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W.-D. Beecken, Y. Shing

TUMORANGIOGENESE UND
ANTIANGIOGENESETHERAPIE

MALIGNER TUMORE

Summary

Angiogenesis, the outgrowth of
new capillaries from preexisting
vessels, is essential for tumor
growth and progression. The
mechanisms of angiogenesis are
complex and well controlled
(angiogenic cascade). In theory,
each step of the angiogenic
cascade is a potential target for
cancer therapy. In this review we

ZUSAMMENFASSUNG

Wachstum und Progression
maligner Tumore sind angioge-

focus on the mechanisms of
angiogenesis and describe the
inhibition of angiogenesis as a
new concept in cancer therapy.
We portray three specific
inhibitors of angiogenesis
(angiostatin, endostatin and
antiangiogenic antithrombin) and
summarize the results of clinical
relevant studies with these
inhibitors.

neseabhdngig. Angiogenese, die
Aussprossung von Kapillaren aus
vorbestehenden Blutgefalen, lauft
in einer Sequenz von genau
definierten Schritten ab (angio-
gene Kaskade). Da die Angio-

Tabelle 1: Korpereigene Stimulatoren der Angiogenese

Fibroblast growth factors (FGF’s)

Vascular endothelial growth factors (VEGF-A, B, C, D)

Angiopoietins (Ang-1, Ang-2)
Midkine
Pleiotropine

Platelet derived endothelial cell growth factor (PD-ECGF/TP)
Transforming growth factor a and 3 (TGF o und p)
Hepatocyte growth factor (HGF oder Scatter Factor)

Platelet derived growth factor (PDGF)
Epidermal growth factor (EGF)
Interleukin-8

Placental growth factor

Granulocyte colony stimulating factor (G-CSF)

Tumor necrosis factor o (TNF o)
Angiogenin
Proliferin

Tabelle 2: Korpereigene Inhibitoren der Angiogenese

Thrombospondin 1 und 2
Interferone a, B, y

Tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMP’s)

Urokinase receptor antagonists
Platelet factor 4
Interleukins 1, 4 und 12

Interferon gamma inducible protein 10 (IP-10)

Endostatin
Angiostatin

Fragmente von Laminin, Fibronektin und Prolaktin

genese flr das Wachstum mali-
gner Tumore essentiell ist, stellt
theoretisch jeder Schritt dieser
Kaskade einen therapeutischen
Angriffspunkt dar. Die vorliegen-
de Ubersicht fakt die Mechanis-
men der Angiogenese zusammen
und berichtet tber die Inhibition
von Angiogenese als neues Kon-
zept in der Therapie maligner
Tumore (Antiangiogenesethera-
pie). Wir stellen drei spezifische
Angiogeneseinhibitoren vor
(Angiostatin, Endostatin und
antiangiogenes Antithrombin) und
berichten tiber klinikrelevante
Untersuchungen zu diesen Fakto-
ren.

TUMORANGIOGENESE

Es gilt heute als erwiesen, dal
sowohl das Wachstum als auch
die Progression und Metasta-
sierung maligner Tumoren
angiogeneseabhangig sind [1].

Normalerweise gehoren die
gefalwandbildenden Endothel-
zellen zu den sich am seltensten
teilenden Zellen des menschli-
chen Korpers [2]. Sie stehen unter
enger Kontrolle von endogenen
Angiogenesestimulatoren (Tabelle
1) und endogenen Angiogenese-
inhibitoren (Tabelle 2). Unter
physiologischen Bedingungen
befinden sich diese Faktoren im
Gleichgewicht (angiogene Balan-
ce). Im Rahmen dieses Gleichge-
wichtes findet ein zum Erhalt der
funktionellen Gefallwand not-
wendiger Zellumsatz, aber kein
quantitativer Zuwachs an
Endothelzellen statt [2]. Demzu-
folge findet unter physiologischen
Bedingungen in den meisten
Organen und Geweben keine



Angiogenese statt. Eine Ausnahme
hiervon bildet das Endometrium
der Frau, welches monatlich
aufgebaut und wieder abgestollen
wird. Wahrend der Aufbauphase
des Endometriums findet
Angiogenese statt. Ansonsten wird
Angiogenese nur kurzzeitig und
sehr kontrolliert fir Prozesse wie
z. B. Wundheilung aktiviert.

Durch die Entartung einer Korper-
zelle entsteht ein maligner
Zellklon, welcher (unter gewissen
Umstdnden) zu einem malignen
Tumor heranwachst. Die Entar-
tung normaler Korperzellen in
maligne Tumorzellen ist nicht
angiogeneseabhiangig [3]. Nach
Initiation des malignen Zellklons
wadchst dieser zundchst angio-
geneseunabhangig (avaskulare
Phase). Zu diesem Zeitpunkt der
Tumorprogression befindet sich
der ,Tumor” noch im angiogenen
Gleichgewicht. Die Versorgung
der Tumorzellen mit Sauerstoff
und Nahrstoffen wird in dieser
Phase durch Diffusion aufrechter-
halten. Wachst der Tumor tiber
mikroskopische Dimensionen
hinaus, kann die Versorgung der
Tumorzellen aufgrund der zu
weiten Diffusionsstrecke nicht
mehr durch Diffusion aufrechter-
halten werden [2, 4]. Zu diesem
Zeitpunkt ist es fur einen Tumor
essentiell, die Angiogenese zu
aktivieren. Dies bedeutet, dal’
eine weitere Grolenzunahme des
Tumors erst moglich ist, nachdem
der Tumor die Angiogenese
induziert hat. Maligne Zellklone,
welche zu klinisch relevanten
Tumorerkrankungen heranwach-
sen, durchlaufen an dieser Stelle
den sogenannten ,angiogenen
Switch” [3]. Das heif3t, dal’ ein
Tumorzellklon in die Lage ver-
setzt wird, die Angiogenese zu
stimulieren. Hieraus resultiert die

Verschiebung des ,angiogenen
Gleichgewichtes”. Es kommt zu
einer Nettostimulation von
Endothelzellproliferation und
GefalRwachstum (Angiogenese).
Die Verschiebung des angiogenen
Gleichgewichtes kann auf zweier-
lei Arten erreicht werden: entwe-
der durch die gesteigerte Sekreti-
on oder Freisetzung von Angio-
genesestimulatoren oder durch
die Hemmung der Sekretion oder
Freisetzung von Angiogenese-
inhibitoren [3, 5]. So konnten z. B.
beim Blasenkarzinom Campbell
und Kollegen zeigen, dafs der
endogene Angiogeneseinhibitor
Thrombospondin-1 im Rahmen
der Tumorprogression herunter-
reguliert wird [5].

Wird das angiogene Gleichge-
wicht in Richtung Angiogenese-
stimulation verschoben, kommt
es zur Einleitung der ,angiogenen
Kaskade”. Den ersten Schritt
dieser Kaskade bildet die Auflo-
sung der extrazellularen Matrix
und der vaskuldaren Basalmem-
bran durch die Einwirkung von
Proteasen wie z. B. Metallo-
proteinasen. Ist die Basalmem-
bran eroffnet, wandern die
Endothelzellen aus ihrem Ver-
bund und orientieren sich in
Richtung des angiogenen Stimu-
lus. Gleichzeitig proliferieren die
Endothelzellen und bilden gefal3-
dhnliche Strukturen (Abbildung 1).

Bedingt durch die Stimulation
von Angiogenese wird der Tumor
mit Gefalen versorgt. Dies er-
moglicht die Sicherstellung der
Versorgung mit Sauerstoff und
Nihrstoffen bis ins Tumor-
zentrum. Zusatzlich zu dem
nutritiven Effekt haben die
Endothelzellen, welche eine
Vielzahl von Wachstumsfaktoren
produzieren, einen parakrinen,

stimulierenden Effekt auf die
Tumorzellproliferation [6]. In
dieser ,vaskularen Phase” der
Tumorprogression proliferieren
die Tumorzellen exponentiell [3].
Typische Tumorsymptome wie z. B.
die Hamaturie beim Blasen-
karzinom treten erst in der
vaskuldren Phase der Tumor-
progression auf.

Durch die lokale Stimulation von
Gefdllwachstum kommt es im
Tumor, zumindest fokal, zur
erhohten Dichte von Blutgefalien,
verglichen mit dem Normal-
gewebe. Die Ausprdgung der
GefaRdichte (vascular density)
konnte in unterschiedlichen
Tumorentitaten mit der Prognose
der Erkrankung korreliert werden
[7-10]. Auch erhdhte Werte fiir
Angiogenesestimulatoren wie b-
FGF und VEGF zeigten bei vielen
Tumoren eine gute Korrelation
mit der Prognose der Erkrankung
[11-13]. In der Regel geht dabei
eine hohe Gefdldichte sowie
eine erhohte Expression von
Angiogenesestimulatoren mit
einer schlechteren Prognose
einher.

ANTIANGIOGENESETHERAPIE
MALIGNER TUMORE

Aufgrund der oben beschriebenen
Abhdngigkeit der Tumorpro-
gression von der Angiogenese
postulierte Judah Folkman bereits
vor 28 Jahren die Moglichkeit,
maligne Tumore mittels einer
Antiangiogenesetherapie zu
behandeln [14].

Inzwischen wurden zahlreiche
spezifische und unspezifische
Inhibitoren von Endothelzell-



Abbildung 1: Mechanismen der Angiogenese (modifiziert aus: Klagsbrun M
und Moses MA. Molecular angiogenesis. Chemistry & Biology 1999; 6: R217—

R224, mit Erlaubnis).
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proliferation und Angiogenese
isoliert und charakterisiert. Beim
National Cancer Institute (NCI) in
den Vereinigten Staaten von
Amerika befinden sich derzeit 19
Angiogeneseinhibitoren in klini-
scher Testung, flinf davon bereits
in Phase Ill-Studien (siehe
Webpage des NCI [15]). Als
besonders aktiv in der Behand-
lung maligner Tumoren in Tier-
modellen erwiesen sich zwei aus
Tumoren isolierte, spezifische
Angiogeneseinhibitoren:
Angiostatin und Endostatin. Im
folgenden wollen wir die Charak-
teristika dieser beiden spezifi-
schen Angiogeneseinhibitoren
darstellen und die Ergebnisse
klinikrelevanter Untersuchungen
mit Endostatin und Angiostatin
zusammenfassen. Abschliefend
berichten wir tiber einen dritten
spezifischen Angiogeneseinhi-
bitor, antiangiogenes Antithrom-
bin I, welcher vor kurzem in
unserem Labor isoliert wurde.

Angiostatin

Angiostatin wurde 1994 aus dem
Urin von Miusen, die ein Lewis-

Lung-Karzinom trugen, isoliert
[16]. Die Aminosduresequenz des
38 kDa grollen Angiostatinmole-
kiils entspricht dem C-terminalen
Segment des Gerinnungsfaktors
Plasminogen.

Angiostatin inhibiert spezifisch
die Proliferation von Endothel-
zellen in vitro. Konfluente, nicht-
proliferierende Endothelzellen
werden durch Angiostatin nicht
beeinfluBt. Andere Zellarten, wie
z. B. Fibroblasten, Epithelien,
glatte Muskelzellen und Tumor-
zellen, werden durch Angiostatin
ebenfalls nicht in ihrer Proliferati-
on behindert [16]. Das Ursprungs-
molekil von Angiostatin, Plasmi-
nogen, inhibiert nicht die Prolife-
ration von Endothelzellen. Ande-
rerseits hat das Angiostatinmolekiil
die blutkoagulatorische Aktivitat
von Plasminogen verloren.

In verschiedenen Tumormodellen
wurde die inhibitorische Aktivitat
von Angiostatin auf das Tumor-
wachstum untersucht. In einer
Untersuchung an drei humanen
Tumormodellen in Maiusen (Pro-
stata-Karzinom, Kolon-Karzinom

und Mamma-Karzinom) zeigte
Angiostatin die beste Wirkung bei
der Behandlung des Prostata-
karzinoms (99 % Tumorinhibi-
tion) [17]. Auch mit rekombinant
hergestelltem Angiostatin konnten
Metastasen- und Tumormodelle in
Méausen erfolgreich therapiert
werden [18, 19]. Die Transfektion
der Angiostatin-cDNA in eine
Gliablastomzellinie fiihrte zu
einer 70 %igen Inhibition des
Wachstums der Angiostatin-
transfizierten Zellinie im Ver-
gleich zur vektortransfizierten
Kontrolle [20].

Gately und Mitarbeiter konnten
zeigen, dafS die Prostatakarzinom-
zellinien LNCaP, PC-3 und DU-
145 humanes Plasminogen enzy-
matisch in Angiostatin tiberfiihren
konnen [21]. Auch bei einer
humanen Pankreaskarzinom-
zellinie konnte gezeigt werden,
dal die Zellen ein Enzym produ-
zieren, welches humanes Plas-
minogen in Angiostatin konver-
tiert [22]. Im Mausmodell konnte
Angiostatin den Effekt von ionisie-
render Bestrahlung auf das Tu-
morwachstum potenzieren, ohne
die Nebenwirkungen der Behand-
lung zu verstarken [23, 24].

Kirzlich wurde die o/B-Unterein-
heit einer membranstandigen
ATP-Synthase auf Endothelzellen
als Bindungsstelle fiir Angiostatin
identifiziert [25].

Endostatin

Endostatin, ein 20 kDa grofSes
enzymatisches Spaltprodukt von
Kollagen XVIII, wurde erstmals
aus dem Kulturtiberstand von
einer Maus-Hamangioendo-
theliomzellinie (EOMA) isoliert
[26]. Wie beim Plasminogen zeigt
das Ursprungsmolekiil keine



endothelzell- oder angioinhi-
bitorische Aktivitit [26]. Die
inhibitorische Wirkung von
Endostatin beschrankt sich aus-
schlieSlich auf Endothelzellen. In
vitro wurde die Proliferation von
glatten Muskelzellen, Fibro-
blasten und unterschiedlichen
Tumorzellinien nicht durch
Endostatin beeinfluft.

Sasaki und Kollegen [27] fanden
unterschiedliche Proteolyse-
fragmente von Kollagen XVIII in
allen untersuchten Geweben von
Méusen (insbesondere in Testis
und Niere). Im Serum und Urin
von Mdusen liellen sich 120 ng/
ml und 22 ng/ml Endostatin
nachweisen [27]. Endostatin
wurde im Hamofiltrat von Patien-
ten mit terminaler Nieren-
insuffizienz nachgewiesen [28].
Die Aminosauresequenz dieses
Endostatins ist allerdings gegen-
uber dem EOMA-Endostatin um
12 Aminosauren verkirzt. Dieses
verkurzte Endostatin zeigt keine
endothelzellinhibitorische Aktivi-
tat [28].

In vivo zeigte Endostatin an vier
verschiedenen murinen Tumor-
modellen (Lewis-Lung-Karzinom,
T241-Fibrosarkom, B16F10-
Melanoma und EOMA-
Hamangiom) eine Regression
auch fortgeschrittener Tumore
(1-2 % des Korpergewichtes der
Maus) [29]. Boehm und Kollegen
konnten zeigen, dal’ die Behand-
lung fortgeschrittener Tumore in
Mausen mit Endostatin keine
Resistenzentwicklung hervorruft
[29]. Experimentelle Nieren-
karzinome in Mdusen wurden
erfolgreich mit rekombinantem
Endostatin behandelt [30]. Eigene
Untersuchungen mit rekombinan-
tem Endostatin an einem
orthotopen Prostatakarzinom-

modell in Mdusen zeigten Regres-
sionen fortgeschrittener, Chemo-
therapie-resistenter und An-
drogen-unabhangiger Tumore
[31]. In allen Untersuchungen
konnten wir die Therapie nach
dem PSA-Verlauf richten und
bewerten (nicht publizierte Da-
ten). In einem Maus-Tumor-
progressionsmodell, welches die
unterschiedlichen Schritte der
Tumorprogression inklusive des
angiogenen Switches durchlduft,
zeigte Endostatin deutliche Wir-
kung [32]. Insbesondere
inhibierte Endostatin in diesem
Modell die Progression nach dem
angiogenen Switch. Die Kombi-
nation von Endostatin und
Angiostatin zeigte in diesem
Modell die starkste Wirkung auf
Tumore in der Proliferations-
phase. In einer kirzlich erschie-
nenen Arbeit hemmte die intra-
muskuldre Applikation des
Endostatin-Gens signifikant das
Tumorwachstum und die Entwick-
lung von Lungenmetastasen in
einem Nierenkarzinommodell in
Méausen [33].

Antiangiogenes AT Il

Kurz vor Fertigstellung dieser
Ubersicht wurde der Dritte aus
einem Tumor isolierte, spezifische
Angiogeneseinhibitor beschrieben
[34]. Bei diesem neuen Angio-
geneseinhibitor handelt es sich
um eine enzymatisch verkirzte
Form von Antithrombin III (AT 11).
Dieser Angiogeneseinhibitor
wurde aus dem Kulturtiberstand
einer humanen kleinzelligen
Lungenkarzinom-Zellinie (NCI-
H69) isoliert. Die antiangiogene
Variante von AT Il zeigte eine >
90 % ige Inhibition von Lewis-
Lung-Karzinom-Wachstum in
Mausen [34].

AUSBLICK

In der vorliegenden Ubersicht
wurden lediglich drei der zur Zeit
bekannten Angiogeneseinhibi-
toren beschrieben. Die ersten
klinischen Studien mit Endostatin
wurden im Oktober 1999 begon-
nen. Die Autoren sind der festen
Uberzeugung, dal Angiogenese-
inhibitoren innerhalb der nach-
sten Jahre Einzug in die Standard-
therapie maligner Tumore halten
werden. Wir denken, dafs Angio-
geneseinhibitoren in Kombination
mit Chemotherapie, Strahlenthe-
rapie, Immuntherapie und
Hormontherapie zur Anwendung
kommen werden. Wie unsere
kurze Ubersicht zeigt, gibt es
erste Studien, die Angiogenese-
inhibitoren in der Gentherapie
maligner Tumore einsetzen. Sind
die Wirkungsmechanismen der
einzelnen Angiogeneseinhibitoren
aufgeklart, konnte man Angio-
geneseinhibitoren mit unter-
schiedlichen Wirkmechanismen
kombinieren, um deren Effektivi-
tat zu steigern. Weiterhin denken
wir, da8 die Gabe von Angio-
geneseinhibitoren nach chirurgi-
scher Tumorresektion sinnvoll
wadre, um eine systemische Pro-
gression zu verzogern oder ganz-
lich zu verhindern. Besonders
hervorzuheben ist, daR bei samtli-
chen Tierversuchen mit spezifi-
schen Angiogeneseinhibitoren
keinerlei Nebenwirkungen beob-
achtet wurden.

Haufig gedulBerte Beflirchtungen,
dall Angiogeneseinhibitoren
wichtige physiologische Funktio-
nen wie z. B. die Wundheilung
hemmen, haben sich fiir weniger
spezifische Inhibitoren wie z. B.
TNP-470 teilweise bestdtigt. Brem



und Kollegen fanden eine Verzo-
gerung der Wundheilung bei
Mausen um 12 % [35]. Einerseits
zeigte sich bei diesen Versuchen,
dals — wenn die Applikation von
TNP-470 vor dem operativen
Eingriff gestoppt und fiinf Tage
post OP erneut begonnen wird —
es zu keiner Beeinflussung der
Wundheilung kommt. Anderer-
seits sind die Probleme der
Chemo- und Strahlentherapie in
Verbindung mit der Wundheilung
bekannt und erschweren die
Applikation der adjuvanten
Therapie [36]. Eigene Untersu-
chungen zu dem spezifischen
Angiogeneseinhibitor Endostatin
zeigten keine negative Beeinflus-
sung der Wundheilung in Mdusen
(unveroffentlichte Daten).

Weiterhin wurden Befiirchtungen
gedulert, dafs die Ausbildung von
KollateralgefafSen bei dlteren
Patienten mit Arteriosklerose
unter einer Antiangiogenese-
therapie verhindert wiirde, was
zu fatalen Komplikationen fiihren
kann. Eine kirzlich veroffentlich-
te Studie von Moulton und Kolle-
gen zeigte, dal’ die haufig be-
schriebene Intimaneovasku-
larisation, welche mit der Ausbil-
dung von Arterioskleroseplaques
einhergeht, bei Mausen durch
eine Antiangiogenesetherapie

deutlich reduziert werden konnte.

Die mit TNP-470 und Endostatin
behandelten Mause zeigten eine
70 und 85 %ige Inhibition des
Plague-Wachstums unter der
Therapie [37].

Fur den onkologisch tatigen
Urologen ist es an der Zeit, sich
mit dieser neuen Therapieoption
vertraut zu machen. Diese Uber-
sicht soll einen Einstieg in die
Angiogenese und Antiangio-
genesetherapie ermoglichen.

Anhand des umfangreichen
Literaturverzeichnisses bietet sich
die Moglichkeit einer genaueren
Einsicht in die Materie.
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