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Abbildung 15: Tumorhypoxie HF5 (N =87) und Hamoglobinkonzentration flr das
gesamte Patientenkollektiv

Auch eine Auswertung des pratherapeutischen Oxygenierungswertes in Abhangigkeit
von den unterschiedlichen Hamoglobinhéhen ergab flir den medianen Tumor-pO, (p=
0,3), die HF 2,5 (p= 0,2) und die HF5 ( p= 0,5) keinen signifikanten Unterschied

Anders stellen sich die gleichen Analysen bei Betrachtung der Tumoroxygenierung und

der Hamoglobinkonzentration bei 19,8Gy dar.

Es fand sich fur die hypoxische Fraktion <2,5mmHg und <5mmHg eine signifikante
Korrelation zwischen der Hamoglobinkonzentration und dem prozentualen Anteil der
hypoxischen MeRwerte. Die Korrelationen sind in einem Matrix- Streudiagamm dargestellt
(Abb.16).

Fir den medianen Sauerstoffpartialdruck konnte mit p = 0,08 nur ein Trend errechnet

werden.
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Anamische Patientinnen mit einem Hamoglobinwert <7mmol/l nach 19,8Gy hatten einen
signifikant hoéheren Anteil an hypoxischen MeRwerten <5mmHg gegenlber
nichtandmischen Werten bei dieser Strahlendosis.

Dieses Ergebnis unterstreicht die Bedeutung der Hamoglobinkonzentration im Verlauf der
Strahlentherapie fir die Tumoroxygenierung. Die klinische Schluf3folgerung kann nur sein,
alles zu vermeiden, was zu einer Abnahme der Hamoglobinkonzentration unter der

Strahlentherapie flihrt und damit die lokale Tumorhypoxie verstarkt.

3.4. GefaRdichte im Tumor
3.4.1. GefaRdichte und Prognose

Untersuchungen zur Bedeutung der Tumoroxygenierung und zur Bedeutung der Andmie
als Prognosefaktoren fir das Ansprechen von Uteruszervixkarzinomen auf eine
Strahlentherapie erfordern eine Untersuchung zur Gefalidichte.

Bei 46 Patientinnen wurde in pratherapeutisch enthommenen Tumorbiopsien
immunhistochemisch mit dem Antikdrper CD31 die Gefaldichte bestimmt. Angegeben
wird die Gefaldichte auf 10 High-Power-Fields (HPF).

In der Abbildung 18 sind zwei Beispiele fir die unterschiedliche Vaskularisation in
Zervixkarzinomen dargestellt. Der linke Schnitt zeigt ein gut vaskularisiertes Karzinom,

der rechte Schnitt ein Karzinom mit einer geringen Vaskularisation.
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Abbildung 18: Histologische Schnitte mit immunhistochemischer Darstellung von
Endothelzellclustern und GefaRanschnitten mit CD31, links gefalreicher
Tumor, rechts gefalkarmer Tumor
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Die mittlere GefaRdichte aller untersuchten Biopsien betrug 149 + 104 Gefalte pro
10 HPF, der Median der Gefaldichte lag bei 128 Gefalke/10 HPF.

Tabelle 23: GefaRdichte im Tumor in Abhangigkeit vom Tumorstadium
Stadium N GefaRdichte/10 HPF Median
1B 6 98+ 61 95
B 35 162 £ 112 145
IVA 5 112 £+ 40 126
Gesamt 46 149 + 104 128

Ein statistisch zu belegender Unterschied der Gefalldichte vom Tumorstadium bestand

nicht, auch nicht zwischen Stadium |IB und IlIB.

Es wurde der EinfluR der GefaRdichte auf das Uberleben fiir alle Patientinnen getestet,
unterteilt nach dem Median der GefalRdichte des jeweiligen Stadiums. Die
Uberlebenskurven zeigt die Abbildung 19. Patientinnen mit einem Tumor mit héherer
Gefaldichte hatten mit 33 + 10% 3-Jahresliberleben gegenliber 72 £+ 10% flr Tumore mit
einer geringeren GefaRdichte eine geringere Uberlebenswahrscheinlichkeit. Der

Unterschied im Uberleben ist mit p = 0,0135 signifikant.
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Abbildung 19: Uberlebenswahrscheinlichkeit in Abhangigkeit von der GefaRdichte,
unterteilt nach dem Median der Gefalidichte des jeweiligen Stadiums
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Es wurden weiterhin die Zahl der Tumoren mit einem lokalen Progref® und die Haufigkeit

der Falle mit Fernmetastasen in Bezug auf die GefalRdichte analysiert.

Tabelle 24: Tumorkontrolle bezogen auf den Median der Gefafdichte des jeweiligen
Tumorstadiums (CR = Komplettremission; PD = lokaler ProgreR;
FM = Fernmetastasen)

Gefaldichte CR Haufigkeit PD Haufigkeit FM Haufigkeit

[%] [%] [%]
<Median 14/23 61 6/23 26 3/23 13
>Median 9/23 39 7123 30 7/23 30

Die Karzinome mit einer geringeren Gefalidichte zeigten eine hdhere Rate von
anhaltenden Komplettremissionen. Der Unterschied im lokalen Therapieansprechen war
dabei gering, dafir konnte bei gefalRdichten Tumoren eine hdhere Rate an
Fernmetastasen beobachtet werden.

Der SchluB3, dal3 gefalRdichte Tumoren haufiger Fernmetastasen verursachen als solche
mit einer geringeren GefalRdichte ist auf Grund der geringen Fallzahl sicher sehr

zurickhaltend zu beurteilen und bedarf weiterer Beobachtungen.

3.4.2. GefaRdichte und Tumoroxygenierung

Die hohe Gefalidichte als negativer Prognosefaktor veranlafRte uns, die Beziehung
zwischen Gefaldichte und Oxygenierung zu analysieren. Es ist zu fragen, ob die hohe
Gefaldichte mit einer besseren Durchblutung und damit einer besseren Oxygenierung im
Tumor verbunden ist, oder ob im Gegenteil dazu die hohe Gefalidichte eher zu einer
Verringerung des Sauerstoffpartialdruckes im Tumor infolge eines chaotischeren
Gefallwachstums und der daraus resultierenden Stase mit erhdhtem Verbrauch an
Sauerstoff im Tumorgewebe fihrt. Damit ist indirekt die Frage nach der Funktionsfahigkeit

des Tumorgefalisystems verbunden.

Es wurde zunachst die Abhangigkeit zwischen Gefalidichte und Sauerstoffpartialdruck im
Tumor, reprasentiert durch den pO, - Medianwert ermittelt.
Betrachtet man fur alle 46 Patientinnen den Zusammenhang zwischen Gefaldichte im

Tumor und dem medianen Tumor-pO2 , besteht kein Zusammenhang (Abb.20).
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Abbildung 20: GefaRdichte und medianer Tumor-pO2, p = 0,8

Die gleiche Beziehung wurde zwischen der Gefalkdichte und dem hypoxischen
Tumoranteil, reprasentiert durch die hypoxische Fraktion <5mmHg, geprtft. Der Abbildung
21 ist zu entnehmen, dal} auch fur die GefalRdichte und die HF5 keine Korrelation ermittelt

werden konnte.
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Abbildung 21: Gefaldichte im Tumor und hypoxische Fraktion ( HF5), p = 0,5
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Im Folgenden wurde die Gefalldichte hinsichtlich der Veradnderung des
Oxygenierungsstatus unter der Bestrahlung ermittelt. Fur diese Auswertung konnten nur
die Anderungen des medianen Tumor-pO, ausgewertet werden, da nur hier die Gruppen

anndhernd gleich besetzt waren.

Tabelle 25: Tumoroxygenierung unter Bestrahlung und Gefaldichte

Oxygenierungsverhalten N Gefalkdichte/10 HPF p
persistierend euoxisch 11 132 + 94 N
ansteigender pO2 7 74 + 40 .
abfallender pO2 14 121+ 66
persistierend hypoxisch 14 226 + 121 ) 0,002

Vergleicht man die GefaRdichte der 14 anhaltend schlecht oxygenierten Karzinome mit
der Gefaldichte der 3 anderen Gruppen, die vor Beginn der Behandlung oder unter der
Therapie nach 19,8Gy einen hohen Sauerstoffpartialdruck >15mmHg Median aufwiesen,
besteht ein hochsignifikanter Unterschied mit p = 0,002. Die Gefalidichte in den
persistierend hypoxischen Karzinomen ist mindestens doppelt so hoch wie die in den

Tumoren mit einem vor oder unter der Therapie gut oxygenierten Karzinom.
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Abbildung 22: Gefaldichte fir die persistierend hypoxischen Karzinome und fiir die vor
oder nach 19,8Gy Bestrahlung gut oxygenierten Karzinome

Beim Zervixkarzinom sind eine intratumorale Hypoxie und eine hohe Gefaldichte eng

miteinander verbunden. Mit dieser Feststellung ist nicht geklart, worin die Ursache zu
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suchen ist oder welche kausalen Zusammenhange bestehen. Es ist aber naheliegend,
dal es sich bei den TumorgeféaRen um funktionell minderwertige Gefalle handelt, die mit
einer Stérung des Blutflusses zu einer lokalen Hypoxie fihren. Andererseits hat eine

permanente Tumorhypoxie offensichtlich eine Gefainduktion zur Folge.

3.4.3. Anamie und GefaRdichte

Wenn wir nachweisen kénnen, dal3 es einen Zusammenhang gibt zwischen der
Tumorhypoxie und der GefalRdichte, stellt sich die Frage, ob nicht die Anamie als Ursache
der Gewebehypoxie eine Angiogenese induziert.

Es wurde von wuns zunachst die Korrelation zwischen Gefaldichte und
Hamoglobinkonzentration flir alle 46 Patientinnen, bei denen eine CD31-Bestimmung

vorlag, vorgenommen.
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Abbildung 23: GefaRdichte und pratherapeutischer Hamoglobinspiegel, p = 0,08

Zwischen der Konzentration des Hamoglobin und der GefaRdichte bestand mit p = 0,08
ein Trend in Richtung zur héheren Gefalidichte im Tumor fir anamische Patientinnen,
aber keine Signifikanz.

Auch die Analyse der Gefaldichte fur die Gruppe der anamischen Patientinnen im
Vergleich zur Gefaldichte mit den nichtanamischen Patientinnen erbrachte keinen
signifikanten Unterschied, ebenso der Vergleich der Hamoglobinkonzentration getrennt
nach dem Medianwert der GefaRdichte von 128 Gefallen/10 HPF.
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Als bedeutsam flr die Prognose hatte sich in der Analyse der Veranderungen der
Tumoroxygenierung unter der Strahlentherapie die Subgruppe der persistierend
hypoxischen Karzinome im Vergleich zu den Gruppen der Karzinome, die vor oder unter

der Behandlung einen medianen Sauerstoffpartialdruck >15mmHg boten, herausgestelit.

Aus diesem Grund haben wir die Beziehung zwischen der Gefalidichte im Tumor und der
Hamoglobinkonzentration fir die Gruppen mit einem vor oder unter der Therapie gut

oxygenierten Tumor und einem persistierend hypoxischen Karzinom analysiert.
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Abbildung 24 : GefaRdichte und Hamoglobin fir persistierend hypoxische Karzinome
(®),N =14, und Karzinome mit vor oder unter der Therapie gut
oxygenierten Karzinomen (O), N=32; p <0,01

Fir die 14 Patientinnen mit einem unter der Bestrahlung persistierend hypoxischen
Karzinom <15mmHg bestand zwischen der GefalRdichte im Tumor und der Héhe der
Hamoglobinkonzentration eine signifikante Korrelation (r =0,8; p<0,01). Fir die 32
Patientinnen mit einem primar gut oxygenierten Karzinom oder einem pO,-Anstieg unter

der Behandlung war ein Zusammenhang nicht herzustellen.

3.5. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Der Nachweis einer ungtinstigeren Prognose fir die Patientinnen mit Zervixkarzinomen
mit hoher Gefal3dichte hatte uns veranlaf’t, den Vascular Endothelial Growth Factor

(VEGF) als Wachstumsfaktor flir die Angiogenese zu bestimmen.
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Analysiert wurden die Befunde von 41 Patientinnen, die wegen eines histologisch
gesicherten Uteruszervixkarzinoms eine primare kurative Strahlentherapie erhalten
hatten.

Der Test stand erst ab Ende 1996 zur Verfigung. Das Patientinnengut ist nur partiell mit
den Patientinnen, die in die Oxygenierungsuntersuchungen einbezogen worden,
identisch, so daR diese Daten gesondert ausgewertet wurden. Zur Uberpriifung einer
TumorgréRenabhangigkeit haben wir auch Patientinnen mit Zervixkarzinomen des
Stadiums IB einbezogen.

Die Bestimmung von VEGF erfolgte mittels eines kommerziell erhaltlichen Immunoassays
fur humanes VEGF55 (Quantikine; R&D Systems Europe). Mit diesem Test ist eine
quantitative Bestimmung des freien VEGF-Proteins im Serum, Plasma oder auch in

Zelliberstanden von Zellkulturen moglich.

Das mittlere Alter aller Patientinnen betrug 64 + 16 Jahre ( 32 -85 Jahre). Die Beurteilung
des Therapieresultates (CR: Komplettremission, PD: progredienter Verlauf) erfolgte
klinisch. Fur die Auswertung wurde die VEGF-Bestimmung im Serum vor Beginn der

Strahlentherapie herangezogen.

Tabelle 26: Die VEGF-Werte im Serum (sVEGF) in Abhangigkeit vom Tumorstadium

Stadium Patientinnenzahl VEGF im Serum [pg/ml] Median
N X + SE [pg/ml]
I 3 326 + 156 319
Il 6 258 + 54 229
1] 24 450 + 61 424
v 8 815 1 304 422
Alle 41 484 + 73 376

Eine Ubersicht Uber die VEGF-HS6he im Serum (SVEGF) in Abhangigkeit vom
Tumorstadium ist in Tabelle 26 dargestellit.

Die Betrachtung der Mittelwerte + Standardfehler fir die Stadien |IB bis IVA ergab eine
scheinbare Beziehung von der sVEGF-H6he zum Tumorstadium. Auf Grund der sehr
groflen Streuung war eine statistische Sicherung eines stadienrelevanten und damit

tumorgréRenassoziierten sSVEGF-Wertes nicht moglich.

Weder im Vergleich der Mittelwerte vom Stadium IIB (N = 6; 258 + 54 pg/ml]) zum
Stadium llIB (N = 24; 450 + 61 pg/ml), noch von Stadium IlIB zu Stadium IVA (N = 8; 815
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+ 304pg/ml) noch von Stadium IIB zu Stadium IVA war ein signifikanter Unterschied
feststellbar.

Da es fur die VEGF-Hohe im Serum keinen Referenzbereich fir Gesunde gibt, wurden die
Hohen der sVEGF-Konzentration fur die Patientinnen mit Tumorprogref3 (PD, N = 19) mit
den 22 in Remission lebenden Patientinnen (CR) verglichen.

Die sVEGF-Hohe fir die CR-Patientinnen betrug 320 + 44 pg/ml (Median 256pg/ml), fur
die Patientinnen mit progredientem Verlauf 674 + 138 pg/ml (Median 438pg/ml). Der
Unterschied ist mit p = 0,015 signifikant.
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Abbildung 25: sVEGF in Abhangigkeit vom klinischen Verlauf

Die Schwelle fir eine unglinstige Prognose konnte mit 600 pg/ml fir das untersuchte

Patientengut ermittelt werden.

Fir diesen Wert wurde fir alle Patientinnen, die auch im weiteren Verlauf klinisch
nachgesorgt wurden, die Uberlebenswahrscheinlichkeit nach Kaplan-Meier berechnet
(Abb. 26 ).

Von den Patientinnen mit einem Serum-VEGF >600pg/ml (N = 9) lebte nach 3 Jahren
keine mehr, von denen mit einem VEGF<600pg/ml (N = 32) 63 £ 9%, p= 0,0004.
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Abbildung 26 : Uberlebenskurven fiir Patientinnen mit Uteruszervixkarzinomen in
Abhangigkeit vom Serum-VEGF

Es ist festzustellen, dal® Patientinnen mit einem Serum- VEGF-Spiegel >600 pg/ml eine

ungunstige Prognose hatten.

Die Erkenntnis, dal® VEGF auch in Megakaryozyten synthetisiert, Thrombozyten fiir das
VEGF-Protein ein ,Vehikel“ darstellen und VEGF bei der Thrombozytenaktivierung
freigesetzt wird (10, 122, 164, 205, 209), gab den Anlal}, einen mdglichen
Zusammenhang zwischen VEGF und der Thrombozytenzahl bei unseren Patientinnen zu

analysieren.

Zwischen der Héhe der Thrombozytenzahl und den nachgewiesenen sVEGF-Werten war

eine signifikante Korrelation nachweisbar (p<0,01).

Es ist demnach davon auszugehen, dal® durch die Gerinnungsvorgange Uber aktivierte
Thrombozyten VEGF aus Thrombozyten freigesetzt wird und im Serum nicht nur VEGF

aus Endothelzellen und Tumorzellen, sondern auch aus Thrombozyten bestimmt wird.

Wenn im Serum auch Thrombozyten-VEGF bestimmt wird und ein hoher VEGF-Level im
Serum mit einer unglnstigen Prognose verbunden war, bestand die Moglichkeit, daf’

auch der Thrombozytenzahl eine prognostische Bedeutung zukommen kdnnte.
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Patientinnen mit einem ungunstigen Krankheitsverlauf wiesen weit hohere
Thrombozytenwerte auf als solche mit Komplettremissionen. Fur die Patientinnen in
Remission (N = 22) wurde ein Thrombozytenwert von 223 + 17 Gpt/l (Median: 216Gpt/l)
ermittelt, fir die Patientinnen mit Tumorprogre® (N = 19) 309+ 28 Gpt/l (Median:
263Gpt/l), p = 0,012.

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit in Abhéangigkeit von der Héhe der Thrombozytenzahl

haben wir auf die mediane Thrombozytenzahl von 250Gpt/I bezogen.
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Abbildung 27: Uberlebenskurven fiir Zervixkarzinome in Abhangigkeit vom Median der
Thrombozytenwerte (250 Gpt/l)

Die 20 Patientinnen mit einer niedrigeren Thrombozytenzahl wiesen ein 3-Jahres-
Uberleben von 68 + 11% auf, die 21 Patientinnen mit einer héheren Thrombozytenzahl
36 + 11%, p<0,01.

Der Thrombozytenwert von 250Gpt/I entspricht immer noch einem klinischen Normwert.
Ob sich der negative EinfluR der Thrombozyten nur Uber das VEGF ableiten 1aRt, ist bis
jetzt absolut unklar. Sicher ist aber, dal’ mit der Bestimmung des freien VEGF im Serum

in hohem MalRe Thrombozyten-VEGF bestimmt wird.

Eine weitere Fragestellung war, ob eine Anamie einen Einflul auf die VEGF-Expression
hat. Fir die 41 Patientinnen, bei denen die Untersuchungen fir das Serum-VEGF

erfolgten, ergab sich kein statistischer Zusammenhang zur Hdmoglobinkonzentration. Es
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war aber nicht sicher, ob nicht die Thrombozyten einen mdglichen Effekt der Anamie
verschleiern kénnten. Um den Thrombozyteneinflu® zu umgehen, haben wir daraufhin
VEGF im Zitrat-Plasma bestimmt. Durch den Zusatz von Zitrat wird die
Thrombozytenaktivierung verhindert und damit eine Freisetzung von VEGF-Protein aus

Thrombozyten blockiert.

Da retrospektiv kein Plasma von den Serum-VEGF-Patientinnen zur Verfliigung stand,
erfolgten Untersuchungen an 38 Patientinnen mit gynakologischen
Plattenepithelkarzinomen. Es handelte sich dabei um 36 Patientinnen mit
Zervixkarzinomen der Stadien Ill und IV sowie um 2 Vulvakarzinome im Stadium Ill. Als
Bezugspunkt fiir die Anamie wurde ein Wert von 7mmol/l gewahlt.

Der VEGF-Wert im Blutplasma betrug 52+14 pg/ml flr andmische (n = 8) und 31+21pg/mi
fur nichtanamische Patientinnen (n = 30), p<0,05.

Unter anamischen Bedingungen kam es zu einer Stimulation der VEGF-Expression. Ob
das freie VEGF dabei vermehrt in Tumorzellen oder im Normalgewebe exprimiert wird,
kann aus der Untersuchung nicht ermittelt werden. Es kann aber aus unseren
Untersuchungen ein Zusammenhang zwischen Anamie, Gewebehypoxie, VEGF-

Expression und Angiogenese postuliert werden.
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3.6. Proliferation und maligne Progression

3.6.1. FluBzytometrische Untersuchungen

Uber die Relevanz des DNA-Gehaltes in Zellen von Zervixkarzinomen fir die
Strahlensensibilitat gibt es widersprichliche Aussagen. Einigkeit besteht dartber, dafd in
Zervixkarzinomen sowohl rein diploide, rein aneuploide als auch gemischt diploid-und

aneuploide Zellen vorkommen (9,115).

Eine unkomplizierte und etablierte Methode zur Bestimmung des DNA-Gehaltes von
Tumorzellen ist die Flulizytometrie. Neben der Aussage zum DNA-Index kénnen mit der
FluRzytometrie Angaben zum S-Phasen-Anteil und damit zum Proliferationsverhalten der

Tumorzellen gewonnen werden (9).

Bei insgesamt 66 Patientinnen konnten die Ergebnisse der flowzytometrischen
Untersuchung ausgewertet werden.

Da die Gewebeproben fur die DNA-Analyse aus der gleichen Probeexcision stammten
wie die Proben fir die immunhistochemischen Untersuchungen, konnte sichergestellt
werden, daf es sich in jedem Fall auch um Tumormaterial handelte.

In normalen Zellen betragt der DNA-Index 1,0. Jeder andere Wert Gber oder unter 1 ist ein

Hinweis auf einen gestérten DNA-Gehalt der Tumorzellen.

In den von uns untersuchten Tumoren waren alle Varianten von einfachen diploiden
Tumoren, Tumoren mit aneuploiden und diploiden Tumoranteilen bis zu ausschliellich
aneuploiden Tumoren nachweisbar. Fur die Auswertung wurde die angenommen
ungunstigste Variante ausgewahlt, bei gemischt diploid-aneuploiden Tumoren demnach

der aneuploide DNA-Wert zugrunde gelegt.

Tabelle 27 : DNA-Index und S-Phasenanteil in Abhangigkeit von dem
Tumorstadium
Stadium Pat. DNA-Index DNA-Index S- S-
N X+ SE Median Phasenanteil [%] Phasenanteil [%]
X + SE Median
1B 13 2,19 +29 1,43 16 + 1,7 16
B 35 1,81+ 23 1,22 19,5+2,3 16
IVA 8 1,39 + 04 1,36 19,5+ 3,3 17
Gesamt 66 1,8 +2.3 1,36 18,9+ 1,6 16
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In der Tabelle 27 ist die Hohe des DNA-Index sowie der S-Phasenanteil fir die einzelnen
Tumorstadien aufgefihrt.
Es konnte kein Unterschied des DNA-Index in Abhangigkeit vom Tumorstadium ermittelt

werden.

Die HOhe des DNA-Index lag zwischen 1 und 15,7. Auch wenn es den Anschein hatte,
dal es zwischen den Stadien IIB und IlIB bzw. IVA einen Unterschied gab, war dies auf
Grund der grof3en Streubreite statistisch nicht zu belegen.

Die TumorgroRe hatte demnach keinen EinfluR auf die Stérung des Zellwachstums.

Neben der Differenzierung nach der Ploidie und dem DNA-Index haben wir als mdglichen
Proliferationsmarker den  S-Phasenanteil ausgewertet, zumal als weiterer
Proliferationsmarker immunhistologisch Kl-67 bestimmt worden war.

Es konnte auch fir die Héhe des S-Phasenanteils keine Stadienabhangigkeit ermittelt

werden.

3.6.2. Ploidie und Uberlebenswahrscheinlichkeit

In der Literatur gibt es einige Hinweise, die einen Uberlebensvorteil fiir diploide Tumoren
beschreiben (101,115,121,135,149,198,199). Aus diesem Grund erfolgte zunachst die

Uberlebensanalyse:

Wie aus der Kaplan-Meier-Kurve (Abb. 28) zu sehen ist, gibt es in Bezug auf den
Ploidiestatus keinerlei Unterschiede im Uberleben flir unsere Patientinnen. In der
mehrfaktoriellen Analyse, adjustiert nach dem Stadium, haben die diploiden Karzinome
eine etwas bessere Prognose, die aber statistisch nicht relevant war. Auch bei isolierter
Betrachtung der Tumorstadien ergab sich kein Unterschied im klinischen Ergebnis in

Abhangigkeit von der Ploidie.
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Abbildung 28: Uberleben und Ploidiestatus fir diploide Karzinome (DI =1; N = 26) und
aneuploide Karzinome (DI>1; N = 40)

3.6.3. DNA-Index und Tumoroxygenierung

Eine weitere Frage war, ob die Sauerstoffversorgung im Tumor einen Einflu auf das
Zellwachstum hat und ob es unter hypoxischen Verhaltnissen zu Unterschieden im DNA-
Index kommt.

Es wurde daflir die HOhe des DNA-Index - getrennt nach dem Median des untersuchten
Oxygenierungsparameters - verglichen. Die Resultate sind in der folgenden Tabelle

dargestellt:

Tabelle 28: DNA-Index in Bezug auf den Median der Oxygenierungsparameter

Oxygenierungsparameter DNA-Index
2,5mmHg-Wert; Median <3% 1,8 £2,0
>3% 1,9 £25

5mmHg-Wert; Median >18% 1,8+2,0
<18% 1,9+25

medianer Tumor-pO,  <15mmHg 22+ 3,0
>15mmHg 1,4+0,3
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Fur die Hypoxieparameter HF2,5 und HF5 gab es keine Unterschiede in der Hohe des
DNA-Index zwischen den Karzinomen mit einem hdheren hypoxischen Tumoranteil und
einem weniger hypoxischen Tumoranteil.

Die Differenz in der Hohe des DNA-Index, bestimmt nach dem medianen Tumor- pO, fiir
die gesamte Patientengruppe, zeigt zwar mit 2,2 + 3 einen hoheren DNA-Index als in der
gut oxygenierten Gruppe, der Unterschied ist aber auf grund der Streubreite nicht
signifikant. Trotzdem kann der hdhere DNA-Index und insbesondere die hohe Streubreite
bei den hypoxischen Karzinomen als ein Hinweis fiir eine Stérung im Teilungsverhalten in
hypoxischen Tumoren gedeutet werden.

Da im Stadium IlIB die meisten Untersuchungen sowohl fir die FluRzytometrie als auch
bei den Oxygenierungsmessungen durchgefuhrt worden, erfolgte eine gesonderte
Analyse fir dieses Stadium.

Die Betrachtung flr das Stadium I[lIB demonstriert den Einflul der persistierenden
Hypoxie auf die Zellteilung. Fir die 13 persistierend hypoxischen Karzinome betrug der
DNA-Index 2,44 + 4, fur die 30 Karzinome, die vor oder unter der Strahlentherapie
euoxisch waren, nur 1,5 + 0,7, (n.s). Die hohe Streubreite der DNA unter Hypoxie ist ein

Hinweis fur die Stérung der Replikation unter Sauerstoffmangel.

DNA-Index

K

N= 13 30
pers. hypoxisch im Verlauf euoxisch

Oxygenierungsverhalten

Abbildung 29: DNA-Index in Abhéngigkeit von der Anderung des medianen Tumor-pO,
fur das Stadium lIB fir die persistierend hypoxischen Karzinome und
vor oder im Verlauf euoxischen Karzinome (N = 43)
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Auch die Anamie hatte keinen statistisch zu verifizierenden EinfluR auf die DNA-Index-
Hohe.

3.6.4 Untersuchung der Tumorproliferation

Als ein Marker zur Beurteilung der Proliferation diente der in der Flufizytometrie
bestimmte = S-Phasenanteil. = Weiterhin  wurde  fir die  Beurteilung des
Proliferationsverhaltens immunhistologisch KI-67 (MIB-1) bestimmt. In der Tabelle 29 sind

die Daten der beiden untersuchten Marker bezogen auf die Tumorstadien dargestellt:

Tabelle 29: S-Phasen-Anteil und KI-67 bei Zervixkarzinomen

Stadium N S-Phase Median N KI-67 Median
X + SE X + SE
1B 13 17+ 6 16 14 | 64 + 23 65
B 35| 20+ 14 16 49 | 71 +19 74
IVA 8 20+ 10 17 7 | 78+18 81
Gesamt | 56 19+12 16 70 | 70+ 20 75

Es gab weder fir die Héhe der S-Phase noch fir KI-67 einen Unterschied zwischen den
einzelnen Tumorstadien.

Aus der Uberlegung, dal schnell proliferierende Karzinome in einem hoheren Male
hypoxische Tumoranteile aufweisen kénnen, sollte in einem weiteren Schritt der
Zusammenhang zwischen Proliferation und Tumoroxygenierung geprift werden. Als
Trennpunkt wurde dabei der Medianwert von KI-67 und der Median der S-Phase gewahlt
und fur beide Gruppen der prozentuale Anteil der hypoxischen Fraktion HF2,5 und HF5

sowie die Hohe flir den pratherapeutischen Sauerstoffpartialdruck bestimmit.
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Tabelle 30: S-Phasenanteil und Oxygenierungsparameter

S-Phase [N HF2,5 [%] HF5 [%] Medianer pO, [mmHg]
[%] X +SE Median |X + SE Median X+ SE Median
<16% 26 |13+ 20 3 22+ 23 15 18+ 12 18
>16% 30 (22 £ 27 7 34 + 31 31 8 +19 9

Es zeigt sich, dalk die Karzinome mit einem hoheren S-Phasenanteil, d.h. mit einer
hoéheren Proliferationsrate, hypoxischer sind. Auf Grund der hohen Streubreite war diese
Vermutung aber statistisch nicht abzusichern. Fir die S-Phase konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den Tumoren mit einer hdheren Proliferationsrate (>16%) und
denen mit einer geringeren Proliferationsrate (<16%) und den Oxygenierungsparametern
bewiesen werden, allerdings fand sich flr den hypoxischen Tumoranteil HF5 ein Trend
mit p= 0,1 dahingehend, daf héher proliferierende Karzinome einen héheren hypoxischen

Tumoranteil hatten..
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Abbildung 30: Hypoxische Fraktion <5mmHg und Median des S - Phasenanteils

Als zweiter Proliferationsmarker wurde von uns KI-67 in Bezug zur Tumoroxygenierung
untersucht. Als Bezugspunkt fur die Auswertung wurde der Median von 75% gewahlt. Die

Ergebnisse sind in der Tabelle 31 aufgefihrt:
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Tabelle 31: KI-67-Expressions und Tumoroxygenierungsparameter

KI-67 N HF2,5 [%] HF5 [%] Medianer pO, [mmHg]
X+SE  Median X + SE Median |X + SE Median

<75% 35 |14+ 24 0 22+ 27 10 26+ 22 20

>75% 35 |12 £+ 19 1 26 + 27 16 17 + 14 15

Aus der Tabelle 31 geht hervor, dal — zumindest in dieser Untersuchung - fur KI-67 in
Bezug auf die Oxygenierungsparameter keine Unterschiede bestanden. Auch in der
Umkehr - Héhe der Expression von KI-67 in Abhangigkeit vom Median von HF2,5; HF5
und dem medianen Sauerstoffpartialdruck - ergibt sich kein wesentlicher Unterschied in
der Expressionshéhe fur die einzelnen Gruppen. Es konnte damit kein Zusammenhang
zwischen dem Oxygenierungsstatus der untersuchten Zervixkarzinome und der

Expression des Proliferationsmarkers KI-67 nachgewiesen werden.

3.6.5. Tumorproliferation und Anamie

Es wurde die Héhe der S-Phase in Bezug auf den pratherapeutischen Hamoglobinspiegel
untersucht. Die These war, dal3 die Anamie die Tumorproliferation hemmen soll. In der
Abbildung 31 ist der S-Phasenanteil fir die vor Therapiebeginn anadmischen und

nichtanamischen Patientinnen dargestellt:

40

30+

20+

S-Phase [%]

10 ] .
N= 12 44
<7 mmol/l >7 mmol/l

Hamoglobinausgangswert

Abbildung 31: S-Phasenanteil und pratherapeutischer Hamoglobinwert
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Andmische Patientinnen hatten Karzinome mit einer hoheren Proliferationsrate, d.h. mit
einem hoheren S-Phasenanteil, aufzuweisen. Der Unterschied fur beide Gruppen war mit
p= 0,059 an der Grenze zur statistischen Relevanz. Auf alle Falle hatte eine hohe
Hamoglobinkonzentration keinen Einflul im Sinne einer Férderung des Proliferations-
verhaltens, sondern das Ergebnis ist als ein Hinweis auf einen systemischen Effekt eines
stark proliferierenden Karzinoms mit einer Anamie als Folgeerscheinung zu interpretieren.
Fur KI-67 konnte keine Beziehung zwischen der Expressionshéhe und der Anamie

festgestellt werden.

3.6.6.Tumorresponse, Proliferation und Metastasierung

Zur Uberpriifung der Annahme, daR Tumore mit einer hoheren Proliferationsrate in einem
gréBeren Ausmall Fernmetastasen bilden als Tumore mit einer niedrigeren
Proliferationsrate wurde der Anteil an lokalem Therapieversagen und an Fernmetastasen

fur die beiden Proliferationsmarker bezogen auf den jeweiligen Median, gepruft.

Tabelle 32 Tumorremission und Metastasierung in Bezug zur Proliferation
CR Komplettremission; PD lokaler Progref3; FM Fernmetastasen

KlI-67-Expression CR Haufigkeit PD Haufigkeit FM Haufigkeit
[%] [%] [%]
<75% 20/35 57 9/35 26 6/35 17
>75% 17/35 49 7/35 20 11/35 34
S-PHASE
<16% 17/26 65 5/26 19 4/26 15
>16% 17/30 57 9/30 30 4/30 13

Wahrend bei Analyse des Proliferationsmarkers KlI-67 doppelt so viel Fernmetastasen fir
die Karzinome mit einem hohen Proliferationsanteil beobachtet wurden, kann diese
Beobachtung fir den S-Phasenanteil nicht bestatigt werden. Fir die Karzinome mit
héherem S-Phasenanteil war die lokale Remissionsrate ungunstiger.

Der Anteil der Tumore in klinischer Komplettremission war nahezu identisch.
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Die Annahme, dal schnell proliferierende Karzinome eine hohe Fernmetastasierungsrate
haben, konnte zumindest in dieser Untersuchung fir Zervixkarzinome nach primarer

Strahlentherapie nicht eindeutig belegt werden.

In der Uberlebensanalyse, getrennt nach dem Median des S-Phasenanteils und dem

Median der KI-67-Expression, gab es keinen Unterschied im Behandlungsresultat.

Zusammengefaldt kann festgestellt werden, dall das Proliferationsverhalten vor

Strahlentherapie flir das klinische Behandlungsergebnis nicht relevant war.
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3.7. Tumorprotein P53

P53 ist eines der wichtigsten Tumorsuppresorproteine, dessen Aufgabe die
Aufrechterhaltung und Kontrolle normalen Wachstums ist. Der Verlust der P53-Funktion
kann bei Tumoren mit einem aggressiveren Wachstum verbunden sein. Der Verlust der
Wildtyp-Funktion von P53 kann durch eine Mutation entstehen. Das Wildtyp-P53-Protein
kann durch Bildung von Komplexen mit viralen Proteinen ebenfalls einen Funktionsverlust
erleiden. In der Untersuchung wurde P53-Protein immunhistochemisch in
pratherapeutischen Biopsien bestimmt.

Der in unserer Untersuchung fir die immunhistochemische Untersuchung verwendete
Antikérper DO-7 ist ein Antikérper, der zwischen transformiertem P53 und Wildtyp-P53
nicht unterscheiden kann. Es besteht in der Literatur Ubereinstimmung, daR Wildtyp-P53-
Protein eine sehr kurze Halbwertszeit hat (46), die unter 20 min. liegt; demgegentber hat
transformiertes P53 eine Halbwertszeit von Uber 3 Stunden. Auf Grund der kurzen
Nachweiszeit von Wildtyp-P53 in den immunhistochemischen Untersuchungen haben wir
postuliert, dal die Karzinome ohne P53-Nachweis Karzinome mit Wildtyp-P53-Protein
(wt-P53) waren, die P53-positiven Karzinome aber ein transformiertes und damit ein in

der Funktion eingeschranktes P53 (t-P53) aufwiesen.

P53-positive Zellen

Abbildung 32: Immunhistochemische Darstellung von P53-Protein in einem
Plattenepithelkarzinom der Zervix uteri
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3.7.1. Analyse der P53-Expression

In 60 von 70 untersuchten Tumoren kam P53 in unterschiedlicher prozentualer H6he zur
Darstellung. Es wurde davon ausgegangen, dal es sich bei diesen Befunden um Tumore
mit transformiertem P53 handelte. In unserer Untersuchung konnte bei 10 Karzinomen
keine Darstellung des P53-Proteins in der Immunhistologie erfolgen, es wurde

angenommen, dal} es sich in diesen Fallen um Wildtyp-Befunde handelte.

Eine Zusammenhang zwischen Tumorstadium und der Hohe der PS3-Expression war

nicht zu sichern.

Tabelle 33: Tumorstadium und P53-Expressionshdhe
Stadium Patientinnen P53 P53
FIGO zahl X + SE [%] median [%]
N
lIb 14 27 + 22 28
b 49 21+ 24 15
IVa 7 23+ 32 13
Total 70 23+24 15

Zur Uberpriifung der Frage, ob Hypoxie im Tumor einen Einfluss auf die P53-Expression
hat, wurde die Hohe der P53-Expression bestimmt fir die Tumore mit und ohne mefR3bare
Sauerstoffpartialdricke unter 2,5 und 5mmHg und verglichen mit der Hohe der P53-

Expression fur Karzinome mit nachweisbarem hypoxischen Tumoranteil (Tab.34).

Tabelle 34: P53-Expressionshéhe und Tumorhypoxie
Tumor- Pat. P53 p
hypoxie N X + SE [%]
HF2,5 [-] 35 19+4
HF2,5 [+] 35 27 + 4 0,022
HF5 [-] 21 1314
HF5 [+] 49 27+ 4 0,012
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Im Ergebnis konnte nachgewiesen werden, dal} in hypoxischen Karzinomen eine hdhere
P53-Expression immunhistochemisch darstellbar war als in Karzinomen ohne melbare
hypoxische Tumoranteile. Der Unterschied in der Hoéhe der P53-Expression in
hypoxischen Tumoren ist mit p = 0,022 fir die Werte <2,5mmHg und mit p = 0,012 flr die
<5mmHg-Werte gegenuber der Hohe der P53-Expression in Tumoren ohne hypoxische
Tumoranteile signifikant. Die Anamie hatte auf die Hohe der P53-Expression keinen
Einflul3.

3.7.2. P53-Expression und Uberlebenswahrscheinlichkeit

Sechzig der siebzig Tumoren wiesen eine P53-Expression auf. Die Uberlebens-
wahrscheinlichkeit betrug dabei nach 3 Jahren fur die tP53-Karzinome 51 £ 1 %, flr die
10 Patientinnen ohne P53-Expression 89 + 15 %. Auf Grund der kleinen Fallzahl ist der

Unterschied in der Prognose aber mit p = 0,14 statistisch nicht signifikant.

Auch in der mehrfaktoriellen Analyse, adjustiert nach dem Stadium, ist — trotz eines
Uberlebensvorteils von ca. 25% fiir die wtP53-Patientinnen - der EinfluR des P53-Status

zum Zeitpunkt der Analyse nicht signifikant.

Uberleben

0 10 20 30 40 50 60
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Abbildung 33: Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir Patientinnen mit wtP53-Karzinomen

(N =10) und tP53 (N = 60), adjustiert nach Tumorstadium,
Unter Einbeziehung des Tumorstadiums wurde in einer Cox-Regression der Einflu® des
P53-Status und der Tumorhypoxie auf das Uberleben als multifaktorielles Geschehen
Uberpruft.
Als Hypoxie-Marker wurde der Median der hypoxischen Fraktion<bmmHg von 18%

gewahlt. Auf Grund der kleinen Fallzahl haben wir dabei die Gruppe der 10 wtP53-
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Tumoren nicht unterteilt. Die Kombination "tP53 und HF5 Uber 18%” wurde bei 32
Patientinnen, die Kombination "tP53 und HF5 unter 18%” ” bei 28 Patientinnen
beobachtet.

Uberleben
~

0 10 20 30 40 50 60
Zeit [Monate]

Abbildung 34: Coxregression fur wtp3-Karzinome (1), tP53/HF5<18% (2) und
tP53/HF5>18% (3) adjustiert nach Stadium

Die beste Prognose fiir das Uberleben hatten die Patientinnen mit einem wtP53-Tumor,
schlechter war die Prognose fir tP53- Karzinome mit einer hypoxischen Fraktion
<5mmHg unter 18%, am ungiinstigsten stellte sich die Prognose fir das Uberleben der
Patientinnen mit tP53-Tumor und einem hypoxischen Tumoranteile >18% HF5 dar.
Insgesamt ist aber der Unterschied in der Prognose zwischen den 3 Patientengruppen

statistisch nicht signifikant.

3.7.3. Zusammenhang von Hypoxie, P53 und DNA-Index

Fir den DNA-Index konnten Unterschiede in Abhangigkeit von dem P53-Status nach-
gewiesen werden. Transformierte P53-Karzinome wiesen einen DNA-Index von 1,97 + 0,4
auf, wtP53 von 1,67 £ 0,1, p = 0,05. Bei tP53-Karzinomen ist demnach ein héherer Anteil

an Tumorzellen mit aneuploiden DNA-Gehalt festzustellen.

In der Abb. 35 ist die H6he des DNA-Index in Abhangigkeit von der die P53-Expression
dargestellt. Parameter ist die Tumorhypoxie <5mmHg. Die hypoxischen und P53-positiven
Karzinome wiesen mit einem DNA-Index von 2,2 + 3,1 gegenuber einem DNA-Index von
1,2 + 0,3 bei P53-positiven nichthypoxischen Karzinomen einen deutlich hoheren

aneuploiden DNA-Anteil auf.
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Abbildung 35: DNA-Index in Bezug zum P53-Status und der Tumorhypoxie HF5

Die Tumorhypoxie hatte offensichtlich bei den Tumoren mit Wildtyp-P53 keinen Einflufd
auf die Hohe des DNA-Index. Ebenso war der DNA-Index bei den Tumoren mit tP53-
Zellen niedrig, wenn keine Tumorhypoxie meRbar war. Auffallend war der hohe DNA-
Index mit einer grofien Standardabweichung fir die Karzinome, die hypoxische MeRRwerte

und ein transformiertes P53 aufwiesen.

3.8. BCL-2-Bestimmungen

In den immunhistochemischen Untersuchungen wurde mit BCL-2 ein weiteres Protein
bestimmt, dal® einen Einflul auf die Apoptose hat. So, wie P53 in die Zellzyklusregulation
eingreift und in den Fallen einer gestérten DNA-Synthese die Reparatur oder Apoptose
einleitet, verhindert BCL2 die Apoptoseinduktion.

Eine Verbindung zwischen den beiden apoptoseregulierenden Oncogenen laft sich in
unserer Untersuchung nachweisen, es bestand zwischen der Hohe der Expression von

BCL2 und der Hoéhe der Expression von P53 eine positive Korrelation von p = 0,002.

3.8.1. BCL-2 und Tumorstadium

In unserer Untersuchung fand sich bei 34/70 immunhistochemischen Untersuchungen
kein Nachweis von BCL2.

Der Median der BCL2-Expression flr die am Tumor verstorbenen Patientinnen betrug
1%, fiir die zum Stichtag lebenden 0,1%. Ein Unterschied im Uberleben fir das gesamte
Patientenkollektiv war in Abhangigkeit vom BCL2-Median nicht festzustellen. Die Analyse

des prozentualen Vorkommens, bezogen auf die Tumorstadien und das gesamte
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Patientenkollektiv, ist in der Ubersicht in Tabelle 35 dargestellt:

Tabelle 35: BCL2-Expression und Tumorstadium
Stadium N BCL2 Median
X + SE [%]
IIB 14 25+ 35 6,5
B 49 12+ 24 1
IVA 7 19 + 38 0,1
TOTAL 70 15+ 28 1

Ein statistisch signifikanter Unterschied in der Expressionshdhe war zwischen den
einzelnen Stadien nicht zu ermitteln. Der Median war aber im Tumorstadium [IB am

Hochsten und nahm zum Stadium IVA ab.

Die Uberlebensanalyse, bezogen auf den Median der Expression der Tumorstadien,

ergab folgende Resultate:

Tabelle 36: 3-Jahreslberleben in Abhangigkeit von der BCL-2-Expression

Stadium und Median 3-Jahres-
der Expression [%] N Uberleben p
[IB <6,5% 7 86 +13 0,12
>6,5% 7 38 +20
11B<1,0%| 26 59 £ 10
>1,0%| 23 62+ 11
IVA <0,1% 4 0
>0,1% 3 33+ 27
Gesamt<1%| 31 56 + 9
>1%| 39 56+ 8

Fir das Tumorstadium IIB bestand in Abhangigkeit von der Expressionshéhe von BCL2
ein Uberlebensunterschied von fast 50%. Trotzdem war der Unterschied wegen der
kleinen Fallzahlen statistisch nicht zu sichern. Fur die hdheren Tumorstadien hatte die

BCL2-Expression keinerlei Bedeutung fir das klinische Therapieergebnis.
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3.8.2. BCL-2 und DNA-Index

BCL-2 hemmt die Apoptose. Es konnte vermutet werden, dal} sich ein gestortes
Zellwachstum bei immunologisch positivem Nachweis von BCL-2 durch einen hohen
DNA-Index beweisen laf3t. Es erfolgte aus diesem Grund die Analyse des DNA-Index in
bezug zum BCL-2-Status. Da sich der Median fir die einzelnen Tumorstadien erheblich

unterschied, erfolgte die Analyse getrennt nach Tumorstadium.

In der Abbildung 37 ist der DNA-Index fur die Tumorstadien in Abhangigkeit vom Median

der BCL2-Expression des jeweiligen Tumorstadiums dargestellt:

é 249 | . S T v
_? ............. }___ E il
<
b cererianaas
o 04
1B B IVA 1B nB IVA
-2
N= 6 24 4 4 14 3
>Median <Median

BCL2-Expression

Abbildung 37: DNA-Index in Abhangigkeit vom Median der BCL-2-Expression des
jeweiligen Tumorstadiums

Nur im Stadium [IB war ein hdherer DNA-Index mit einer breiteren Standardabweichung in
den Tumoren mit einer BCL2-Expression Uber dem Median von 6,5% im Vergleich zu den
Gewebeproben mit einer hoheren BCL2-Expression zu beobachten. Dies spricht fiir eine
funktionierende Apoptosehemmung durch BCL2 im Stadium I[IB: Hohe Expression mit

wenig Apoptose; niedrige Expression mit héherer Apoptosewirkung.

In den hoheren Tumorstadien hatte die BCL2-Expression keinerlei Bezug zum DNA-
Index.

Moglicherweise ist nur in den niedrigeren Tumorstadien noch mit einer vergleichsweise
intakten BCL2-Funktion zu rechnen, in den hdheren Stadien spielt BCL2 in der

Apoptoseregulierung keine Rolle mehr. Daflir spricht auch der relative Verlust der BCL2-
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Eine Beziehung zur Tumoroxygenierung konnte nicht gefunden werden, weder fir den

medianen Sauerstoffpartialdruck noch zur hypoxischen Fraktion.

Die Analyse der Tumorrtckbildung in Abhangigkeit von der BCL2-Expression zeigte

keine Unterschiede .

Tabelle 37: BCL-2-Expression und Tumorresponse

BCL-2-Expression| CR Haufigkeit PD Haufigkeit FM Haufigkeit
[%] [%] [%]
<1% 16/31 52 9/31 29 6/31 19
>1% 21/39 54 7/39 18 11/39 28

Zusammenfassend kann gezeigt werden,

dall BCL-2 als Prognosemarker flr

fortgeschrittene Zervixkarzinome ungeeignet war.
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3.9. Analyse der Ergebnisse der Behandlung mit alleiniger
Strahlentherapie im Vergleich zur adjuvanten IFN/cRA-Behandlung

Im Rahmen einer Phase-ll- und Phase-lll-Studie zum EinfluR einer Behandlung mit
Interferon-alpha-2a und 13-cis-Retinsdure auf das Behandlungsergebnis beim
fortgeschrittenen, primar bestrahlten Zervixkarzinom wurden in unserer Klinik zwischen
1995 und 1999 Patientinnen mit Zervixkarzinomen der Stadien 1IB und 1lIB n.FIGO in
diese Studien eingebracht. Auch wenn die Auswertung dieser Studien nicht das Ziel der
Untersuchung war, haben wir die Therapieresultate und tumorbiologischen Parameter der
Studienpatientinnen mit den Ergebnissen der Patientinnen verglichen, die im gleichen
Zeitrahmen mit einer alleinigen Strahlentherapie behandelt worden waren.

32/87 Patientinnen waren in den IFN/cRA-Studien behandelt worden, 55 Patientinnen

erhielten eine alleinige Strahlentherapie.

IFN+Rad

Uberleben

0 10 20 30 40 50 60 70
Zeit [Monate]

Abbildung 38: Uberlebenskurven fiir die Gruppe der IFN/cRA-Patientinnen ( N = 32) im
Vergleich zur Gruppe mit alleiniger Radiatio ( N = 55)

Die 3-Jahres-Analyse ergab fur die 32 Patientinnen bei einer mittleren
Nachbeobachtungszeit von 42 Monaten ein tumorspezifisches Uberleben von 61 + 8 % im
Vergleich zu 57 + 7% fur die 55 Patientinnen mit einer alleinigen Strahlentherapie.

Auch im ereignisfreien Uberleben zeigte sich kein Unterschied: Fur die IFN-Patientinnen
ergab sich eine Prognose fiir lokal tumorfreies Uberleben mit 77 + 8% vs.73 + 6% fir nur
bestrahlte Patientinnen. Fiir das fernmetastasenfreie Uberleben betrug der Unterschied
75 + 8% fur die IFN-Gruppe und 74 £ 7% fur die nur bestrahlte Gruppe, p = 0,84.

Es bestand kein Unterschied in der Prognose zwischen beiden Behandlungsgruppen.
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Die Analyse des 3-Jahresuberlebens in Bezug zur adjuvanten Therapie nach dem

Interferon-Protokoll und dem Tumorstadium zeigt die Tabelle 38:

Tabelle 38 :  3-Jahresuberleben nach alleiniger Strahlentherapie (Rad) und kombinierter
Behandlung mit IFN/cRA (IFN+Rad)

Stadium Therapie Patientinnen- 3-Jahres- p
zahl Uberleben (X + SE)
1B IFN +Rad 6 83+15%
Rad 13 65+ 14 % 0,51
B IFN +Rad 26 56 £ 10 %
Rad 33 64+ 9% 0,54.

Wie der Ubersicht zu entnehmen ist, bestand weder fiir das Stadium [IB noch fir das
Stadium 1lIB ein statistischer Unterschied im Vergleich beider Therapieoptionen. Die
adjuvante Therapie mit Interferon-alpha-2a und 13-cis-Retinsaure hat den Patientinnen

keinen Therapievorteil gebracht.

In der Tabelle 39 sind alle gepruften Parameter fiir die Gruppe der IFN/cRA-Patientinnen
und derjenigen Patientinnen mit einer alleinigen Strahlentherapie gegenulbergestellt und

statistisch analysiert.

Der einzige evaluierbare Unterschied zwischen beiden Therapiegruppen betraf die

pratherapeutische Tumoroxygenierung.

Die Patientinnen in der IFN/cRA-Behandlungsgruppe wiesen eine statistisch signifikant
bessere Tumoroxygenierung im Vergleich zu den Patientinnen mit alleiniger
Strahlentherapie in den pratherapeutisch gemessenen Werten auf. Dieser Unterschied
konnte jedoch nach 19,8 Gy Hochvolttherapie nicht mehr beobachtet werden. Die

zusammengehorenden Werte wurden in der Tabelle 39 mit einer Klammer markiert.
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Tabelle 39:  Ubersicht tiber die untersuchten Parameter, unterschieden nach alleiniger
Strahlentherapie und Interferon/cRA-Zusatzbehandlung

Interferon/cRA alleinige Bestrahlung
Parameter Pat. Wert Pat. Wert p
N N
Hamoglobin 0Gy 32 7,8+0,1 55 7,7+0,1 0,8
mmO/I|
Hamoglobin 19,8Gy 32 7,4 10,1 55 7,5 £0,1 0,6
mmol/I
HF 2,5 0 Gy 32 10,5+ 3 55 19+3,2 0,07 l
%
HF 2,5 19,8 Gy 32 11+ 3 55 17+3 0,17J
%
HF5 0 Gy 32 17 +4 55 32+4 0,02 1
%
HF 5 19,8 Gy 32 22+5 55 17 £2 0,27J’
%
Median 0 Gy 32 26+4 55 18 +2 0,04
mmHg 1
Median 19,8 Gy 32 23 4 55 17+ 2 0,19 J
mmHg
Gefaldichte 15 157 £ 31 31 144 £17 0,99
/10HPF
S-Phase 22 16+1,5 44 21+ 2 0,36
%
DNA-Index 22 24+0,7 44 1,5+ 0,1 0,92
P53 28 204 42 24+ 4 0,46
%
BCL2 28 1114 42 18 £5 0,11
%
Kie7 28 67+ 4 42 72+ 3 0,21
%

Letzendlich konnte unsere Untersuchung nachweisen, dal} nicht die pratherapeutische

Oxygenierung, sondern der Sauerstoffpartialdruck im Tumor unter der Bestrahlung

prognoserelevant war, so dal® der Vorteil der besseren pratherapeutischen Oxygenierung

fur die IFN/cRA-Patientinnen sich nicht im besseren Therapieergebnis niedergeschlagen

hat.

Auf alle anderen gepriften Parameter hatte die 2-wéchige Vorbehandlung mit Interferon-

alpha-2a und 13-cis-Retinsaure keinen Einfluf3.
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3.10. Mehrfaktorielle Regressionsanalyse ausgewahlter Parameter

In den bisherigen Kapiteln wurden einzelne Parameter auf deren EinfluR auf das
Therapieergebnis und auf ihre mdgliche Wechselwirkungen geprift. Zur Bewertung der
untersuchten Faktoren hinsichtlich ihrer klinische Bedeutung sollen diese abschlieRend in
einer logistischen Regressionsanalyse  untersucht werden. Es wurden in diese
Untersuchung die Parameter einbezogen, die in der univariaten Analyse oder in der
Coxregression einen signifikanten Einflul3 auf das klinische Ergebnis gezeigt hatten. Dazu
gehdrten Tumorstadium, der mediane Sauerstoffpartialdruck bzw. die hypoxische Fraktion

<5mmHg im Tumor sowie die Hamoglobinkonzentration vor und unter der Bestrahlung.

Fur die Regressionsuntersuchung war eine Umwandlung der Werte in dichotome Variable
erforderlich. Die Bewertung erfolgte dabei fir den Sauerstoffpartialdruck nach dem
Median der gemessenen Werte. Fir die hypoxische Fraktion HF5 erfolgte die Einteilung
nach "gemessene Werte von 5mmHg" versus "keine Werte <6mmHg". Die Bewertung der
Hamoglobinkonzentration wurde in Abhangigkeit von 7mmol/l als Grenzwert

vorgenommen.

Die Regressionsanalyse erfolgte fir das Gesamtiberleben, den lokalen Tumorprogref’
und die Fernmetastasierungsrate zum Zeitpunkt der Auswertung mit Stichtag vom
31.12.2000.

Als kategoriale Kovariate wurde das klinische Stadium eingesetzt..

Da sich sowohl der mediane Sauerstoffpartialdruck als auch die Tumorhypoxie als
prognostisch bedeutsame Faktoren erwiesen haben, aber beide Faktoren voneinander
abhangig sind, wurde zur Vermeidung eines "Overfitting" flir beide

Oxygenierungsparameter die Untersuchung getrennt vorgenommen.

In den Tabellen 40 und 41 sind die p-Werte fur die gepriften Parameter flr das
Gesamtlberleben, das lokale Tumorgeschehen sowie flir die Fernmetastasierung

aufgefihrt.



Tabelle 40:  Signifikanzen der logistischen Regression unter Einbeziehung des
medianen Sauerstoffpartialdruckes als Oxygenierungsparameters
kursiv: gunstiger Prognoseparameter

Parameter Gesamt- Lokaler Fern-
Uberleben Tumorprogref® metastasen

Hamoglobin pratherapeut. 0,005 0,127 0,462
>7mmol/l vs. <7mmol/l

Hamoglobin 19,8 Gy 0,015 0,0001 0,260
>7mmol/l vs. <7mmol/l

medianer pO, vor Therapie 0,598 0,281 0,189
>15mmHg vs.<15mmHg

medianer pO, nach 19,8 Gy 0,377 0,042 0,768
>15mmHg vs.<15mmHg

Stadium n.FIGO 0,037 0,003 0,626

Gesamtmodell 0,037 0,001 0,479
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Tabelle 41:  Signifikanzen der logistische Regression unter Einbeziehung der
hypoxischen Fraktion HF5 als Oxygenierungsparameter
kursiv: gunstiger Prognoseparameter

Parameter Gesamt- Lokaler Fern-
Uberleben Tumorprogrel} metastasen
pratherapeut. Hamoglobin 0,005 0,127 0,462

>7mmol/l vs. <7mmol/l

Hamoglobin 19,8Gy 0,015 0,0001 0,260

>7mmol/ vs. <7mmol/l

pratherapeut. HF5 0,640 0,868 0,754
HF5 =0 vs. HF5 >0

HF5 nach 19,8Gy 0,075 0,076 0,886
HF5 =0 vs. HF5 >0

Stadium n.FIGO 0,037 0,003 0,626

Gesamtmodell 0,018 0,002 0,726

Als wichtigster Prognoseparameter bei fortgeschrittenen Zervixkarzinomen im
vorliegenden Modell unter Einbeziehung des Stadiums, der Hamoglobinkonzentration vor
Therapiebeginn und nach 19,8Gy sowie der Oxygenierungsparameter vor Therapie und
nach 19,8Gy erwies sich die Hamoglobinkonzentration sowohl in den pratherapeutischen
Untersuchungen als auch in besonderem MaRe die Hamoglobinabhangigkeit nach
19,8Gy. Anamische Patientinnen mit primar bestrahlten Zervixkarzinomen hatten sowohl
im Gesamtlberleben als auch im lokalen Therapieansprechen signifikant schlechtere
Ergebnisse als nichtanamische Patientinnen. Von allen untersuchten Parametern kam in
diesem Modell der Hamoglobinkonzentration bei 19,8Gy die hoéchstsignifikante

prognostische Bedeutung fir das lokale Tumorgeschehen zu.
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Die pratherapeutische Tumoroxygenierung war im vorliegenden Modell bei
Zervixkarzinomen unter Berucksichtigung unseres Therapiekonzeptes nicht
prognoserelevant. Auch die pratherapeutisch gemessene Tumorhypoxie, reprasentiert
durch die hypoxische Fraktion <6mmHg, hatte weder fir das Gesamtiberleben noch fir
das lokale Ansprechen auf die Strahlentherapie einen signifikanten Effekt. Von
signifikantem EinfluB}, insbesondere fiir das lokale Tumorgeschehen, erwies sich aber die
Tumoroxygenierung im Verlauf der Strahlentherapie, d.h. nach 19,8Gy. Hier konnte in den
univariaten Analysen eine Korrelation zum Hamoglobin bewiesen werden.

Unabhangig von allen Parametern hat sich ein hohes Tumorstadium, d.h. das Stadium
IVA, als ungulnstiger Prognosefaktor bewiesen.

Keinerlei EinfluR konnte in Bezug auf die Fernmetastasierung gefunden werden. Die
Behauptung, dall hypoxische Karzinome an sich bésartiger sind, kann durch die
vorliegende Untersuchung nicht gestiitzt werden.

Unser Ergebnis unterstreicht die Bedeutung des Sauerstoffs als strahlensensibilisierender
Substanz. Klinische Schluf3folgerung muf® sein, im Verlauf einer Strahlentherapie den
hamatologischen Parametern groRere Bedeutung zu widmen als bisher und eine Anamie

im Behandlungsverlauf adaquat zu behandeln.
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4. Diskussion

4.1. Klinische Therapiergebnisse

Das in der Behandlung der Patientinnen mit inoperablen Zervixkarzinomen angewandte
strahlentherapeutische Konzept beruht auf den klinischen Ergebnissen der zwischen 1974
und 1978 in Halle untersuchten Dosis- und Fraktionierungsschemata in der
Kombinationsbehandlung mit Hochvoltbestrahlung und High-dose-rate-Afterloading (57).
Im Therapieregime mit einer Hochvoltbestrahlung von 45 Gy im Punkt B und 7Gy
Einzeldosis HDR-AL im Punkt A hatte von je her die Kontakttherapie einen hohen Anteil
an der Gesamtdosis, so dal der internationale Trend zur Erhéhung des Anteils der
Kontakttherapiedosis (99) keine Veranderung des Therapiekonzeptes in unserer Klinik in
den letzten Jahren erforderlich machte.

Eine - sich moglicherweise auch im Therapieergebnis auswirkende - Veranderung wurde
allerdings vorgenommen: der zeitliche Ablauf im Einsatz der Kontakttherapie wurde
modifiziert. Wahrend im urspriinglichen Therapiekonzept mit Beginn der Strahlentherapie
eine Brachytherapie-Applikation pro Woche erfolgte, wurde flr die vorliegende
Untersuchung der Beginn der Brachytherapie auf die 2. Halfte der Hochvolttherapie, d.h.
nach 11 Fraktionen, verlegt. Die Uberlegung war, fir die Messungen des
Sauerstoffpartialdruckes unter der Behandlung eine identische Dosisverteilung im Tumor
zu erhalten, die in ihrer Homogenitat nur durch eine Hochvolttherapie erreicht werden
konnte. Damit bestanden fir alle untersuchten Patientinnen gleiche Bedingungen. Zur
Einhaltung der Gesamtbehandlungszeit machte es sich erforderlich, in der letzten
Therapiewoche 2 Kontakteinlagen zu applizieren. Damit konnte bei ungestértem Ablauf
die Therapiezeit auf 30 Behandlungstage, d.h. 6 Wochen begrenzt werden. Dieser
Idealfall ist durch Gerateausfalle oder Feiertage nicht immer zu realisieren gewesen, eine
Gesamtbehandlungsdauer von 7 Wochen wurde aber in keinem Fall tUberschritten. Aus
der zeitlichen Umstellung des Therapieablaufes ergab sich keine Anderung der
Gesamtdosen im Therapiekonzept. Die Modifikation des Behandlungsablaufes ist
moglicherweise auch ein Grund fir die relativ glinstigen Uberlebensdaten, die
ausgewiesen werden kénnen. Eine Zusammenfassung der publizierten Ergebnisse unter
Anwendung des HDR-Afterloading-Verfahrens ist in der Tabelle 41 dargestellt.

Es werden nach unserem Konzept in der letzten Behandlungswoche fast 20 Gy (3
Fraktionen Hochvolt und 2 Fraktionen Kontakttherapie) appliziert. Die Verlagerung der
HDR-Kontakttherapie in den letzten Teil des Therapiezeitraumes wird von verschiedenen
Autoren (146) diskutiert. In amerikanischen Arbeiten (146,147) ergab sich fir das Stadium
lIB mit 58% Uberleben fir Low-Dose-Rate-Verfahren vs. 33% fir HDR ein bessere
Ergebnis fir das LDR-Verfahren. Die Diskrepanzen in den Therapieergebnissen zwischen

dem Low-dose-Verfahren und dem High-dose-Verfahren fir das Stadium IlIB sind
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moglicherweise darauf zurlickzufihren, daf} die Low-dose-Applikationen in der Regel am
Ende der Behandlung durchgefihrt wurden. Zu diesem Zeitpunkt ist eine
Tumorrtckbildung erreicht, und es wird mit der Kontakttherapie in einem relativ kleinen
Volumen eine hohe Dosis im Primartumor eingestrahlt. Auch fir das HDR-Verfahren wird
aus dieser Uberlegung heraus eine Verlagerung der Applikationen in den zweiten
Behandlungsteil gefordert.

Die von uns eingesetzten Einzeldosen der Hochvolttherapie von 1,8 Gy entsprechen den
in der Hochvolttherapie Ublichen Standarddosen. Die Gesamtdosis von 45 Gy an der
Beckenwand (entspricht Punkt B, der in der 95%-Isodose liegt) erscheint verhaltnismanig
niedrig. Es ist aber zu beachten, dal bei 7Gy ED HDR-AL im Punkt A ca. 1,5 Gy (in
Abhangigkeit von der Sondenlange und Wichtung zwischen 1,40 Gy und 1,55 Gy) im
Punkt B addiert werden missen, so dal3 bei 5 Fraktionen HDR-AL 52-53 Gy an der
Beckenwand, d.h. im Bereich der LymphabfluRwege erreicht werden, eine Dosis, die bei
Plattenepithelkarzinomen im Ublichen Bereich liegt.

Fur die Beschreibung der Kontakttherapie-Dosis wurde der Punkt A benutzt, obwohl er
nur eine punktférmige Dosis angibt und keinen auf Tumor, sondern einen auf den
Applikator bezogenen Referenzpunkt beschreibt. Trotz aller Unzulanglichkeiten in der
Dosisspezifikation hat sich der Punkt A in der Literatur (153,154) als Bezugspunkt
bewahrt. Unsere gewahlte Gesamtdosis von ca. 68 Gy im Punkt A ist im internationalen
Vergleich im unteren Dosisbereich (147) angesiedelt. Unsere 3-Jahresergebnisse von
72% fur das Stadium IIB und 59% fur das Stadium IlIB sind in der Literaturibersicht
durchaus vergleichbar, fur das Stadium IlIB sogar relativ ginstig. Die Ergebnisse im
Stadium IVA sind auch im internationalen Vergleich immer sehr schlecht, eine der
Ursachen ist wahrscheinlich der Verzicht auf den Einsatz der Kontakttherapie zur
Vermeidung therapiebedingter Fisteln (22, 66,114). Es ist zu diskutieren, ob nicht die
Anwendung einer Kontakttherapie oder eine adaquate kleinrdumige Dosisaufsattigung
auch beim Vorliegen eines Stadiums IVA zu einer Verbesserung der Therapieresultate

fihren konnte.

Da unsere Therapieergebnisse im internationalen Malistab vergleichbar sind, gehen wir
davon aus, dal auch die Analysen zur prognostischen Relevanz der hier untersuchten

tumorbiologischen Prognoseparameter allgemeine Gililtigkeit haben.
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Tabelle 42: Zusammenstellung Uber verdffentlichte Behandlungsresultate in  der
primaren  Strahlentherapie unter Anwendung einer kombinierten
Hochvolttherapie und HDR-AL- Kontakttherapietechnik

Autor Jahr Pat. HV-PA | AL-PA 3-J0LZ 5-JULZ

N (Gy) (Gy)

Rotte et al. 1985 I: 82%

(161) 11B:65%
[11B: 38%

Glaser et al. 1985 500 45 5x7 51,45%
(57) [1B: 53,1%
111B:42,2%

Sarkaria®* etal. | 1994 40 30-60 20-40 77%

(166)
Chatanietal. | 1994 200 28-40 22-45 11B:84%
(25) 11B:54%
IVA:20%
Pechoux et al. | 1995 54 45 4x5 52%
(145) 76 45 6x6 72%
Busch et al. 1998 73 56%
(22) 9 36 4x7,5 [1B: 60%
6 [11B:50%
Petereitetal. | 1999 64 40-50 5x6 [1B:65%
(146) 50 1B:33%
Potter et al. 2000 189 48-50 5-6x7 69%
(154) 50 3-4x7 [1B:78%
11B:58%
IVA:53%

Petereitetal. | 1999 5.619 40 4x7 IB:85%
Literatur- 11B:68%
Ubersicht 1B:47%

(147)
Reinertz et al. | 2000 103 33 [1B: 52%
(157) 44 [11B:39,5%
18 IV: 26%
Lorvidhaya et | 2000 2.063 46 6x6 IB: 85%
al. [1B: 59%
(114) 1B: 32%
IVA: 7,8%
Kuceraetal. | 2001 189 46 3-6 11B:78,9
(104) 111B:53,8%
Hansgen 2001 87 45 5x7 57%
19 [1B:72%
59 11B:60%
9 IVA:22%

*20 Pat. im StadiumIB/IIA
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4.2. Bedeutung der Tumoroxygenierung als Prognosefaktor

Bereits in den ersten klinischen Arbeiten von Hockel et al. (73,74) wurde die unterschiedliche
Verteilung der Sauerstoffversorgung in  Zervixkarzinomen im Vergleich zu normalen
Zervixbefunden beschrieben. In diesen Arbeiten wurde auch erstmals der hdéhere Anteil an
niedrigen Sauerstoffpartialdriicken (Hypoxie) in Tumoren im Vergleich zur normalen Zervix uteri
nachgewiesen.

In vorausgegangenen Sauerstoffmessungen in Tiermodellen sowie in humanen Zervix- und
Mammakarzinomen war die Inhomogenitat der Sauerstoffverteilung im Tumor im Vergleich zum
entsprechenden Normalgewebe verifiziert worden (88). Auf die Variabilitat der Verteilung des
Sauerstoffpartialdruckes sowohl innerhalb eines Tumors als auch zwischen Patientinnen mit
gleichen Tumoren verwies Brizel et al. (18-20) in seinen Messungen an Zervixkarzinomen,
Kopf-Halstumoren und Weichteilsarkomen, Lyng et al. (117) und Sundfer et al. (186) an

Zervixkarzinomen.

In unseren vor Strahlentherapiebeginn erhobenen Melergebnissen zum intratumoralen
Sauerstoffpartialdruck konnte neben einer ausgepragten intratumoralen Heterogenitat keine
Abhangigkeit des Sauerstoffpartialdruckes zum Tumorstadium und damit zur TumorgréRle
gefunden werden. Grofe Karzinome hatten nicht automatisch auf Grund ihrer Ausdehnung eine
schlechtere Sauerstoffversorgung und einen héheren Anteil an hypoxischen MelRwerten als
kleinere Karzinome. Wir konnten auch innerhalb des gleichen Tumorstadiums eine
ausgesprochen grofRe intertumorale Inhomogenitat feststellen, so wie es am Beispiel von 2
Karzinomen im klinischen Stadium [l1IB demonstriert wurde. Die Palette der intertumoralen
Heterogenitat reicht vom ausgesprochen hypoxischen Karzinom bis zum gut oxygenierten

Tumor.

Die von Vaupel et al. (201) im Tiermodell gefundene Beziehung zwischen TumorgréfRe und
Oxygenierung wurde von Hdéckel in seinen Messungen in Zervixkarzinomen mit einem Trend
zum hypoxischeren Karzinom in héheren Stadien (73 ) zunachst bestatigt, eine Aussage, die
allerdings in spateren Veroffentlichungenen der Mainzer Arbeitsgruppe nicht mehr aufrecht
erhalten wurde (202, 204).

Aus der gleichen Arbeitsgruppe datieren die ersten Untersuchungen zur klinischen Bedeutung
der Tumorhypoxie auf das therapeutische Resultat sowohl bei primar strahlentherapierten als
auch operierten Patientinnen (73-78 ). In diesen Verdffentlichungen fand sich bei 103
Patientinnen ein medianer Sauerstoffpartialdruck von 10mmHg, der fir die Betrachtung der
klinischen Resultate als Trennwert benutzt wurde. Die Definition eines hypoxischen Karzinoms

als eines Karzinoms mit einem medianen Sauerstoffpartialdruck <10mmHg resultiert aus diesen
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Werten. Diese Definition ist in den Folgejahren von einer Reihe von Autoren Ubernommen
worden (29,98,106, 187,188).

Zervixkarzinome im hdheren Stadium als IB waren in den Hockel'schen Ergebnissen im
Vergleich hypoxischer als Tumore im Stadium |B. Diesen Aspekt konnten wir nicht
nachuntersuchen, da uns Patientinnen im Stadium IB fur Messungen nicht zur Verfigung
standen. Hockel fand bei hypoxischen operierten Karzinomen einen Trend zur hdheren
biologischen Aggressivitat, eine signifikant hdhere Rate an Lymphgefaliinvasion, hdhere Anteile
an parametraner Ausbreitung sowie mehr Lymphknotenmetastasen. Seine Schluf3folgerung
war, dal® hypoxische Karzinome in einem hdheren MalRe maligne sind und einer extensiven
operativen Behandlung bedirfen. Ob allerdings wirklich die Hypoxie die Ursache flir einen
maligneren Phanotyp darstellt oder ob nicht die Hypoxie die Folge eines besonders aggressiv
wachsenden Karzinoms mit der Folge der unzureichenden Sauerstoffversorgung im Tumor ist,
kann allein mit der Methode der Eppendorf-Histographie nicht bewiesen werden. In der Arbeit
von Hockel hatten die Patientinnen mit einem hypoxischen Tumor nach primarer
Strahlentherapie ein schlechteres Uberleben als diejenigen Patientinnen mit einem besser
oxygenierten Karzinom (>10mmHg). Dieser Unterschied bestand sowohl fur das
Gesamtiiberleben als auch fiir das tumorspezifische Uberleben. Fiir operierte Patientinnen
ergab sich auch ein Unterschied, jedoch war das Therapieergebnis fir hypoxische, operierte
Patientinnen bei Hockel schlechter als fir hypoxische primar strahlentherapierte Patientinnen.
Es laRt sich daraus die Vermutung ableiten, da die Sauerstoffversorgung im Tumor fir das
Ergebnis der Strahlentherapie eine besonders hohe Bedeutung besitzt, dal® aber nicht jedes
primar hypoxische Karzinom ein Therapieversagen voraussagt. Ein weiterer Schluf3 aus den
ungiinstigeren Uberlebensdaten der hypoxischen operierten Patientinnen ist aus unserer Sicht
nicht die extensive operative Behandlung. Die SchluRfolgerung mufd sein, dal in diesen Fallen
einer Strahlentherapie, ggf. in Kombination mit einer Chemotherapie, gegeniber einer

operativen Behandlung der Vorzug zu geben ist.

Die Daten von Hockel wurden von anderen Arbeitsgruppen fiir Zervixkarzinome bestatigt. In der
folgenden Tabelle sind die Daten flr pratherapeutische Messungen bei Zervixkarzinomen als
Prognoseparameter zusammengefal3t. Es fand sich in allen Mitteilungen ein signifikanter Vorteil

fur die besser oxygenierten Karzinome beziiglich des tumorspezifischen Uberlebens.
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Tabelle 43 : Literaturangaben zur Bedeutung des pratherapeutischen Sauerstoff-
partialdruckes beim Zervixkarzinom als Prognosefaktor. (RT Radiotherapie,
OP Operation, RchTh Radiochemotherapie)
Prognosefaktor fur
Autor Jahr | Pat. Therapie Bezugs- krankheitsfreies p
Zahl punkt Uberleben
Hockel
et al. 1996 89 RT, OP, 10mmHg besser oxygenierte 0,0039
(76) RChTH Karzinome
Fyles et
al. 1998 74 RT HF5 besser oxygenierte 0,02
(52) pO,-Median Karzinome 0,02
Knocke et HF5
al. 1999 51 RT pO,-Median besser oxygenierte 0,02
(98) von 10mmHg Karzinome
Sundfer
et al. 2000 40 RT HF5 besser oxygenierte 0,03
(185) Karzinome

Auch fir andere Tumorentitaten wurde der pratherapeutische Sauerstoffpartialdruck als
Prognoseparameter bestatigt. Von Nordsmark et al. (139,140) liegen Daten zu Kopf-
Halstumoren vor, die ein besseres klinisches Ergebnis mit einer signifikant héheren
lokalen Kontrollrate fiir die weniger hypoxischen Karzinome ergeben. Bezugspunkt war in
diesen Untersuchungen die hypoxische Fraktion <2,5mmHg. Bestatigt wurde die
Bedeutung des hypoxischen Tumoranteils ebenfalls von Becker et al. (11) und Stadler et
al. (181) fur HNO-Tumore. Auf den relativ héheren Anteil an Fernmetastasen bei
hypoxischen Weichteilsarkomen verweisen Brizel et al. (18). Rofstad et al. (159) fanden
bei 32 Zervixkarzinomen in hypoxischen Tumoren eine hdhere Metastasierungsfrequenz.
Fur das klinische Resultat, insbesondere fiir das lokale Therapieansprechen, aber auch
fur das Gesamtuberleben war nur die hypoxische Fraktion <6mmHg signifikant von
Bedeutung. Der Nachweis von Metastasen hatte keinen EinfluR auf das Uberleben. Die
Radioresistenz ~ fir das

SchlulRfolgerung war, dall die hypoxie-induzierte

Behandlungsergebnis der wichtigste Faktor war.

Zusammengefal’t ist festzustellen, dal® in den publizierten Untersuchungen zur
pratherapeutischen Tumoroxygenierung die Hypoxie bei primar operierten, aber in
entscheidendem Male bei priméar strahlentherapierten Patienten, einen signifikanten

Prognosefaktor darstellt.
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Die Analyse der Sauerstoffversorgung in Abhangigkeit vom Tumorstadium ergab in
unseren pratherapeutischen Untersuchungen keine Unterschiede, weder in Bezug zum
medianen pO, noch zu den Hypoxie-Parametern <2,5mmHg und <5mmHg.

Unsere Resultate stehen im Gegensatz zu allen publizierten Untersuchungen zu
pratherapeutischen pO,-Messungen als Prognosefaktor. Es hat sich in der univariaten
Analyse die Bedeutung des pratherapeutisch gemessenen Sauerstoffpartialdruckes als
Prognoseparameter nicht bestatigt, zumindestens nicht in der Eindeutigkeit wie in den
anderen Arbeitsgruppen. Fur das Stadium I1IB ergab sich mit 70% vs. 74% 3-
Jahrestberleben in Abhangigkeit vom pO.-Median kein Unterschied. Im Stadium IIIB
betrug der Uberlebensvorteil fir die besser oxygenierten Karzinome zwar 20%, war aber
nicht statistisch signifikant. Von den 9 Patientinnen im Stadium IVA leben nur noch die 4
Patientinnen mit dem besser oxygenierten Karzinom, aber auch hier resultierte statistisch

nur ein Trend.

In der mehrfaktoriellen Analyse unter Einschlu des Tumorstadiums ergab sich fur alle 87
Patientinnen ein relatives Risiko, am Karzinom zu versterben, mit einem Faktor von
RR=2, wenn es sich um ein hypoxisches Karzinom handelte. Fir ein hohes Tumorstadium
(Stadium IVA) errechnete sich allerdings ein hdheres Risiko mit RR=2,8, so dal} ein hohes
Tumorstadium als Prognosefaktor eine hohere Bedeutung als der pratherapeutische

mediane pO, besitzt.

Fir den Wert von 10mmHg als Cut-off entsprechend der Vaupel/Héckelschen Definition
fir die Grenze zur Hypoxie (76) sind die Uberlebensdaten mit den Resultaten unter

Anwendung unseres Median-Wertes vergleichbar.

Die Betrachtung der pO,- Meliwerte <2,5mmHg und <5mmHg als Prognoseparameter fir
das tumorspezifische Uberleben ergab weder in der univariaten noch in der
mehrfaktoriellen Analyse unter Einschlu® des Tumorstadiums einen signifikanten Vorteil
fur die weniger hypoxischen Karzinome. Damit kann die Bedeutung der
pratherapeutischen Hypoxie als ein signifikanter Prognosefaktor bei unserem
Patientinnengut und unter Bericksichtigung unseres Therapiekonzeptes fir primar

strahlentherapierte Zervixkarzinome nicht bestatigt werden.

Kritikpunkt an den Literaturdaten ist die Definition eines Prognosefaktors- der
Tumorhypoxie- flr ein inhomogen zusammengesetztes Patientenkollektiv mit z.T. kleinen

Fallzahlen mit unterschiedlichen Therapiekonzepten. Aus strahlenbiologischem



103

Verstandnis kommt dem Behandlungskonzept, d.h. der Einheitlichkeit des
Bestrahlungsablaufes sowohl vom Zielvolumen, der Einzel-und Gesamtdosis, der
Einbindung der Kontakttherapie sowie dem Zeitfaktor eine wesentliche Bedeutung zu.
Nur wenn anndhernd identische Voraussetzungen erfullt sind (die in klinischen
Untersuchungen nie die Reproduzierbarkeit der Messungen in Tierversuchen mit
klonogen entstandenen Tumoren haben werden), kann flir die untersuchte
Patientengruppe und flir das entsprechende Therapiekonzept ein Prognosefaktor ermittelt
werden.

In unsere Untersuchung wurden nur die Patientinnen einbezogen, die ohne
Einschrankung nach einem identischen Therapiekonzept behandelt wurden. Damit

bestanden vergleichbare Bedingungen flir das gesamte Patientenkollektiv.

Eine Erklarung flr die von allen anderen Arbeitsgruppen abweichenden Resultate kénnte
in unserem Bestrahlungskonzept begriindet sein. Nach zwei Wochen Hochvolttherapie
erfolgt die erste After-loading-Applikation, in der letzten Woche zur Einhaltung der
Gesamtbehandlungszeit werden 2 Kontakttherapie-Einlagen verabreicht. Damit werden
Tumore am Ende des Behandlungszyklus mit einer hohen Einzeldosis kleinraumig
behandelt. Aus tierexperimentellen Untersuchungen am R1H-Tumor der Ratte unter
klinisch vergleichbarer normfraktionierter Bestrahlung bis 60 Gy ist bekannt, dal} es nach
45 Gy zu einer signifikanten Zunahme der Hypoxie im Tumor kommt. Ursache dafur ist
die Schadigung der Tumorgefalstruktur (194, 216). Wenn diese Daten auch auf humane
Tumore zutreffen, konnten durch die hohe Kontakttherapiedosis moéglicherweise die
hypoxischen Tumorareale inaktiviert werden, die nach 45 Gy zu erwarten sind. Diese
Interpretation ware auch eine Erklarung fir unsere verhaltnismaRig gunstigen
Therapieergebnisse im Stadium 1lIB. Eine Bestatigung dieser These kann nur durch

weitere Sauerstoffmessungen im Therapieverlauf erfolgen.

4.3. Bedeutung der Anderung der Sauerstoffversorgung unter Bestrahlung

In der vorliegenden Untersuchung wurde bei allen Patientinnen eine zweite
Sauerstoffmessung im Tumor nach 11 Fraktionen Hochvolttherapie durchgefiihrt. Auf
Grund der hohen intertumoralen Heterogenitat zwischen Patientinnen mit vergleichbaren
Tumorstadien war eine Poolung aller Meldaten zweifelhaft, da damit ein
Verwischungseffekt zu erwarten gewesen ware. Aus diesem Grund wurde von vornherein
der individuellen Anderung des Sauerstoffpartialdruckes fiir jede Patientin eine besondere
Aufmerksamkeit gewidmet. Es zeigte sich, dall die Veranderung des
Sauerstoffpartialdruckes bereits nach 2 Behandlungswochen ein entscheidender

prognostischer Faktor war: Nur die Karzinome, die auch bei 19,8 Gy noch eine
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Tumorhypoxie aufwiesen, hatten im Vergleich zu den Karzinomen, die vor oder unter der
Bestrahlung ein besser sauerstoffversorgtes Karzinom aufwiesen, eine signifikant
schlechtere Prognose. Diese Veranderung betraf sowohl den medianen
Sauerstoffpartialdruck im Tumor als auch die hypoxische Fraktion <6mmHg. Patientinnen
mit einem unter der Bestrahlung persistierend niedrigen medianen pO, hatten im 3-
Jahresuberleben mit 38% gegenuber 67 bis 69% flr die Patientinnen mit einem vor oder
unter der Behandlung gut oxygenierten Karzinom ein signifikant schlechteres
Therapieresultat. In der mehrfaktoriellen Analyse unter Einschlufl des Tumorstadiums als
Kovariate zeigte sich die hochste Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir die Patientinnen mit
einem anhaltend gut oxygenierten Karzinom, die unglnstigste Uberlebens-
wahrscheinlichkeit bei einem persistierend hypoxischen Karzinom. Fir Patientinnen mit
einem ansteigenden oder abfallenden Sauerstoffpartialdruck lag die Prognose zwischen
beiden Uberlebenskurven. Das heiflt, daR sich fir die Patientinnen mit einem
pratherapeutisch hypoxischen Karzinom bei einem pO.-Anstieg nach 2 Wochen die
Prognose erheblich verbesserte bzw. umgekehrt ein pO,-Abfall unter der Behandlung die
Prognose relativ verschlechterte.

In unserer Untersuchung kam der Tumorhypoxie auch ein entscheidender Einflu} auf die
Prognose zu. Unabhangig vom Ausgangswert verliefen die Uberlebenskurven nach
Kaplan-Meier fur die Patientinnen, die bei 19,8Gy keine hypoxischen Werte <6mmHg
aufwiesen, fast identisch. Patientinnen mit mef3baren hypoxischen Werten <5mmHg bei
19,8Gy hatten, unabhangig vom Ausgangswert, eine signifikant schlechtere
Uberlebenswahrscheinlichkeit im Vergleich zu den Patientinnen ohne hypoxische
MeRwerte nach diesem Behandlungszeitraum. Dall die Hypoxie einen entscheidenden
Einflud auf die lokale Radiosensibilitat hat, ergab die Analyse des lokalen
Therapieansprechens: Patientinnen mit persistierend hypoxischen Karzinomen zeigten
mit 39% mehr als doppelt so haufig ein lokales Therapieversagen im Vergleich zu den
Patientinnen mit einer anhaltend guten oder zunehmenden Tumoroxygenierung mit nur
14% lokalem Progref3. Patientinnen ohne mefbare hypoxische Fraktion <5mmHg an
beiden Melpunkten zeigten nur zu 10% ein lokales Therapieversagen im Vergleich zu
30% bei Tumoren mit einem Karzinom mit MeRBwerten <6mmHg nach 11 Fraktionen
Hochvolttherapie.

Auf die Fernmetastasierungsrate hatte die Hypoxie in unserer Untersuchung keinen
statistisch zu belegenden EinfluR. Es mull aber einschrankend bemerkt werden, dal}
Fernmetastasen in der Regel mindestens 1 Jahr spéater als ein lokales Rezidiv auftreten.
Patientinnen, die am lokalen Progrel? versterben, erleben ihre Fernmetastasen

maoglicherweise nicht.
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Verlaufsmessungen zum  Sauerstoffpartialdruck  unter  Strahlentherapie  bei
Zervixkarzinomen sind in der Literatur nur von 2 Arbeitsgruppen bei einer geringen
Patientinnenzahl beschrieben. Cooper et al. (29) kommt in ihrer Untersuchung an 19
Patientinnen mit Zervixkarzinomen zu der SchluRfolgerung, dal® sich unter der
Bestrahlung am Sauerstoffpartialdruck wenig andert. 12 Patientinnen zeigten einen pO,-
Anstieg, in 6 Fallen eine Abnahme und bei 1 Patientin keine Veranderung. In 15 Fallen
konnte eine Abnahme der Werte <6mmHg, in 4 Fallen ein Anstieg gefunden werden.
Allerdings wurden von ihr die Daten aller Messungen vor Bestrahlungsbeginn und nach
40 -45 Gy in Histogrammen gepoolt. Ein klinischer Bezug zur Veranderung des pO, unter
der Therapie wurde nicht gezogen. Auch in unserer Untersuchung ergab sich keinerlei
Unterschied, wenn von allen Patientinnen die Messungen im Mittel bei 0 Gy und 19,8 Gy
verglichen wurden. Eine gepoolte Darstellung der pO, -Werte ist im klonogen
entstandenen Tierversuch erlaubt, im humanen Tumor aber obsolet. Alle beschriebenen
inter- und intrahomogenen Heterogenitaten der Sauerstoffversorgung werden damit
nivelliert, und die unterschiedlichen Verlaufe in der Veradnderung der
Sauerstofffversorgung koénnen nicht mehr erkannt werden.

Weitere Untersuchungen bei 22 Zervixkarzinomen verdffentlichte Sheridan et al. (173)
aus der Arbeitsgruppe von Cooper. In dieser Arbeit wurde der Apoptoseindex aus
pratherapeutischen Biopsien in Bezug zur pO,-Anderung bestimmt. Es zeigte sich, daf
der Apoptoseindex bei den Patientinnen mit einem pO,-Anstieg hoher war als bei denen
ohne Veranderung des pO,. Dies wird mit einer besseren Prognose korreliert, obwonhl
keine Uberlebensdaten mitgeteilt werden. Keinen signifikanten EinfluR der Anderung der
hypoxischen Fraktion <6mmHg auf das Behandlungsresultat konnte Fyles et al. bei 43
Zervixkarzinomen nachweisen (51). Bei seiner Untersuchung erfolgte die 2. Messung
allerdings erst nach Abschlul® der Hochvolttherapie nach 50 Gy, einem sehr spaten
Zeitpunkt. Auf die tierexperimentellen Untersuchungen und dem Nachweis einer
signifikanten Zunahme der Hypoxie im Tumor unter Kklinisch vergleichbarer
normfraktionierter Bestrahlung bis 60 Gy wurde hingewiesen. Dal} es zur Veranderung
der Oxygenierung innerhalb der ersten 2 Bestrahlungswochen kommt, beschreibt Lyng et
al. (119) bei 22 Zervixkarzinomen. Tumore mit einem ansteigenden pO., zeigten eine
hohere Radiosensibilitat mit einem Anstieg der Apoptoserate. Der pO,-Anstieg unter
Strahlentherapie war unabhangig von der Veranderung der Tumorgrofie (129,184).
Weitere pO,-Verlaufsmessungen liegen nur noch fir Kopf-Hals-Karzinome vor. Brizel et
al. (19) fand bei 27 Patienten mit einer 2. Messung nach 10-15 Gy keine Veranderung im
Sauerstoffpartialdruck. Die Messungen von Jund (86) an 4 HNO-Patienten unter
Radiochemotherapie haben eher preliminaren Charakter, am Therapieende waren alle 4

Patienten hypoxisch. Einen pO,-Anstieg in 9/14 Tumoren im Kopf-Hals-Bereich innerhalb
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der ersten 2 Behandlungswochen unter akzelerierter Bestrahlung bei 32 Gy beschrieb
Lartigau et al. (106). 5 Patienten erhielten eine Carbogen-Atmung. Allerdings sind auch in
dieser Arbeit die Meldaten gepoolt dargestellt und weisen damit keinen statistischen
Unterschied auf. Beziehungen zum klinischen Ergebnis sind nicht beschrieben.

Aus der Literaturanalyse geht hervor, dal bis jetzt keine mit unserer Untersuchung
vergleichbare Daten publiziert wurden. Die verdffentlichten pO,-Messungen bei
Zervixkarzinomen unter der Bestrahlung sind an kleinen Patientinnenzahlen und an
ungunstigen Zeitpunkten durchgefiihrt worden. Unsere Untersuchung an einem einheitlich
primar strahlentherapierten Patientinnengut hat gezeigt, daf? eben nicht pratherapeutische
Ausgangsbefunde prognoserelevant sind, sondern die Veranderungen im Tumor unter der
Behandlung ein entscheidentes Kriterium darstellen. Wichtig erscheint auch der Zeitpunkt
der 2.Sauerstoffmessung: Nach 2 Behandlungswochen besteht immer noch genilgend
Spielraum, um die Therapie zu modifizieren. Es sei angemerkt, dall zu Beginn der
Untersuchung 1995 eine Chemotherapie beim Zervixkarzinom keine Rolle spielte, heute
sollte eine simultane Behandlung mit Cisplatin (133) durchgefihrt werden. Alternativ, im
hypoxischen Milieu besonders effektiv wirkend, kann Mitomycin C (192) eingesetzt
werden. Damit kommt der vorliegenden Untersuchung auch in Hinblick auf eine
Therapieoptimierung eine klinische Bedeutung zu.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal} eine persistierende Tumorhypoxie unter
Bestrahlung mit einer ungunstigen lokalen Tumorremission verbunden ist. Sicher hat auch
der Ausgangswert der Sauerstoffversorgung im Tumor fir die Strahlentherapie einen
prognostischen Wert, entscheidender aber ist, dal3 unter der Bestrahlung der Tumor eine
gute Oxygenierung aufweist. Damit spricht alles fir die klinische Bedeutung des
klassischen Sauerstoffeffektes in der primaren Radiotherapie beim Zervixkarzinom. Als
Konsequenz kann nur die Schluffolgerung gezogen werden, dal} alles vermieden werden
mufd, was eine Tumorhypoxie begunstigt. Damit muf® folgerichtig die Betrachtung des
Hamoglobins als Sauerstofftrager und die Analyse der Zusammenhange zwischen

Anamie und Tumoroxygenierung diskutiert werden.

4.4. Bedeutung der Anamie als Prognosefaktor

Ein hoher Anteil an Tumorpatienten weist eine Anamie auf. Als Ursachen kommen akute
und chronische Blutungen, ernahrungs- und resoptionsbedingte Anamien oder auch ein
Knochenmarkbefall durch den Tumor in Frage. Neben diesen haufigen Ursachen kann
eine Anamie bei Tumorpatienten eine spezifische immunologische Ursache Uber die
Aktivierung von proinflammatorischen Zytokinen haben. Charakteristisch fir diese
tumorassoziierte Anamie ist eine Hemmung der Erythtopoietinproduktion und

Erythropoietinwirkung durch T-Zell-Aktivierung uber die Interleukine IL1, IL6, ILS,
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Interferon-gamma und TNF-alpha (13, 50, 85). Durch Substitution von Erythropoietin in
relativ hohen Dosen kann eine Anhebung der Hamoglobinkonzentration auch bei
Tumorpatienten erreicht werden (39, 49,176,189).

Die Anamie als ungulnstiger Prognosefaktor in der Behandlung von Tumorpatienten ist
seit langem bekannt. In einer Metaanalyse von 1996 listet Overgaard (143) 29 klinische
Studien mit 12.596 Patienten auf, in denen ein Zusammenhang zwischen Anamie und
lokoregionaler Kontrolle durch eine Strahlentherapie festgestellt wurde. Dem standen 4
Studien mit 1208 Patienten gegentber, die keinen Zusammenhang ergaben, sondern
sogar einen negativen Einflul® von Bluttransfusionen bei Tumorpatienten auf die Prognose
herstellten. Eine Betrachtung einzelner Untersuchungen (6,191,212) zeigte jedoch, dal} in
diesen Analysen die HNO-Patienten mit niedrigem Ausgangs-Hb und hohem
Tumorstadium in besonderem Male transfusionsbedirftig wurden. Die hdhere
Rezidivrate bei diesen Patienten lag nicht an den Bluttransfusionen, sondern an den
ungunstigen tumorbedingten Prognosefaktoren.

Die Bedeutung der Anamie als ungunstiger Prognosefaktor wurde flr Ovarialkarzinome
(142), fur HNO-Tumore sowohl in der primaren Bestrahlung (12,19,31,35,
56,108,152,172) als auch fur primar operierte Patienten (116) beschrieben.

FuUr Zervixkarzinome ist die Bedeutung der Anamie schon seit vielen Jahren bekannt

(23, 77, 98, 157,169,172). Leider sind dabei die Grenzwerte sehr unterschiedlich gewahilt.
Sie reichen von 10g/dl (= 6,25mmol/l) bis zu 12g/dl (=7,5mmol/l), so dal} die
Behandlungsresultate mit unseren Ergebnissen in den Absolutwerten nicht verglichen
werden kdnnen. Der von uns gewahlte Grenzwert von 7mmol/l entspricht dem Grenzwert
fur eine Anamie nach CTC-Kriterien und liegt zwischen den genannten Werten.
Ubereinstimmend in allen Untersuchungen ist aber die Aussage, daR die pratherapeutisch
bestehende  Anamie ein  signifikanter = Prognosefaktor flr das  klinische
Behandlungsergebnis und insbesondere fir das lokale Ansprechen der Tumore ist. Damit
stehen auch unsere Ergebnisse der univariaten Analyse voll in Ubereinstimmung mit den
Literaturdaten. Der Unterschied im 3-Jahresuberleben war mit 64% fur nichtanamische
Patientinnen gegenuber 31% fir anamische Patientinnen hochsignifikant. Die
Hamoglobinkonzentration ist in unserer Untersuchung einer der wichtigsten
Prognosefaktoren flr das lokale Therapieansprechen. Anamische Patientinnen wiesen im
Vergleich zu nichtanamischen ein fast doppelt so hohes lokales Therapieversagen auf,
Patientinnen mit einer Hamoglobinkonzentration >8mmol/l bei 19,8 Gy zeigten nur in
einem Fall ein lokales Therapieversagen. Fur die Fernmetastasierung war der
Unterschied nur gering. Damit wird auch ein Hinweis auf die Abhangigkeit der lokalen
Strahlenwirkung  von  der  Sauerstoffkonzentration  gegeben.  Vergleichbare

SchlulRfolgerungen sind bis jetzt nur fir HNO-Tumoren beschrieben (31,130): Der
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pratherapeutische Hamoglobinwert ist flir das lokale Ansprechen von Bedeutung, die
Fernmetastasierungsrate war unabhangig vom Hamoglobinwert.

Noch nicht in der Metaanalyse von Overgaard aufgefuhrt waren die Daten von Logsdon
(113) uber 1.096 Patientinnen mit primar bestrahlten Zervixkarzinomen im Stadium I1IB
sowie die Untersuchung von Grogan (59) an 605 ebenfalls primar radiotherapierten
Zervixkarzinomen.

Die Bedeutung dieser beiden Untersuchungen lag nicht nur in der Feststellung des
Einflusses der pratherapeutischen Hamoglobinkonzentration, sondern insbesondere im
Nachweis, da die Anderung des Hamoglobin unter der Behandlung eine wichtigere Rolle
spielte, als der Ausgangswert. Nach Logsdon (113) betrug das 5-Jahresuberleben flr die
441 Patientinnen, deren Hb unter der Bestrahlung auf <10g/dl abfiel, 29% vs. 44% 5-
Jahresuberleben fir die 505 Patientinnen ohne Hb-Abfall, ein hochsignifikanter
Unterschied. In der multizentrischen Studie von Grogan (59) konnte nicht nur dieses
Resultat bestatigt, sondern auch der Nachweis erbracht werden, dalk ein Hb-Anstieg unter
der Bestrahlung die Prognose verbessert. Auch diese Untersuchungen sind nicht neu,
denn bereits 1989 verwies Girinsky (55) bei 386 Zervixkarzinomen in einer multivariaten
Analyse nach, daR die Anderung die Hamoglobinkonzentration unter der Bestrahlung ein
entscheidender prognostischer Parameter ist, unabhangig davon, ob es spontan zu einer
Besserung kommt oder ob substituiert wird. Patientinnen mit einem Hamoglobinabfall
unter 10g/dl unter der Strahlentherapie hatten eine signifikant schlechtere Prognose.
Diese Daten kdnnen von uns bestatigt werden. Patientinnen mit einem in den ersten zwei
Behandlungswochen unverandert hohen Hb-Wert gréBer 7mmol/l hatten die beste
Uberlebenswahrscheinlichkeit, diejenigen mit einem abfallenden Hb-Wert die schlechteste
Prognose. In einer logistischen Regression wurde in einem Modell, dalk das
Tumorstadium, die Hdmoglobinkonzentration vor Bestrahlung und nach 11 Fraktionen und
die  Oxygenierungsparameter einschlof3, als wichtigster Prognosefaktor die
Hamoglobinkonzentration bei 19,8 Gy ermittelt.

Aus Kklinischen Verlaufen ist bekannt, dal es auch ohne Substitution bei gut
ansprechenden Tumoren zu einer spontanen Erholung des roten Blutbildes kommen
kann. Diese Beobachtungen lassen einen Zusammenhang Uber eine immunologische
Wirkung vermuten- mit der Inaktivierung der Tumorzellen entfallt die Ursache fir eine
immunologische Antwort. Andererseits spricht das bessere lokale Therapieansprechen
bei nichtandmischen Patientinnen fir die hohere Strahlenwirkung Uber den
Sauerstoffverstarkungsfaktor (162). Vor der Méglichkeit einer Erythropoietin-Substitution
wurde sowohl in Tierversuchen ( 71,72) als auch in klinischen Untersuchungen (32,172)
durch eine Re-Transfusion nach artefiziell erzeugter Anamie ein hoheres lokales

Therapieansprechen beobachtet. Die strahlensensibilisierende Wirkung einer hoheren
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Hamoglobinkonzentration nach Erythropoietin-Substitution konnten Thews et al. (195) in
Tierversuchen, Frommhold et al. (49) und Glaser et al. (56 ) bei Kopf-Hals-Tumoren
nachweisen.

Ein Zusammenhang zwischen Hamoglobinkonzentration und Tumoroxygenierung in Form
einer einfachen linearen Beziehung war in keiner der publizierten Untersuchungen
herzustellen. Im Tierexperiment (92) war der Sauerstoffpartialdruck im Tumor bei
anamischen Tieren niedriger als in nichtanamischen Tieren. Eine Angleichung durch Epo
konnte nur partiell erreicht werden. Keinerlei Beziehung zwischen Tumor-pO, und
Hamoglobin fanden Dietz et al. (31) bei HNO-Patienten. Becker et al. (12) hatten bei
Oxygenierungsuntersuchungen in Kopf-Hals-Tumoren eine Beziehung zwischen
Tumoroxygenierung und Hamoglobin nur fir die Patienten mit einer Anamie<10mg/dl
(=6,25 mmol/l) beweisen kdénnen. Bei einer moderaten Anamie bestand kein Einflufy auf
die Tumoroxygenierung. In der vorgelegten Untersuchung konnte pratherapeutisch ein
Trend in der Beziehung zwischen Hb-Status und Oxygenierung sowohl in Bezug auf den
medianen Tumor-pO, als auch auf die hypoxische Tumorfraktion HF5 gefunden werden.
Im Gegensatz zur fehlenden Korrelation bei 0 Gy zeigte sich fir die hypoxischen Werte
HF2,5 und HF5 bei 19,8 Gy eine statistisch zu verifizierende Korrelation. Der Nachweis
einer Beziehung zwischen Hamoglobinhéhe und Tumorhypoxie bei 19,8 Gy und die
Bedeutung beider Parameter fir die klinische Prognose fuhrt zu der Schluf3folgerung, daf®
alles vermieden werden mul}, was eine Absenkung der Hamoglobinkonzentration in
andmische Bereiche unter der Bestrahlung zur Folge haben kdénnte. Ein weiterer
interessanter Aspekt unserer Ergebnisse betrifft die Hamoglobinkonzentration im
nichtandmischen Bereich >8mmol/l: Bis jetzt wird einer Substitution der Hamoglobinwerte
>8mmol/l sehr abwartend gegeniber gestanden. Begriindung dafir ist - neben den
Kosten- auch die Argumentation eines mdglichen Wachstumsschubs flir den Tumor unter
verbesserter Sauerstoffversorgung. Aus unserer Untersuchung lafdt sich diese Argument
aber durch die Bestimmung der S-Phase entkraften: Anamische Patientinnen hatten einen
héheren S-Phasen-Anteil im Vergleich zu nichtandmischen Patientinnen. Die Anamie ist
als eine immunologische Reaktion auf ein stark proliferierendes Karzinom zu
interpretieren. Ob eine Substitution durch Erythropoietin zu einer Verbesserung der
klinischen Resultate Uber einen Hb-Anstieg fihren kann, ist bis jetzt nur durch die
Ergebnisse der Arbeit von Glaser et al. (56 ) belegt, die Ergebnisse grolierer Studien zu
diesem Problem stehen zur Zeit noch aus.

Als alternative Methode zur Anhebung des Sauerstoffpartialdruckes im Gewebe steht mit
der hyperbaren Oxygenierung (32) eine weitere Option zur Verfliigung, die allerdings eines
hohen technischen Aufwandes bedarf. Ob es dabei zu einer langer anhaltenden

Verbesserung des Tumor-pO, kommt, zumindest flr die Zeit einer Bestrahlung nach
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Normalisierung der Druckverhaltnisse, ist bis jetzt unklar. Es sei an dieser Stelle auch auf
die Bedeutung der Sauerstoffversorgung im Tumor fir die Wirkung einer zytostatischen
Therapie hingewiesen (192,195,196). Fast alle Zytostatika sind in ihrer Wirkung

sauerstoffabhangig.

4.5. GefaRdichte als Prognosefaktor

In der vorgelegten Untersuchung konnte gezeigt werden, dall die immunhistologisch
ermittelte Gefalldichte ein signifikanter Prognosefaktor war. Der Vergleich der 3-
Jahresuberlebenszeiten zeigt in der univariaten Analyse fur die Patientinnen mit einer
unter dem Median des jeweiligen Tumorstadiums liegenden Gefaldichte mit 72%
Gesamtiiberleben einen signifikanten Uberlebensvorteil gegeniiber den Patientinnen mit
einer héheren GefaRdichte im Tumor mit 33% Uberlebenswahrscheinlichkeit. Fir das
lokale Tumoransprechen war der Unterschied nicht so eindeutig. An Fernmetastasen
verstarben 7 Patientinnen mit gefal3dichten Tumoren gegeniber 3 Patientinnen mit
gefallarmen Tumoren, eine doppelt so hohe Rate.

Ein weiteres, bisher nicht untersuchtes Ergebnis unserer Arbeit war der Zusammenhang
zwischen Tumorhypoxie und Gefalidichte. Die Karzinome mit einer unter der Bestrahlung
persistierenden Hypoxie wiesen eine hochsignifikant hdhere GefalRdichte auf im Vergleich
zu den Patientinnen, bei denen vor oder unter der Bestrahlung der Tumor gut oxygeniert
war. Diese Patientinnen hatten auch mit 38% 3-Jahresuberleben fir persistierend
hypoxische Karzinome im Vergleich zu 68% 3-JahresUberleben fur gut oxygenierte
Karzinome eine signifikant schlechtere Prognose. Tumorhypoxie und hohe
Tumorvaskularisation korrelierten in unserer Untersuchung. Ein Hinweis fur den Einflu®
der Gewebehypoxie auf die Angiogenese war der Zusammenhang zwischen
Hamoglobinkonzentration und Gefaldichte, der fir alle 46 untersuchten Patientinnen
zwar nur einen Trend ergab, aber fir die Gruppe der persistierend hypoxischen
Karzinome eine signifikante Korrelation bot.

Die Bedeutung der GefaRinduktion fur die Mikrozirkulation und damit fir Tumorwachstum
und Metastasierung ist aus klinischen und histo-pathomorphologischen Untersuchungen
bekannt (7,41,100). Die Gefalidichte korrelierte dabei mit der Haufigkeit der HPV-
Infektionen (HPV16 und HPV18) (134). Zwischen Plattenepithelkarzinomen und
Adenokarzinomen der Zervix uteri konnte keine Differenz in der Gefalddichte gefunden
werden (26). Ebenfalls besteht (26,69) keine Abhangigkeit der Gefaldichte von der
TumorgréRe bzw. vom Tumorstadium. Es wurde beim Zervixkarzinom ein
Zusammenhang zwischen Tumorkapillardichte und tumorbiologischer Aggressivitat
gefunden. Mit der Zunahme der GefalRdichte konnte eine Zunahme der lymphangischen

Ausbreitung und des Lymphknotenbefalls nachgewiesen werden, Faktoren, die die
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klinische Prognose ganz entscheidend beeinflussen (25, 41, 69). Demgegenuiber fand
eine japanische Arbeitsgruppe (70) keine Beziehung zwischen GefaRdichte und
histopathologischen Prognosefaktoren. Ubereinstimmung besteht in den meisten
Untersuchungen uber die klinischen Bedeutung der Gefal3dichte. Eine hohe Gefaldichte
ist mit einer ungunstigen klinischen Prognose verbunden, unabhangig davon, ob die
Patientinnen primar operiert oder bestrahlt werden (16, 28, 81,167). Die
Wahrscheinlichkeit der Tumorzellabsiedlung und damit der Fernmetastasierung ist beim
Vorliegen gefalRdichter Tumoren grélker, wobei die Lymphgefallinvasion flr
Zervixkarzinome eine gréfRere Bedeutung fir die Metastasierung haben dirfte als die
Blutgefalinvasion (41, 69).

Keine Aussagen koénnen im histologischen Praparat Uber die Funktionalitat der
Tumorgefalle gemacht werden. Als Untersuchungstechniken stehen dafir die
Dopplersonographie, die dynamische Magnetresonanztomographie und in letzter Zeit die
Laserdoppleruntersuchung zu Verfiigung. Auf Grund der limitierten Eindringtiefe sind bis
jetzt  Untersuchungen zum Laserdopplerverfahren schwierig und nur als
Pilotuntersuchung publiziert (41). Die hohe GefalRdichte in Karzinomen mit einer
chaotischen  Gefalstruktur  fihrt zu  einer  Zunahme des  vaskularen
Stromungswiderstandes (202). In der Farbdoppler-Sonographie konnte gezeigt werden,
dal eine Abnahme des GefaRwiderstandes im Tumor und eine Zunahme des A.uterina-
Blutflusses unter der Bestrahlung bei Zervixkarzinomen mit einer gunstigeren Prognose
verbunden war (151). Nach einer abgeschlossenen Radiatio mit entsprechender Dosis ist
eine signifikante Reduktion des Flows als Folge eines erhohten GefalRwiderstandes zu
erfassen (41, 68), eine Beobachtung, die in tierexperimentellen Untersuchungen mit dem
Nachweis eines sich unter der Radiatio entwickelnden Gefalischadens nach 40 Gy zu
erklaren ist (194, 216, 217).

Als weiteres nichtinvasives Verfahren zur Untersuchung der Mikrozirkulation von
Tumorgefalien wurden Untersuchungen mittels dynamischen MRT publiziert. Hawighorst
et al. (69) konnten keine Korrelation zwischen Kapillardichte und den pharmako-
kinetischen Parametern herstellen, ein Hinweis flir das unterschiedliche Perfusions-
verhalten in einzelnen Tumorregionen. Eine Beziehung zwischen dem Ansprechen auf
Strahlentherapie und dem Perfusionsverhalten wies Mayr et al. (126) in Zervixkarzinomen
nach. Mit der Abnahme der pathologischen unreifen Gefalle im Tumor unter
Strahlentherapie kam es zum Anstieg der Perfusion bei den Tumoren, die
strahlensensibel waren. Keine Perfusionsveranderung war ein Hinweis flr eine
ungunstige Prognose. Die Veranderungen der Tumorperfusion in den ersten zwei
Wochen der Strahlentherapie (120) sind dabei prognoseentscheidend, ein Ergebnis, das

durchaus mit unseren Oxygenierungsmessungen korreliert.
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Ursachen der Neovaskularisation im Tumor ist die Potenz sowohl der Tumorzellen als
auch des umgebenden Normalgewebes, Tumor-Angiogenesefaktoren zu produzieren. Ein
wichtiger Faktor in der Neovaskularisation ist HIF-1-alpha (Hypoxie-induzierter Faktor),
der in menschlichen Tumoren Uberexprimiert ist (148,174) und zu einer Induktion und
Uberexpression von VEGF fiihrt. Bereits in Prakanzerosen ist eine Zunahme der VEGF-
Expression und der GefalRdichte nachweisbar (33,134,179,180). Inwieweit eine
pathologische Gefalistruktur mit der Folge einer regionalen Tumorperfusionsstérung und
der daraus resultierenden Hypoxie wiederum eine Neovaskularisation induziert und damit
einen Circulus vitiosus provoziert, ist eine Vermutung und kann aus der vorgelegten
Untersuchung nicht belegt werden. Es ist zur Zeit ebenfalls Spekulation, ob durch eine
moderate Antiangiogenese-Therapie mit dem Ziel der Obliteration kleiner, unreifer
Tumorgefalde durch Reduktion des Steel-Effektes eine BlutfluBverbesserung im Tumor
erreicht werden kann. Die Entwicklung antiangiogenetischer Substanzen und deren

klinische Erprobung ist aber in den nachsten Jahren zu erwarten.

4.6. Klinische Bedeutung der VEGF-Bestimmung

Zervixkarzinome gehoren zu den relativ gefafireichen Tumoren. Unter dem Aspekt der
VEGF-Synthese sowohl in Endothelzellen (63) als auch in Tumorzellen wurde eine
besonders gute Korrelation von freiem VEGF zum Tumorstadium erwartet (64). Der
Vergleich der VEGF-Mittelwerte im Serum vor Therapiebeginn ergab in unserer
Untersuchung eine sehr hohe Streubreite innerhalb des gleichen Tumorstadiums und
keinen statistisch relevanten Unterschied zwischen den einzelnen Tumorstadien, allenfalls
einen Trend zum héheren VEGF-Wert bei zunehmender Tumorgréi3e.

Ein signifikanter Unterschied beziglich der VEGF-Hb6he im Serum konnte aber -
unabhangig vom Tumorstadium- ermittelt werden: Patientinnen mit einer klinischen
Komplettremission hatten im Vergleich zur Gruppe der Nonresponder eine mit p<0,005
hochsignifikant niedrigere Konzentration von freiem VEGF im Serum. Ahnliche Resultate
erhielt auch Pillai (149) in seiner Untersuchung zum klinischen Verlauf bei
Zervixkarzinomen, er findet einen signifikanten Unterschied von p<0,05 in den VEGF-
Werten flr die unterschiedlichen Verlaufsgruppen.

Die VEGF-Expression steigt im Verlauf der Malignisierung der Portioveranderungen ganz
entscheidend mit der Invasivitdt der Gewebeveranderungen an. Dobbs et al. (33) und
Smith-McCune(179) konnten in immunhistochemischen Untersuchungen von
Veranderungen der Zervix uteri im Stadium CIN | — CIN 1lll und in minimalinvasiven bis
invasiven Karzinomen eine Zunahme der VEGF-Expression feststellen. Die Zunahme der
Gefalldichte korrelierte hochsignifikant mit der VEGF-Expression im histologischen

Praparat (15,34). Nach Bremer et al.(16) sind nur die Gefalkdichte und der lymphangische
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Tumornachweis statistisch entscheidende Prognosekriterien fiir das Uberleben.
Normalwerte von VEGF bei gesunden Kontrollpersonen werden von Yamamoto et al.
(214) mit 227,5 + 77 pg/ml angegeben, wobei kein Unterschied zwischen Mannern und
Frauen oder den Altersgruppen gefunden wurde. Sehr gro3e Unterschiede in der VEGF-
Konzentration ergaben sich  bei den verschiedensten Tumoren, wobei sich ein
stadienbezogener signifikanter Unterschied nur bei Mammakarzinomen beweisen lief3.
Von Bedeutung ist der Nachweis der hdéheren VEGF-Werte bei invasiven und
metastasierenden Mammakarzinomen. Nach Untersuchungen von Linderholm et al.(111)
war VEGF, bezogen auf den DNA-Gehalt, bei nodal-negativen Mammakarzinomen ein
hochsignifikant besserer Prognosefaktor als der Ostrogenstatus. Auch bei Linderholm war
die VEGF-H6he bei Mammakarzinomen zwischen Stadium | und Il signifikant
unterschiedlich. Ein ,Cut-point® fir VEGF kann aber nicht angegeben werden. Ebenfalls
konnte eine Beziehung zwischen hoher VEGF-Expression und unginstigem klinischen
Resultat fur Colonkarzinome (42,105) und fir Magenkarzinome (8) hergestellt werden.

In unserer Untersuchung konnte ein Wert von 600-650 pg/ml VEGF im Serum als
Grenzwert fir eine unginstige Prognose ermittelt werden. Die Angabe dieses VEGF-
Wertes als Grenzwert ist aber mit groRer Zurickhaltung zu betrachten. Einen neuen
Aspekt in der Diskussion uber die Wertigkeit von VEGF im Serum als Marker fur die
Angiogenese ist mit der Veroffentlichung der Untersuchungen von Banks et al.  (10),
Maloney et al. (122), Salven et al. (164), Verheul et al. (205), Wartiovaara et al.  (208)
und Webb et al. (209) zur Rolle der Thrombozyten in der Beurteilung von Serum-VEGF
aufgetreten. Die Autoren weisen unabhangig voneinander nach, dal® im Serum auch
Thrombozyten-VEGF bestimmt wird.

Neben den bisher bekannten Syntheseorten fir VEGF ist immunhistochemisch eine
VEGF-Synthese in Megakaryozyten nachzuweisen. Thrombozyten werden als ,Vehikel*
fur die VEGF-Molekile benutzt und geben diese bei der Aggregation in kirzester Zeit frei.
Der Nachweis ist in vivo durch die Zugabe verschiedener, eine Thrombozytenaggregation
ausloésender Substanzen ( ADP und - mit dem gréfdten Effekt - Thrombin) zu Plasma zu
reproduzieren. Auch konnte eine signifikante Reduktion von Serum-VEGF durch
Abciximab (ReoPro®), einem vorwiegend in der Kardiologie verwendeten Antikérper
gegen Gllb/llla-Rezeptoren von Thrombozyten, erreicht werden.

Der Nachweis der Freisetzung von VEGF durch die Thrombozytenaggregation erklart
auch den Anstieg von VEGF in der Wundheilung (160), nach Operationen (215) und nach
Polytraumata (60). Hier ist die physiologische Funktion von VEGF, der mitogenen
Wirkung auf Endothelzellen, Veranderung der Gefallwandpermeabilitdt, Neo-
vaskularisation etc. im Prozel3 der Reparatur zu verstehen. In Blutpraparaten ist ebenfalls

freies VEGF nachzuweisen (138).
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In der vorliegenden Arbeit 1aRt sich die Korrelation des Serum-VEGF zur
Thrombozytenzahl mit einer Signifikanz von p<0,01 bestatigen. Hohe Thrombozytenwerte
haben einen hohen VEGF-Spiegel im Serum zur Folge. Damit kann die Schluf3¢folgerung,
dal® Serum-VEGF ein quantitativer Prognosemarker fir Karzinompatienten ist, nicht mehr
aufrecht erhalten werden (62, 84,164).

Unklar ist die Rolle der Thrombozytose bei Tumorpatienten. Wir konnten einen
signifikanten Zusammenhang von Thrombozytenzahlen fiir die Patientinnen mit einer
Komplettremission im Vergleich zu progredienten Verlaufen nachweisen.

Es ist bekannt, dald Tumorpatienten eine héhere Thrombozytenzahl haben und eine
héhere Thromboseneigung als gesunde Patientinnen aufweisen. Inwieweit durch
Mikrothrombosen und Mikroembolien in pathologischen Tumorgefallen eine an dieser
Stelle eher fatale VEGF-Freisetzung geférdert wird, ist nur Spekulation. Der
Zusammenhang zwischen der unglnstigen Prognose beim Vorliegen einer
Thrombozytose und der VEGF-Freisetzung durch die Thrombozytenaktivierung laflkt die
Vermutung zu, dafl die Thrombozyten flir Tumorpatienten mdglicherweise eine groliere
Bedeutung haben, als bis jetzt angenommen wurde. Der Zusammenhang zwischen der
Expression von proinflammatorischen Zytokinen (Interleukin 6) und der Stimulation der
Thrombopoese ist seit kurzem bekannt (163). Moglicherweise spielen die gleichen
Zytokine, die auch fur die tumorspezifische Anamie verantwortlich sind, in diesem
pathologischen Regulationsmechanismus eine Rolle. Hypoxie stimuliert die VEGF-
Produktion sowohl im Tumorgewebe als auch in Normalgeweben (128,165). In
Tierversuchen konnte der EinfluR der Gewebehypoxie auf die Expression von VEGF in
allen Normalgeweben nachgewiesen werden (125). Experimentell konnte in
Zervixkarzinom-Zellen (27) und in Stroma-Fibroblasten von Zervixtumoren unter
hypoxischen Bedingungen die VEGF-Expression stimuliert werden (148). Eine
Gewebehypoxie kann aber auch durch eine Anamie erzeugt werden. Der Zusammenhang
zwischen der VEGF-H6he im Serum und der Hamoglobinkonzentration (37) konnte in der
Untersuchung nicht nachgewiesen werden. Die Ursache ist sicherlich eine Uberlagerung
des VEGF im Serum durch das Thrombozyten-VEGF. Wird VEGF aber im Zitrat-Plasma
bestimmt (in dem durch die Aufhebung der Gerinnung die Freisetzung des VEGF aus
Thrombozyten verhindert wird) ist bei andmischen Patientinnen eine héhere VEGF-
Expression nachweisbar als bei nichtandmischen Patientinnen. Mdéglicherweise ist die
Stimulation der VEGF-Expression im Normalgewebe bei einer Anamie ein zusatzlicher
Stimulus einer Neovaskularisation und damit eine mdgliche Erklarung der negativen
Prognose fir anamische Patientinnen. Neben der autokrinen Stimulation der
Tumorangiogenese Uber die Expression von VEGF durch Tumorzellen kommt dem

VEGF-Protein damit auch eine parakrine Funktion zu.
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Die Angiogenese wird durch ein kompliziertes System von Faktoren induziert, in dem die
Zytokine ein Netzwerk mit vielen Regulationsmechanismen steuern (109,128). Die
Bestimmung eines Zytokins aus diesem Netzwerk kann nur ein Hinweis auf eine
pathologische Fehlsteuerung bei Tumorpatienten sein und mull im Zusammenhang mit

anderen Prognoseparametern gesehen werden.

4.7. DNA-Index und Prognose

Die Bestimmung des DNA-Index (DlI) ist mit der Verfligbarkeit der FluRzytometrie in vielen
Laboratorien zu einer gut zuganglichen Untersuchungsmethode geworden (9).

In unserer Untersuchung konnte an 66 Patientinnen der DNA-Index aus pratherapeutisch
entnommenen Biopsien ermittelt werden. Es fand sich bei unseren Patientinnen kein
statistisch zu sichernder Unterschied in der Hohe des DNA-Index in Bezug zum
Tumorstadium und damit zur TumorgréBe. Die Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir die
Patientinnen mit einem aneuploiden Karzinom unterschied sich nicht von der von
diploiden Karzinomen. Auch eine Analyse der Uberlebenswahrscheinlichkeit, berechnet
auf einen DNA-Index von 1,7, (137) konnte keinen Prognoseunterschied nachweisen.
Insgesamt hatte der DNA-Index in unserer Untersuchung als unabhangiger klinischer
Prognosefaktor keine Relevanz.

Unabhangig davon ist ein hoher DNA-Index ein Hinweis fir eine gestorte Zellteilung und
ein pathologisches Zellwachstum und weist auf eine Stérung der Zellreparatur bzw.
Apoptoseinduktion hin und wurde unter diesem Aspekt in die Auswertungen einbezogen
(9). Die Differenz im DNA-Index zwischen persistierend hypoxischen Karzinomen und
euoxischen Karzinomen war zwar nicht signifikant, jedoch ist die sehr hohe Streubreite flr
den DNA-Index bei persistierend hypoxischen Karzinomen zumindest ein Hinweis auf
eine gestorte Zellreplikation unter hypoxischen Bedingungen.

Zur Bedeutung des DNA-Index und der Ploidie als Prognoseparameter flr Strahlen-und
Chemotherapie bei hamatologischen und soliden Malignomen gibt es in der Literatur
viele Angaben (101,115,121,135, 149,198,199).

Generell sollen diploide Karzinome (DI=1) eine bessere Prognose haben als aneuploide
Karzinome (DI>1) (9,131). Fir die Bedeutung des DNA-Index als Prognoseparameter bei
Zervixkarzinomen zu histopathologischen Kriterien und zur klinischen Prognose sind die
Literaturangaben sehr kontrovers. Tumoren im hdéheren Stadium sollen in hdherem Malie
eine Aneuploidie aufweisen (137). Diploide Zervixkarzinome waren assoziiert mit einer
abnehmenden Strahlenempfindlichkeit und verbunden mit einer geringeren Rate an
Komplettremissionen, mehr Lokalrezidiven und schlechteren Uberlebensraten (115).
Demgegentber soll die Prognose nicht von der Differenzierung aneuploider vs. diploider

Tumor abhangen, sondern ein DNA-Index >1,5 mit einer signifikant niedrigeren
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Radiosensibilitat verbunden sein (137). Lutgens et al. (115) fanden bei 98 priméar strahlen-
therapierten Zervixkarzinomen der Stadien IB-IlIB eine hohere Strahlensensibilitat bei
aneuploiden Tumoren im Vergleich zu diploiden Karzinomen (p<0,05). Keine Korrelation
bestand zum Tumorstadium und zum histologischen Befund bei Zervixkarzinomen
(101,115, 198 ). Bei Blasenkarzinomen, Nieren-, Magen-, Prostata- und Endometrium-
Karzinomen zeigten aneuploide Tumoren ein schlechteres Ansprechen, bei

Zervixkarzinomen war die Ansprechrate unterschiedlich beurteilt (83, 87,101,131).

4.8. Tumorproliferation und Prognose

Der Grad der Malignitat eines Karzinoms wird weitgehend vom Proliferationsverhalten
bestimmt. Schnell wachsende Tumore sind bdsartiger, sprechen aber mdglicherweise
besser auf eine Strahlentherapie an. Die Begriindung fur eine héhere Strahlensensibilitat
wird mit einem hoheren Anteil von Zellen in strahlensensiblen Zellzyklusphasen gegeben
(107).

Ein weiterer Grund, Proliferationsbestimmungen in unsere Untersuchung aufzunehmen,
war die Energieabhangigkeit. Bei ungeregelten chaotischen Wachstumsmustern in
Tumoren kommt es zwangslaufig zu Arealen mit vaskularer Minderversorgung und den
sich daraus ergebenden Defiziten in Bezug auf Versorgung mit Sauerstoff und Glukose.
Auf die Bedeutung eines funktionierenden Gefallsystems wurde bereits hingewiesen.
Andererseits ist bekannt, dal® Tumorzellen nur beschrankt auf den oxydativen
Stoffwechsel angewiesen sind und einen Teil der flr die Proliferation bendtigten Energie
auch Uber anaerobe Glykolyse gewinnen kénnen.

Unser Interesse galt deshalb dem Proliferationsverhalten in Abhangigkeit vom
Oxygenierungsstatus der untersuchten Zervixkarzinome und einem mdglichen Einflufd
bzw. einer Wechselwirkung zur Anamie.

Es konnte aus den pratherapeutischen Biopsien kein Unterschied im S-Phasenanteil und
in der Hohe der KI-67-Expression zwischen den Tumorstadien gefunden werden.
Allerdings ist die Untersuchung an inoperablen groRen Karzinomen erfolgt, so dal} hier
ein methodischer Fehler liegen konnte. Die These, dal schnell proliferierende Karzinome
hypoxischer auf Grund des Mil3verhaltnissses zwischen Tumoranteil und gefal3fihrendem
Stroma sind, kann allenfalls als Trend sowohl in Bezug zum medianen
Sauerstoffpartialdruck als auch zum hypoxischen Tumoranteil bestatigt werden (65). In
der immunhistochemischen Untersuchung konnte kein Zusammenhang zwischen KI67-
Expression und Tumoroxygenierung gefunden werden.

Fir die Metastasierung bzw. den lokalen Tumorresponse fand sich kein eindeutiger

Zusammenhang zum Proliferationsverhalten. Es hatte zwar den Anschein, dafl3 Karzinome
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mit einem KI-67-Marker >dem Median von 75% eine hohere Fernmetastasenrate hatten,
diese aber in der S-Phasenanalyse nicht bestatigt werden konnte.

Anhnliche Ergebnisse verdffentlichte Tsang et al. (198,199), die ebenfalls keine Beziehung
zwischen Tumorproliferation und Tumorhypoxie beim Zervixkarzinom fanden. In
Weichteilsarkomen konnte der postulierte Zusammenhang zwischen Tumorhypoxie und
niedriger Proliferationrate von Nordsmark et al. 1996 (141) ebenfalls nicht nachgewiesen
werden, im Gegenteil, die hypoxischsten Sarkome wiesen die hdchsten Proliferations-
raten auf. Diese Resultate sprechen daflir, dall Malignome nicht auf einen aeroben
Stoffwechsel angewiesen sind, und dal® die Tumorhypoxie die Folge eines schnell
proliferierenden Tumors ist. Eine inverse Korrelation zwischen hypoxischen, pimonidazol-
markierten  Zervixkarzinomzellen und KI-67-Expression konnte Kennedy et al. (93)
nachweisen.

Interessant ist die Beziehung zwischen S-Phasen-Anteil und Anamie: Anamische
Patientinnen zeigten einen hdéheren S-Phasen-Anteil in den Biopsien als nichtanamische
Patientinnen. Die Schluf3folgerung daraus kann aber nicht sein, da Tumore unter
anamischen Bedingungen besser proliferieren. Die tumorassoziierte Anamie kann als
Antwort auf ein schnell wachsendes Karzinom betrachtet werden. Es fand sich nur bei
Fossa et al. (48) fur Myelome bei anamischen Patientinnen ein hoher S-Phasenanteil,
vergleichbar zu unseren Resultaten. Fir Kopf-Hals-Karzinome, nodalnegative
Mammakarzinome (45), Endometrium-Karzinome (87) und Adenokarzinome der Zervix
uteri (136) dagegen war der S-Phasenanteil bei nodalnegativen Patientinnen ein
signifikanter Risikofaktor fir eine Rezidiventstehung (121), fir Magenkarzinome (83) ein
hoher KI-67-Anteil ein negativer Faktor. Die Literaturdaten weisen fir einzelne
Malignomarten eine Fulle divergierenter Resultate auf. Insgesamt hat sich aus der
Analyse der Proliferationsmarker KI-67 und S-Phasenanteil ergeben, dal diese nicht als
sinnvolle Prognoseparameter bei primar bestrahlten Zervixkarzinomen verwendet werden

konnen.

4.9. Die klinische Bedeutung der P53-Expression

Die Wirksamkeit einer Strahlen -oder Chemotherapie hangt davon ab, inwieweit die
Tumorzellen durch die Therapie zur Apoptose gebracht werden, d.h. den programmierten
Zelltod erleiden. (3) Die Regulation der DNA-Schadigung nach der Einwirkung
zytotoxischer Einflisse (ionisierende Strahlung, Chemotherapie, aber auch der
Tumorhypoxie) wird Uber Tumorsuppressorgene gesteuert, deren bedeutendstes nach
dem gegenwartigen Stand der Erkenntnisse das P53 ist (17,30,53,103,110).
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Wildtyp-P53 greift in den Zellzyklus ein, reguliert Reparaturvorgange und veranlalt die
Einleitung der Apoptose. (36). Das kodierte P53-Protein gilt als "Stressprotein”, es wird
unter dem Einfluf} zellschadigender Noxen hochreguliert (17).

Es ist bekannt, dass in verschiedenen Tumoren P53 als mutierte Variante vorliegt. Diese
Mutation geht mit dem Verlust der zellzyklusregulierenden Funktion einher. In
Zervixkarzinomen wurden nur 0,5-2% mutiertes P53-Protein beobachtet (150,178).
W1tP53 hat die Eigenschaft, mit verschiedenen onkogenen Viren eine Komplexbildung
einzugehen, es wird damit inaktiviert. Flr Zervixkarzinome von Bedeutung ist die
Infektion mit den humanen Papillomaviren HPV16 , die Uber das Protein E6 einen
Komplex mit wtP53 bilden und einen beschleunigten Abbau (Degradation) von wtP53
bewirken. Unter hypoxischen Bedingungen wird dieser Abbau Uber eine MDM2-
Aktivierung behindert, so daR auch in HPV16-infizierten Zellen eine Uberexpression von
P53 nachweisbar ist. Die Degradation von wtP53 geht mit einer Einschrankung der
Funktion der Zellzyklusregulation und Apoptoseeinleitung durch P53 einher.
(96,124,144,177,182,183, 211). Dieser Effekt kann im Tierexperiment mit einem EG6-

Antikorper rickgangig gemacht werden (2).

In unserer Untersuchung hatten Patientinnen mit wtP53-Tumoren einen deutlichen
Uberlebensvorteil gegentiiber tP53-Karzinomen, wenn auch dieser Unterschied auf Grund
der hohen Differenz der Patientinnenzahlen in beiden Gruppen nicht signifikant war.
Dagegen fanden Pillai et al. (150) in einer retrospektiven Untersuchung in Indien und
Ebara et al. (40) in Japan keinen Einfluss der P53-Expression auf das Uberleben bei
primar radiotherapierten Zervixkarzinomen. Mdéglicherweise ist eine Erklarung fur diese
unterschiedlichen Resultate ein anderes Spektrum an HPV-Virusgruppen im
Infektionsverhalten in diesen Landern. (102) gegeniber der Inzidenz der Infektion mit
HPV16/18 im europaischen Raum.

Eine Stadienabhangigkeit und damit ein Bezug zur TumorgroRe war in unserer
Untersuchung nicht nachzuweisen. Fir kleine Zervixkarzinome fand Hove et al. (81) keine
Prognoserelevanz fir P53.

Eine Untersuchung zur HPV-Infektion haben wir nicht durchgefiihrt. Es ist aber gesichert,
dal® Patientinnen mit Uteruszervixkarzinomen im mitteleuropaischen Raum bis zu 94%
mit den Papillomaviren HPV16 und HPV18 infiziert sind (102).

Aus in-vitro-Untersuchungen ist bekannt (58), dal® es in Tumorzellen unter hypoxischen
Bedingungen zu einer Selektion von Zellen mit defektem P53 kam, Hypoxie bei Zellen mit
intaktem P53 dagegen zur Apoptose fiihrte (54).

An Zervixkarzinomzellen wurden bestatigt, daf} die hypoxie-induzierte Apoptose abhangig

ist von dem Vorliegen von wtP53. Uber E6 kam es zu einer Hemmung der normalen P53-



119

Funktion und zu einer Hemmung der hypoxie-induzierten Apoptose. Ein Anstieg der P53-
Expression unter hypoxischen Bedingungen an Zellkulturen aus HPV-infizierten
Zervixkarzinom-Bioptaten wurde beschrieben (97). Interessant an diesen Versuchen ist
die Abnahme der Apoptosefahigkeit unter hypoxischen Bedingungen im Verlauf der
Zellpassagierung, was als eine Anpassung und Malignisierung der Zervixkarzinomzellen
unter Hypoxie interpretiert wird.

Unsere klinischen Ergebnissen bestatigen diese experimentellen Daten. Zervixkarzinome
mit melbaren hypoxischen Tumoranteilen wiesen eine signifikant hdhere Expression von
P53 auf als nichthypoxische Karzinome. Der Einfluss der Hypoxie auf die Stérung der
Zellzyklusregulation ist anhand der unterschiedlichen Hohe des DNA-Index flir P53-
positive hypoxische Karzinome im Vergleich zu P53-positiven nichthypoxischen
Karzinomen zu sehen. Wenn auch auf Grund der grof3en Streubreite die Unterschiede
nicht statistisch zu sichern waren, so besteht dennoch eine Tendenz zu einem hdheren
DNA-Index unter Hypoxie und zu einer gréf3eren Heterogenitat der Tumorzellen fir tP53-
Karzinome. Fur die Karzinome mit wtP53-Expression spielte die Tumorhypoxie
hinsichtlich der Hohe des DNA-Index dagegen keine Rolle.

Im hypoxischen Tumor-Mikromilieu war zwar eine hohere P53-Expression der
Tumorzellen als Strefreaktion zu beobachten, auf die durch die Hypoxie induzierten
Stérungen in der Replikation der DNA konnte aber durch die Inaktivierung des P53 nicht
durch Reparatur oder Apoptose reagiert werden. Der klinische Effekt dieser
Determinierung des P53 durch die Hypoxie ist aus den Uberlebenskurven zu entnehmen.
In unseren klinischen Ergebnissen konnten wir zeigen, dal die besten 3-Jahresresultate
bei den Patientinnen mit wtP53- Karzinomen erreicht wurden. Die Kombination
tP53/hypoxische Karzinome zeigten die schlechtesten klinischen Resultate. Damit kann
vermutet werden, dal} die Hypoxie Uber die Determination vom P53 und damit tber eine
Apoptoseinhibition fir Uteruszervixkarzinome prognoserelevant wird. Damit kénnen wir
auch klinisch die experimentell gewonnenen Hypothesen von Gaccia et al. (54) und
Graber et al. (58) bestatigen, auch wenn diese in unserer Untersuchung letztendlich

keine klinische Relevanz als Prognosefaktor hatten.

In  den immunhistochemischen Untersuchungen wurde als ein weiteres
apoptoseregulierendes Onkogen BCL-2 bestimmt. Es qilt als ein potentieller
"Gegenspieler" von P53 und kann die Apoptose-Induktion verhindern (3,127,150). Die
Rolle von BCL-2 in der strahleninduzierten  Apoptose ist bis jetzt aber unklar.
Maoglicherweise kann BCL-2 eine Rolle in der Radiosensibilitat auch bei Zervixkarzinomen
spielen (67). In unserer Untersuchung fand sich eine positive Korrelation zwischen der

Expressionshohe von P53 und BCL-2. Ein Unterschied in der Expressionshdhe in
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Abhangigkeit vom Stadium hatte sich nur fur das Stadium |1IB ergeben. Fur dieses
Tumorstadium konnte auch ein relativ hoherer DNA-Index in Bezug zur Expressionshohe
gegeniber den anderen Tumorstadien gefunden werden. Es hatte den Anschein, daf® nur
in den niedrigeren Tumorstadien noch mit einer vergleichsweise intakten BCL2-Funktion
zu rechnen ist. In den héheren Stadien spielte BCL-2 in der Apoptoseregulierung keine
Rolle mehr. Daflr spricht der relative Verlust der BCL2-Expression in den Stadien 11IB und
IVA.

Als Prognoseparameter spielte die BCL-2-Expression in Zervixkarzinomen keine Rolle.
Pillai et al. (150) und Harima et al. (67) beschrieben gleiche Resultate, dagegen fand
Rajkumar et al. (155) bei 32 Patientinnen mit Zervixkarzinomen der Stadien [IB und 1lIB
einen Uberlebensvorteil firr die Gruppe der BCL-2-negativen Tumore im Vergleich zu den
BCL-2 exprimierenden Karzinome. Dieses Ergebnis kédnnen wir nicht bestatigen.
Insgesamt spielte die BCL-2-Expression als Prognosefaktor in der vorliegenden

Untersuchung keine Rolle.

4.10. Ergebnisse der Kombinationstherapie mit Interferon-alpha-2a/13-cis-
Retinsaure

Ein Nebenresultat der Arbeit ist der Nachweis der fehlenden Effektivitat der adjuvanten
Behandlung mit Interferon-alpha-2a und 13-cis-Retinsaure.

In Zellkulturen (4, 79) war insbesondere fur Zervixkarzinomzellen ein additiver Effekt in
der Behandlung dieser Zellkulturen mit Interferon-alpha-2a (IFN) und 13-cis-Retinsaure
(cRA) und Bestrahlung zu verzeichnen. Der theoretische Ansatz dieses
Behandlungskonzeptes war von der Wirkungsweise der additiven Medikation interessant:
Interferon-alpha-2a hat einen antiviralen Effekt - Zervixkarzinome sind in tUber 90% der
Falle mit humanen Papillomaviren infiziert ( 102 ). IFN hat einen antiproliferativen Effekt
(24) und es wirkt in experimentellen Ansatzen moderat antiangiogenetisch (158). Die
Kombination mit cRA liel3 einen Effekt auf das Apoptoseverhalten der Tumore erhoffen:
Unter cRA kommt es zu einer De-Entdifferenzierung. Tumorzellen durchlaufen noch
einige Mitosen, um dann in Apoptose zu gehen (95).

Die klinischen Daten von Lippman et al. (112), Kavanagh et al. (90) und Toma et al. (197)
zeigten ein Ansprechen der Zervixkarzinome auf eine Therapie mit IFN und cRA,
allerdings hielten diese Effekte nur kurze Zeit an. Immerhin bildeten sich einige der
fortgeschrittenen Zervixkarzinome soweit zuriick, dal sie operabel wurden. Die
Kombination einer etablierten Behandlungsmethode, der Strahlentherapie, mit dieser
adjuvanten Medikation versprach vom Ansatz her ein gunstigeres klinisches Behand-

lungsergebnis (90).
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Diese Hoffnung erfillte sich nicht. Die hier dargestellten klinischen Resultate
unterscheiden sich nicht von den Patientinnen, die nur mit einer Strahlentherapie
behandelt wurden. Wir wissen nicht, welche Patientinnen moglicherweise von der
Zusatzbehandlung profitierten. Der Anstieg der Tumoroxygenierung (38) bei einem Teil
der mit IFN/cCRA vorbehandelten Patientinnen allein schon durch die 2-wdchige
Vorbehandlung ist ein Hinweis darauf, dalR im Tumor eine Veranderung erfolgte,
mdglicherweise durch eine bessere Durchblutung als Folge eines moderaten
antiangiogenetischen Effektes vom Interferon. Leider konnte dieser Ansatz durch das
vorzeitige Schlielien der Studie nicht weiter verfolgt werden.

Letzten Endes konnte wunsere Untersuchung nachweisen, dal3 nicht die
pratherapeutischen Oxygenierung, sondern die Veranderung der Oxygenierung unter der
Bestrahlung der entscheidende prognostische Faktor war. Fir die Gruppe der IFN/cRA-
Patientinnen ergab sich nach 19,8 Gy kein Vorteil in der Tumoroxygenierung.
Vergleichbare klinische Untersuchungen als Phase-ll- oder Phase-llI-Studie sind nicht

publiziert.

5. Zusammenfassung und Schluffolgerungen

Die Strahlentherapie ist in der Behandlung des Uteruszervixkarzinoms eine etablierte
Behandlungsmethode. Uteruszervixkarzinome gehoren zu den soliden Karzinomen mit
den besten Therapieresultaten nach alleiniger Strahlentherapie. Trotz verbesserter
technischer Behandlungsmaoglichkeiten haben sich in den letzten Jahren die
Therapieergebnisse nicht wesentlich verdndert. Fir den Erfolg der lokalen
Strahlentherapie auf der einen Seite und fir das aggressivere Tumorwachstum mit hoher
Metastasierungsfrequenz auf der anderen Seite sind biologische Besonderheiten von
Bedeutung, die bis jetzt nur zum Teil bekannt sind.

Ziel der vorgelegten Untersuchung war die Evaluierung von tumorbiologischen
Prognosefaktoren, die einen Hinweis auf die zu erwartende Strahlensensibilitdt und damit
auf das klinische Ergebnis geben kénnen. Letztendlich sollten als Resultat der Arbeit
Zusammenhange zwischen tumorbiologischen Besonderheiten und Kklinischen
Ergebnissen aufgedeckt werden, die die Definition von Risikofaktoren ermdéglichen und
damit eine individuellere Behandlung, d.h. eine Therapieoptimierung, ermoglichen.

In den bisher publizierten Untersuchungen zu intratumoralen Sauerstoffmessungen wurde
Ubereinstimmend neben dem Tumorstadium die intratumorale Hypoxie als dominierender
Prognosefaktor beschrieben. Experimentelle Daten belegen den Einflu® der Hypoxie auf
genetische Veranderungen mit der Folge einer genetischen Instabilitdt sowie auf die

Angiogeneseinduktion. Hypoxische Karzinome sollen sich biologisch maligner verhalten
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als besser oxygenierte Karzinome und auf eine Strahlen- oder Chemotherapie
ungunstiger ansprechen.

Alle bisherigen Daten dazu wurden an nichtbehandelte Karzinomen in pratherapeutischen
Messungen erhoben.

Systematische pO,-Verlaufsmessungen im Tumor unter Bestrahlung mit einer
mehrjahrigen klinischen Nachbetreuung sind bis jetzt in der Literatur nicht beschrieben.
Diese Untersuchungen sind von strahlenbiologischem Interesse, da eine bisher gangige
strahlenbiologische These eine "Reoxygenierung" der hypoxischen Tumore unter einer
Strahlentherapie formuliert. Deshalb war ein Schwerpunkt der vorliegenden Untersuchung
die Evaluierung der Anderung des intratumoralen Sauerstoffpartialdruckes innerhalb der

ersten beiden Behandlungswochen.

Die  Untersuchung erfolgte bei 87  Patientinnen mit fortgeschrittenen
Uteruszervixkarzinomen. Alle  Patientinnen wurden mit einer kombinierten
Hochvoltbestrahlung und einer HDR-Kontakttherapie unter kurativer Zielstellung primar
bestrahlt. 32/87 Patientinnen erhielten zusatzlich zur Bestrahlung im Rahmen einer
Therapieoptimierungsstudie eine additive Behandlung mit Interferon-alpha-2a und 13-cis-
Retinsaure.

Als Untersuchungsmethode kam die polarographische intratumorale Messung mit dem
pO>-Histographen der Fa. Eppendorf zur Anwendung.

Neben den Messungen zur Tumoroxygenierung im Verlauf der Therapie wurden maégliche
Zusammenhange zwischen  Tumorhypoxie und Anamie, Tumorangiogenese sowie
Proliferation untersucht. In pratherapeutischen Bioptaten wurden bei 70/87 Patientinnen
immunhistochemisch der Proliferationsmarker KI-67 sowie die Tumorproteine BCL2 und
P53 bestimmt. Aus den gleichen Tumorbioptaten konnte flulzytometrisch der DNA-Index
und der S-Phasenanteil ermittelt werden. Als Angiogeneseparameter wurden im
Tumorgewebe die GefalRdichte immunhistochemisch mit CD31 markiert sowie der

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) im Serum und Blutplasma bestimmt.

Die Analyse der Oxygenierungsparameter ergab in unserer Untersuchung einen
signifikanten EinfluR auf das 3-Jahresiiberleben in Abhéngigkeit von der Anderung des
Sauerstoffpartialdruckes im Verlauf der Hochvolttherapie nach 11 Bestrahlungsfraktionen.
Ein genereller Anstieg des Sauerstoffpartialdruckes im Sinne einer "Reoxygenierung"
konnte nicht bestatigt werden. Es wurde sowohl ein Anstieg als auch eine Abnahme der
Tumoroxygenierung beobachtet, Karzinome zeigten einen gleichbleibend hohen oder

niedrigen Sauerstoffpartialdruck unter der Behandlung.
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Der Sauerstoffpartialdruck im Tumor unter der Therapie war dennoch fir das
Behandlungsergebnis mafigebend:

Die Karzinome, die vor oder nach 11 Hochvolt-Fraktionen gut oxygeniert waren, hatten
einen signifikanten Uberlebensvorteil gegeniber Patientinnen mit persistierend
hypoxischen Karzinomen. Auch unter Einbeziehung des Tumorstadiums konnte fir die
persistierende Hypoxie unter Bestrahlung ein signifikanter Einflud bestatigt werden. Die
Hypoxie unter der Bestrahlung hatte insbesondere einen Einflu® auf eine groRRere lokale
Radioresistenz im Vergleich zu den nichthypoxischen Karzinomen, die ein besseres
lokales Ansprechen zeigten. Auf die Fernmetastasierungsrate hatte die Tumorhypoxie in
unserer Untersuchung keinen Einfluf}

Es kann festgestellt werden, dall die Kklinischen Ergebnisse nach primarer
Strahlentherapie beim Zervixkarzinom abhangig waren vom Oxygenierungsstatus des
Tumors. Prognosebestimmmend war der hypoxische Tumoranteil unter der Bestrahlung,
der letzten Endes fur die Radioresistenz verantwortlich ist.

Die Analyse der pratherapeutisch gemessenen Oxygenierungsparameter in Abhangigkeit
vom Median des Sauerstoffpartialdruckes sowie der hypoxischen MeRwerte <2,5mmHg
und <6mmHg erbrachte in unserer Untersuchung keinen statistisch zu verifizierenden
EinfluR auf das 3-Jahresuberleben.

Der sowohl fir das Gesamtlberleben als auch fiir das lokale Tumoransprechen
bedeutendster klinischer Prognosefaktor war die Anamie. Anamische Patientinnen hatten
gegenuber nichtanamischen Patientinnen ein hochsignifikant schlechteres klinisches
Ergebnis. Es konnte bei 19,8 Gy Bestrahlung insbesondere fir die hypoxischen
Parameter HF2,5 und HF5 bei 19,8 Gy eine signifikante Korrelation zum Hamoglobinwert
festgestellt werden. Damit kommt der Hamoglobinkonzentration unter der Bestrahlung
eine Bedeutung fiir die Tumorhypoxie und damit der Radioresistenz zu. Diese Ergebnis
weist erstmals einen Zusammenhang zwischen Tumorhypoxie und Anamie unter der
Bestrahlung auf und hat damit in der klinischen Routine Konsequenzen flir die
Anamiebehandlung.

Der Einflul® insbesondere auf die lokale Strahlenwirkung wurde in Abhangigkeit von der
Hamoglobinkonzentration sowohl fir den anamischen als auch durch Betrachtung
unterschiedlicher Hamoglobinhéhen im nichtanamischen Bereich nachgewiesen:
Patientinnen mit den héchsten Hamoglobinkonzentrationen unter der Bestrahlung zeigten
die besten lokalen Remissionsraten.

In den pratherapeutischen Bestimmungen war ein Zusammenhang zwischen
Tumoroxygenierung und Hamoglobinwert nicht herzustellen.

Der Einflu der Vaskularisation im Tumor auf das klinische Gesamtergebnis sowie die

Beziehung zwischen Angiogeneseinduktion und Hypoxie konnte nachgewiesen werden.
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Persistierend hypoxische Karzinome zeigten eine signifikant gréRere GefalRdichte. Eine
hohe intratumorale GefaRdichte war wiederum mit einer signifikant schlechteren Prognose
verbunden. Zwischen Gefalidichte im Tumor und andmischen Hamoglobinwerten bestand
nur fUr die persistierend hypoxischen Karzinome ein statistischer Zusammenhang.

Die Bestimmung des Angiogenesefaktors VEGF im Serum war als ein hochsignifikant
ungunstiger Prognosefaktor anzusehen, wenn der Wert >600pg/ml lag, wobei der Einfluf3
der Thrombozyten sowohl hinsichtlich der Funktion als VEGF-Vehikel als auch als
Prognosemarker bei malignen Tumoren weiterer Untersuchung bedarf. Gezeigt werden
konnte ein Anstieg der VEGF-Expression unter anamischen Bedingungen. Damit kann
eine  Verbindung zwischen Anamie- Gewebehypoxie- Angiogeneseinduktion-
Gefaldichte- Prognose postuliert werden. Die bisherige These, dall die Anamie bei
Tumorpatienten ein paraneoplastischer Effekt ohne Wechselwirkungen mit dem
Tumorgeschehen und ohne Beziehung zum therapeutischen Ergebnis ist, kann nicht

mehr aufrecht erhalten werden.

Keine Bedeutung als Prognosemarker konnte fir den Ploidiestatus ermittelt werden,
Diploide Karzinome waren in der Prognose nicht besser als aneuploide Tumoren.
Ebenfalls hatten die Proliferationsmarker KI-67 und der S-Phasenanteil keine Bedeutung
fur das klinische Resultat.

Als Tumorproteine mit einem EinfluR auf die Apoptose wurden P53 und BCL2
immunhistochemisch bestimmt. Fir BCL2 ergaben sich keine Aussagen fur das klinische
Ergebnis.

Fir P53-Protein konnte ein EinfluR der Hypoxie auf die Expressionshéhe gezeigt werden:
Hypoxische Karzinome hatten eine signifikant héhere Expressionsrate von P53.

Der Einflu der Hypoxie auf das P53-Expressionsverhalten ist bis jetzt nur experimentell
nachgewiesen worden. Der von uns ermittelte relativ hohe DNA-Index bei hypoxischen
Tumoren mit gestérter P53-Funktion ist als ein Hinweis auf ein gestortes
Apoptoseverhalten zu interpretieren und bestatigt experimentelle Daten. Die Patientinnen
mit P53-negativen (wtP53)Biopsien wiesen ein besseres 3-Jahrestberleben gegentber
den Patientinnen mit (tP53)Biopsien auf. Diese in Experimentaltumoren gefundenen
Systeme der malignen Progression lassen sich in unseren klinisch fortgeschrittenen
Karzinomen zwar wiederfinden, sind aber flir das Behandlungsergebnis nicht relevant.
Aus den immunhistochemischen Untersuchungen der Tumorproteine P53, BCL2 und KiI-
67 konnten keine prognoserelevante Schlullfolgerungen gezogen werden.

Die additive Behandlung mit Interferon-alpha-2a und 13-cis-Retinsdure hatte auf das

klinische Resultat keinerlei Einfluf3. Die 3-Jahresergebnisse flr die Patientinnen mit einer
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alleinigen Strahlentherapie entsprachen denen der Patientinnengruppe mit der IFN/cRA-

Zusatzbehandlung.

Folgende Schlul’folgerungen sind festzuhalten:

1. Wichtigster prognostischer Faktor in unserer Untersuchung war die Anamie wahrend
der Radiotherapie.

2. Die Anamie unter der Bestrahlung beeinfluRte die Hypoxie unter der Bestrahlung und
hatte damit einen wesentlichen Einflu auf die Radioresistenz. Hypoxie und Anamie
unter der Bestrahlung waren in dieser Untersuchung in erster Linie fur die lokale
Radioresistenz und nicht fur die Fernmetastasierung von Bedeutung.

3. Die strahlenbiologische Bedeutung der Hypoxie konnte bestatigt werden, allerdings
nur, wenn diese auch unter der Bestrahlung persistent war. Eine generelle
Reoxygenierung unter der Radiotherapie wurde nicht gefunden.

4. Zwischen der Gefalldichte in Tumorbioptaten und der Tumorhypoxie konnte ein
Zusammenhang hergestellt werden. Die routinemaRige Bestimmung der Gefaldichte
als Prognosemarker ist zu diskutieren und sollte in weiterflihrenden Untersuchungen
kontrolliert werden.

5. Die weiteren Prognosemarker (Apoptosemarker P53 und BCL2, Proliferationsmarker
KI67 und S-Phasenanteil) waren gegentber den etablierten klinischen Faktoren nicht
aussagekraftig.

6. Die nachgewiesenen Interaktionen zwischen den verschiedenen Prognosefaktoren
Anamie, Hypoxie, GefalRdichte und VEGF-Expression lassen auf ein
pathophysiologisches Netzwerk schlieen, das in seiner Gesamtheit nicht durch
einzelne Parameter beschrieben werden kann.

7. Klinische Schlulfolgerung kann nur sein, alles zu vermeiden, was unter der
Bestrahlung eine lokale Tumorhypoxie begunstigt. Dazu gehdrt unbedingt eine
Korrektur der Anamie. Bis zu welcher Hohe diese Korrektur erfolgen soll, wird zur Zeit
kontrovers diskutiert und bedarf weiterer Untersuchungen.

8. Die tumorassoziierte Anamie ist ein Symptom fir ein besonders aggressives
Karzinom. Die Behandlung dieses Symptoms muf} in erster Linie in der Behandlung
der auslésenden Ursache, d.h. in der Behandlung des Tumors liegen. Mit einer
Substitution der Anamie mit Transfusionen oder mit Erythropoietin unter der
Bestrahlung wird nicht die Ursache der Anamie beseitigt, aber es besteht die Option,
Uber einen sauerstoffabhangigen strahlensensibilisierenden Effekt ein besseres

lokales Ansprechen zu erreichen und damit die lokale Tumorkontrolle zu erhéhen.
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Die Strahlentherapie ist in der Behandlung des Uteruszervixkarzinoms eine etablierte
Behandlungsmethode. Uteruszervixkarzinome gehdren zu den soliden Karzinomen
mit den besten Therapieresultaten nach alleiniger Strahlentherapie. Die
Langzeitergebnisse sind nach priméarer Strahlentherapie in Frihstadien mit denen
operativer Verfahren vergleichbar, in fortgeschrittenen Stadien zeigt die priméare

Strahlentherapie bessere Heilungsergebnisse.

Die klinischen Ergebnisse nach primarer Strahlentherapie beim Zervixkarzinom sind
abhangig vom Oxygenierungsstatus des Tumors. Prognosebestimmmend ist der

hypoxische Tumoranteil, der letzten Endes flir die Radioresistenz verantwortlich ist.

Bisherige intratumorale Sauerstoffmessungen erfolgten am nichtbehandelten
Karzinom. In der vorgelegten Arbeit wurde der EinfluR der Sauerstoffkonzentration im
Tumor als Prognosefaktor sowohl in pratherapeutischen Messungen als auch im
Verlauf der Strahlentherapie bei 87 Patientinnen mit primar bestrahlten
Uteruszervixkarzinomen untersucht. Insbesondere sollte analysiert werden, inwieweit
sich unter der Strahlentherapie der Oxygenierungsstatus im Tumor andert und ob sich

daraus prognostische Aussagen ableiten lassen.

. Als Untersuchungsmethoden kam die polarographische intratumorale Messung des

Sauerstoffpartialdruckes im Tumor mit dem pO»-Histographen der Fa. Eppendorf- zur

Anwendung. Gemessen wurde der Sauerstoffpartialdruck vor Therapiebeginn und

nach 11 Fraktionen Hochvolttherapie, also bei 19,8 Gy.

In pratherapeutischen Bioptaten wurden bei 70/87 Patientinnen immunhistochemisch
der Proliferationsmarker Kl-67 sowie die Proteine BCL2 und P53 unter dem
besonderen Aspekt des Einflusses der Tumorhypoxie bestimmt. Aus den gleichen
Tumorbiopsien konnte flowzytometrisch der DNA-Index sowie als Proliferationsmarker
der S-Phasenanteil ermittelt werden. Als Angiogeneseparameter wurden im
Tumorgewebe die Gefalldichte immunhistochemisch mit CD31 markiert und
ausgezahlt. Weiterhin wurde der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) im

Serum und Plasma von Patientinnen mit Uteruszervixkarzinomen untersucht.

Die Untersuchungen erfolgten ab Marz 1995 bei insgesamt 87 Patientinnen mit
inoperablen Uteruszervixkarzinomen der Stadien IIB n. FIGO (N = 19), llIB ( N = 59)
und im Stadium IVA ( N = 9) mit einem Durchschnittsalter von 58,6 Jahren (34-80

Jahre). Es handelte sich ausschliellich um Plattenepithelkarzinome. Das 3-
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Jahresulberleben betrug im Tumorstadium IIB 72 + 11%, im Stadium 11IB 60 £ 7% und
im Stadium IVA 22 + 14% (Gesamt 57+ 5%). 19 Patienten erlitten ein lokales
Therapieversagen (22%), davon 12 im ersten Jahr nach Therapie. Die

Fernmetastasierungsrate betrug 20%.

Die strahlenbiologische Bedeutung der Hypoxie konnte bestatigt werden, allerdings
nur, wenn diese auch unter der Bestrahlung persistent war. Eine generelle
Reoxygenierung unter der Radiotherapie wurde nicht gefunden. Die Karzinome, die
vor oder nach 11 Hochvolt-Fraktionen gut oxygeniert waren, hatten mit 68% 3-
Jahresuberleben einen signifikanten Vorteil gegenliber 38% 3-Jahresuberleben der

Patientinnen mit persistierend hypoxischen Karzinomen.

Die Hypoxie unter der Bestrahlung hatte insbesondere einen Einflu} auf eine gréfere
lokale Radioresistenz im Vergleich zu den nichthypoxischen Karzinomen, die ein
besseres lokales Ansprechen zeigten. Auf die Fernmetastasierungsrate hatte die

Tumorhypoxie in unserer Untersuchung keinen Einflu3.

Zwischen der Gefaldichte in Tumorbioptaten und der Tumorhypoxie konnte ein
Zusammenhang hergestellt werden. Persistierend hypoxische Karzinome zeigten eine
signifikant grolRere GefalRdichte. Eine hohe intratumorale Gefaldichte war wiederum
mit einer schlechteren Prognose verbunden. Die routinemaRige Bestimmung der
Gefalidichte als Prognosemarker ist zu diskutieren und sollte in weiterfiihrenden

Untersuchungen kontrolliert werden.

Bedeutendster klinischer Prognosefaktor war die Anamie. Anamische Patientinnen
hatten mit 31% 3-Jahresiberleben gegenuber 64% fur nichtanédmische Patientinnen

ein hochsignifikant schlechteres klinisches Ergebnis.

Einen Zusammenhang zwischen Tumoroxygenierung und Hamoglobinwert konnte
unter der Bestrahlung insbesondere fiir die hypoxischen Parameter statistisch
abgesichert werden. Fur die hypoxischen Meldwerte HF2,5 und HF5 war bei 19,8Gy

eine signifikante Korrelation zum Hamoglobinwert festzustellen.

Die Anamie unter der Bestrahlung beeinflute die Hypoxie unter der Bestrahlung und
hatte damit einen wesentlichen Einflu auf die Radioresistenz. Hypoxie und Anamie
unter der Bestrahlung waren in dieser Untersuchung in erster Linie fur die lokale

Radioresistenz und nicht fur die Fernmetastasierung von Bedeutung. Fur anamische
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Patientinnen betrug das lokale Therapieversagen 38% vs. 20% fir nichtanamische

Patientinnen.

Ein hoher VEGF-Wert im Serum (>600pg/ml) war als ein hochsignifikant ungunstiger
Prognosefaktor anzusehen, wobei der EinfluR der Thrombozyten sowohl hinsichtlich
der Funktion als VEGF-Vehikel als auch als Prognosemarker bei malignen Tumoren
weiterer Untersuchung bedirfen. Gezeigt werden konnte auch ein Einflu der Anamie

auf die VEGF-Expression.

Fir P53 konnte ein EinfluR der Hypoxie auf die Expressionshéhe nachgewiesen
werden: Hypoxische Karzinome hatten eine signifikant hdhere Expressionsrate von
P53. Die 10 Patientinnen mit p53-negativen Biopsien (wtP53) wiesen ein 3-
Jahresuberleben von 79% gegenuber 51% fur die 60 Patientinnen mit P53-positiven

Biopsien (tP53) auf, der Unterschied ist aber nicht signifikant.

Aus den immunhistochemischen Untersuchungen der Tumorproteine p53, BCL2 und

Ki-67 konnten keine prognoserelevante Schluf3folgerungen gezogen werden.

In einer mehrfaktoriellen  Regressionsanalyse unter Einbeziehung des
Hamoglobinwertes vor Therapie und nach 19,8Gy, der Tumoroxygenierung vor
Therapie und nach 19,8Gy sowie dem Tumorstadium waren Tumorstadium und
Hamoglobinwert signifikante Prognosefaktoren. Fir das lokale Tumorgeschehen hatte

der Hamoglobinwert bei 19,8Gy einen hochstsignifikanten Einflul3.

Die nachgewiesenen Interaktionen zwischen den verschiedenen Prognosefaktoren
Anamie, Hypoxie, GefalRdichte und VEGF-Expression lassen auf ein
pathophysiologisches Netzwerk schlieen, das in seiner Gesamtheit nicht durch

einzelne Parameter beschrieben werden kann.

Wichtigster Prognosefaktor war in unserer Untersuchung neben dem hohen
Tumorstadium IVA der Hamoglobinwert sowohl vor als im besonderen Male unter der
Strahlentherapie. Er beeinfluRte in entscheidendem Malie die Tumorhypoxie unter der
Behandlung und hatte damit auf das lokale Ansprechen der Zervixkarzinome auf die

Bestrahlung einen entscheidenden EinflulR.

SchluRfolgerung kann nur sein, alles zu vermeiden, was unter der Bestrahlung eine

lokale Tumorhypxie beginstigt. Dazu gehdrt unbedingt eine Korrektur der Anamie.
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