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Vorführender
Präsentationsnotizen
Sehr geehrte Damen und Herren, ich begrüße Sie zu unserer heutigen Fortbildungsveranstaltung. Ich möchte Ihnen heute den vaskulären endothelialen Wachstumsfaktor, kurz auch VEGF genannt, vorstellen und Ihnen die diagnostische Bedeutung erläutern. Ich werde damit beginnen, Ihnen diesen Parameter und seine Wirkungsweise kurz vorzustellen und im Anschluss werde ich Ihnen dann 2 Indikationen aufzeigen, für die die Bestimmung des VEGF im Serum sinnvoll ist.


Vascular endothelial growth factor (VEGF)

« Signalmolekul in der Vaskulogenese und Angiogenese

« stimuliert das Wachstum von Blutgefallendothelien

» bindet mit hoher Affinitat an den VEGF-Rezeptor auf den Endothelzellen
= lost Signalkaskade zur Bildung von Wachstumsfaktoren aus

« Hypoxie und Hypoglykamie sind die starksten Stimulatoren der VEGF-
Expression

* Induktion von Stickstoffmonoxid (NO) in der Gefal3wand

—> Vasodilatation und Absinken des Blutdrucks


Vorführender
Präsentationsnotizen
VEGF spielt sowohl in der Vaskulogenese (de novo-Bildung des embryonalen Blutkreislaufes) als auch in der Angiogenese eine wichtige Rolle.
VEGF ist aber nicht nur für die Bildung neuer Gefäße verantwortlich, sondern auch für die vaskuläre Homöostase notwendig.
Die Wirkung des VEGF wird dabei über eine spezifische Bindung an VEGF-Rezeptoren auf Endothelzellen vermittelt, was zur Induktion einer Signalkaskade innerhalb der Zelle führt. 
Die stärksten Induktoren einer VEGF-Expression sind die Hypoxie und die Hypoglykämie. D.h. erhalten Zellen nicht genug Sauerstoff, produzieren Zellen hypoxie-induzierte Faktoren, welche zur Ausschüttung von VEGF und schließlich zur Angiogenese führen. 
In der Gefäßwand fördert VEGF zusätzlich die Produktion von Stickstoffmonoxid (NO), was wiederum zur Vasodilatation, d.h. zur Gefäßerweiterung führt und in der Folge zum Absinken des Blutdrucks.


VEGF Protein-Familie

VEGF Subtyp
VEGF-A

VEGF-B
VEGF-C
VEGF-D

VEGF-E (viraler Faktor)

Plazentarer
Wachstumsfaktor (PIGF)

Rezeptoren

VEGFR-1, VEGFR-2,
Neuropilin-1

VEGFR-1
VEGFR-2, VEGFR-3
VEGFR-2, VEGFR-3

VEGFR-2

VEGFR-1, Neuropilin-1

Funktion

Angiogenese,
Gefallerhaltung

GefalBerhaltung
Lymphangiogenese
Lymphangiogenese

Angiogenese

Angiogenese,
Entziindung


Vorführender
Präsentationsnotizen
Hinter dem Begriff VEGF verbirgt sich letztlich eine ganze Protein-Familie, zu der viele Subtypen gehören, wobei man umgangssprachlich unter VEGF i.d.R. immer den Subtyp VEGF-A meint. Das liegt daran, dass er u.a. zuerst entdeckt wurde und danach erst wurden die Faktoren VEGF-B und PlGF (Placental Growth Factor) sowie VEGF-C und VEGF-D (beide wichtig für die Bildung der Lymphgefäße) entdeckt
VEGF-A => bekanntester Subtyp, zuerst entdeckt
VEGF-B => v.a. Aufrechterhaltung der Gefäße unter pathologischen Bedingungen, nicht so sehr bedeutsam bei der Gefäßneubildung
VEGF-C und D => Bildung der Lymphgefäße
VEGF-E => Orf virus (OV)
PIGF => steigt bei gesunden Frauen während der ersten beiden Trimester einer Schwangerschaft an und fällt im letzten Trimester der Schwangerschaft ab => Präeklampsie scheint eine Funktionsstörung des Endothels zu sein, die in Folge einer Freisetzung von Angiogenesefaktoren in der Plazenta auftritt.
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Alle Mitglieder der VEGF-Familie bewirken eine zelluläre Antwort, indem sie an ihren spezifischen VEGF-Rezeptor binden. Das VEGF bindet an den Rezeptor, wobei immer 2 Rezeptoren dimerisieren. In der Folge wird intrazellulär eine Signalkaskade ausgelöst. Das hat vielfältige Auswirkungen: VEGF fördert das Wachstum neuer Tumorgefäße, Überleben der Tumorblutgefäße, erhöht gleichzeitig die Durchlässigkeit der Gefäße


Angiogenese

findet in metabolisch aktiven Geweben statt

« schnell wachsende Gewebe

« geschadigte Gewebe
bei vielen physiologischen Prozessen wie Embryogenese, Monatszyklus,
Schwangerschaft und Wundheilung
erhohte Produktion von VEGF aber auch bei Tumorerkrankungen,
diabetischer Retinopathie, Herzinfarkt oder Schlaganfall
Ziel = Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen
fliel3t Blut durch die neuen Gefale, wird die VEGF-Ausschittung gedrosselt
physiologische Angiogenese-Hemmer:

Interferon-a, Plattchenfaktor-4 oder Angiostatin


Vorführender
Präsentationsnotizen
Angiogenese findet in im allgemeinen in metabolisch aktiven Geweben statt, d.h. nicht nur in schnell wachsenden, sondern auch in geschädigten Geweben. 
Die Angiogenese spielt somit in vielen Prozessen wie v.a. der Embryogenese aber auch bei der Wundheilung eine wichtige Rolle.
Man findet aber auch z.B. bei Tumorerkrankungen eine erhöhte VEGF-Produktion und auf diesen Punkt werde ich gleich noch mal genauer eingehen. 
Ziel ist in allen Fällen, die Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff und Nährstoffen zu gewährleisten. 
Haben sich die neuen Gefäße ausgebildet, wird die VEGF Produktion wieder zurückgefahren, wobei es hier physiologische Angiogenese-Hemmer gibt, die im dynamischen Gleichgewicht mit den angiogenen Faktoren stehen.



Indikationen fur die VEGF-Bestimmung im Serum

* Progressionsmarker bei Tumorerkrankungen

 Differentialdiagnostik der Bartonella henselae Infektion


Vorführender
Präsentationsnotizen
Nach diesen einführenden Worten möchte ich jetzt zu den beiden Indikationen kommen, die ich Ihnen heute vorstellen möchte. Das wäre zum einen die Bestimmung des VEGF im Serum als Marker bei Tumorerkrankungen und zum anderen als Differentialdiagnostik bei der Bartonellen-Infektion.


Progressionsmarker bei Tumorerkrankungen

« ab 2 mm? ist die Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff und Nahrstoffen
nicht mehr gewabhrleistet
« VEGEF stimuliert die Neubildung von Blutgefalen und somit auch die

Neovaskularisierung von Tumoren


Vorführender
Präsentationsnotizen
Wie im Gewebe würde es auch bei der Entwicklung eines soliden Tumors zwangsläufig zu einem Versorgungsdefizit kommen, da nur bis zu einer gewissen Größe die Versorgung mit Sauerstoff und Nährstoffen noch gewährleistet wäre. Um das zu umgeben, setzt der Tumor VEGF, damit sich neue Gefäße zum Tumorgewebe hin ausbilden. 
Dies ist ein sehr kritischer Schritt in der Tumorentwicklung und wird auch als angiogener Switch bezeichnet. D.h. durch Bildung neuer Blutgefäße wird das Überleben der Tumorzellen gesichert, aber nicht nur das, auch das weitere Wachstum des Tumors wird durch die Präsenz des VEGF beeinflusst.
VEGF spielt somit eine Schlüsselrolle für die Entwicklung von Tumoren.


VEGF und Tumor

VEGF

—_—
Teilung und
Migration von
Endothelzellen

Neovaskularisation
des Tumors
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Das ist in dieser Abbildung noch mal dargestellt, d.h. durch die Ausschüttung des VEGF kommt es zur Ausbildung neuer Blutgefäße, die den Tumor versorgen und diese Neovaskularisierung ist die Basis für das Überleben und das weiteren Wachstum des Tumors.
 


VEGF und Tumor

Fruhes Tumorstadium:

Ausbildung neuer Gefale

Wachsender Tumor:

weitere Gefalibildung zur Sicherung der Versorgung mit
Nahrstoffen und Sauerstoff
Schutz vor Apopotose in den Endothelzellen
Metastasierung
Aktivierung sekundarer Wachstumsfaktoren:
— basic fibroblast growth factor (bFGF)
— transforming growth factor beta (TGFf)
— placental growth factor (PIGF)
— platelet-derived endothelial cell growth factor (PD-ECGF)


Vorführender
Präsentationsnotizen
Trägt aber auch in allen weiteren Stadien dazu bei, dass der Tumor mit Sauerstoff und Nährstoffen versorgt wird und wachsen kann. Neben der Neubildung von Gefäßen schützt VEGF aber auch die neuen Endothelzellen vor der Apoptose, d.h. dem Zelltod, was zur Aufrechterhaltung der neuen Gefäßstruktur beiträgt. 
Die Vaskularisierung des Tumorgewebes ist darüber hinaus die Grundlage für die Metastasierung von Tumorzellen.
Und ein weiterer Mechanismus des VEGF, der das Wachstum des Tumor positiv beeinflusst, ist die Aktivierung von sekundären Wachstumsfaktoren, wie z.B. dem Fibroblasten-Wachstumfaktor oder aber auch dem TGF-beta. 


VEGF und Tumor

VEGF VEGF VEGF VEGF
bFGF bFGF bFGF
TGF-B TGF-B TGF-p
PIGF PIGF

PD-ECGF



Vorführender
Präsentationsnotizen
D.h. VEGF spielt für den initialen Schritt der Tumorentwicklung eine wichtige Rolle. Schon innerhalb eines Tages kann es zur Neuausbildung von Blutgefäßen kommen. Darüber hinaus ist VEGF aber auch am weiteren Wachstum beteiligt, wobei VEGF für die Expression und Ausschüttung weiterer Wachstumsfaktoren sorgt. 
VEGF bewirkt aber auch strukturelle Anomalien der neugebildeten Tumorgefäße, d.h. es gibt viele Lücken zwischen den Endothelzellen, durch die Plasmaproteine aus der Blutbahn austreten können.
Da VEGF somit in allen Tumorstadien eine entscheidende Rolle spielt, ist VEGF auch ein ideales Ziel für therapeutische Angriffspunkte. Auf diesen Punkt werde ich später noch eingehen.


Progressionsmarker bei Tumorerkrankungen

« ab 2 mm? ist die Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff und Nahrstoffen
nicht mehr gewabhrleistet
« VEGEF stimuliert die Neubildung von Blutgefalen und somit auch die

Neovaskularisierung von Tumoren

« hohere VEGF-Expression = progressiveres Wachstum solider Tumore
« zahlreiche Studien zeigen, dass der VEGF-Serumspiegel prognostische

Aussagen macht


Vorführender
Präsentationsnotizen
Prognostisch gesehen, sind somit hohe Konzentrationen an VEGF im Serum mit einem progressiven Wachstum solider Tumoren assoziiert, was durch zahlreiche Studien belegt ist.


Nat Rev Clin Oncol. 2018 May : 15(5): 325-340. do1:10.1038/nrclinonc.2018.29.
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Davon sind hier nur mal einige aufgezeigt, wobei es sehr schöne Übersichtsarbeiten gibt, die den prognostischen Wert dieses Markers in verschiedenen Krankheits-Entitäten untermauern und gleichzeitig auch therapeutische Interventionen näher beleuchten.


Progressionsmarker bei Tumorerkrankungen

« ab 2 mm? ist die Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff und Nahrstoffen

nicht mehr gewabhrleistet
« VEGEF stimuliert die Neubildung von Blutgefalen und somit auch die

Neovaskularisierung von Tumoren

* hohere VEGF-Expression = progressiveres Wachstum solider Tumor

« zahlreiche Studien zeigen, dass der VEGF-Serumspiegel prognostische
Aussagen macht

* Anstieg des VEGF-Wertes im Verlauf, insbesondere unter

immunstimulierender Therapie, gilt als kontraproduktiv


Vorführender
Präsentationsnotizen
Was ich an dieser Stelle noch erwähnen möchte und das ist v.a. für alle interessant, die auch immunstimulatorisch therapieren, dass der VEGF-Wert im Serum unter Immunstimulation nicht ansteigen sollte.


VEGTF fordert nicht nur die Angiogenese

» erhohte vaskulare Permeabilitat
« autokriner Effekt auf Tumorzellen = steigert Uberleben des Tumors
* Anlockung von regulatorischen T-Zellen (Treg tragen den VEGF-

Rezeptor) = immunsuppressives Milieu

Makrophage

,Bremszellen®

Regulatorische
T-Zelle (Treg)

Vaskulare

=

=

- -‘_ Permeabil_itét
Fibroblast o %o

2Angriffszellen”
Goel HL, Nat Rev Cancer 2013 (Abb. adaptiert)


Vorführender
Präsentationsnotizen
Aber auch hier gibt es Hinweise, dass VEGF auf diese Zellen einwirkt und inhibitorische Effekte vermittelt. 
D.h. durch VEGF wird hier auf 2 Wegen eine effektive Tumorimmunantwort blockiert, zum einen durch das Anlocken von regulatorischen T-Zellen und zum anderen durch direkten Einfluss auf die Effektorzellen.


VEGF-A modulates expression of inhibitory
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Vorführender
Präsentationsnotizen
VEGF Einfluß auf zyt. CD8-Zellen in dieser Arbeit in einem Mausmodell untersucht
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Without VEGF  VEGF 5 ng/ml  VEGF 20 ng/ml VEGF 50 ng/ml VEGF 100 ng/ml

Number of inhibitory  Type of inhibitory
receptors expressed  receptor expressed

I 0 receptor
] 1 receptor . .
[] 2 receptors
] 3 receptors lCTL.W.LJ

Bl 4 receptors Nt

= VEGF induziert die Expression von inhibitorischen Rezeptoren
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Inhibitorische Rezeptoren auf T-Zellen

« PD-1

« Tim3

« CTLA-4
« LAG3

« Rezeptoren werden von T-Zellen v.a. bei chronischer Entzundung exprimiert
 limitieren die Effektivitat der T-Zellen (Proliferation |, Effektorfunktion | )

= ,erschopfte” T-Zellen
« initial bei chronischen viralen Infekten beschrieben

« auch bei Tumorerkrankungen beobachtet




VEGF-Inhibitoren

anti-VEGF-Rezeptor

A(Z.B. DC101)

<— VEGF-Rezeptor

anti-VEGF =€ VEGF —>
(z.B. Bevacizumab, Aflibercept)

ezeptor
en (TKIs)
Sorafenib)

ignaltransduktion
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Und der 3. Ansatzpunkt sind die Rezeptor-Tyrosinkinasen, für die es ebenfalls Wirkstoffe gibt, wodurch die Weiterleitung des VEGF-Signals in die Zellen unterbunden wird.


VEGF-Inhibitoren

Bevacizumab (Avastin®)
— Humanisierter monoklonaler Antikorper
— 2005 der erste in Europa zugelassene VEGF-Inhibitor
— bel metastasierten Tumoren
(Kolonkarzinom, Mamma-CA, Nierenkarzinom)
— bei fortgeschrittenen Tumoren

(nicht-kleinzelliges Bronchial-Karzinom, Ovarialkarzinom)


Vorführender
Präsentationsnotizen
Bevacizumab, was auch unter dem Handelsnamen Avastin bekannt ist, ist ein humanisierter monoklonaler Antikörper, der sich direkt gegen das VEGF richtig und somit die Angiogenese-fördernde Wirkung des VEGF hemmt.
Es hemmt auf 3 Wegen die Angiogenese: Es fördert die Rückbildung der Tumorgefäße (die auch der schnellste Effekt unter Therapie mit Avastin darstellt), die Neubildung der Tumorgefäße und verringert auch gleichzeitig die Durchlässigkeit der vorhandenen Blutgefäße. Ein positiver Effekt dieser Therapie ist u.a., dass Zytostatika wieder besser zugeführt werden können, d.h. der Tumor wird wieder empfänglicher für die therapeutische Wirkung der Zytostatika. Gleichzeitig können auch Immunzellen, z.B. anti-Tumor-Effektorzellen, den Tumor wieder besser infiltrieren und somit zur Abstoßung des Tumors beitragen.
Und natürlich wird durch die Rückbildung der Tumorgefäße die Versorgung des Tumors mit Sauerstoff und Nährstoffen immer mehr verringert.
So kann unter Gabe des Avastin, in Kombination mit einer Chemotherapie, eine Verbesserung des klinischen Erfolgs erreicht werden.


VEGF-Inhibitoren

 Sunitinib (Sutent®)

Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitor

nicht resezierbare und/oder metastasierte maligne gastrointestinale
Stromatumoren (GIST)

fortgeschrittenes und/oder metastasiertes Nierenzellkarzinom (RCC)
nicht resezierbare oder metastasierte, gut differenzierte

pankreatische neuroendokrine Tumoren (pNET)


Vorführender
Präsentationsnotizen
Bei diesem Arzneimittel handelt es sich nicht um einen monoklonalen AK, sondern dieser Wirkstoff gehört zu den sogenannten Tyrosinkinase-Inhibitoren. Aber auch durch diesen Wirkstoff wird die Signaltransduktion, die durch VEGF vermittelt wird, geblockt.
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Curcumin inhibits angiogenesis and improves defective
hematopoiesis induced by tumor-derived VEGF in tumor model
through modulating VEGF-VEGFR2 signaling pathway

Zhongping Fu'%5%, Xiao Chen?*", Shengwen GuanZ34 Yanju Yan‘, Huan Lin3,
Zi-Chun Hua'%¢

Fu Z, Oncotarget 2015 “‘E IMD
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Vorführender
Präsentationsnotizen
T241-VEGF = Maus-Fibrosarkom-Tumor-Zelllinie, die VEGF überexprimiert

Curcumin inhibited VEGF tumor cells proliferation in vitro and tumor growth in vivo. A. Tumor growth curve
for T241-vector and T241-VEGF bearing mice; B. Result of MTT assay, T241-VEGF was treated with various doses of curcumin for 72
hours; C. Tumor growth curve of T241-VEGF bearing mice treated with vehicle and curcumin. L, low dose of curcumin; M, median dose
of curcumin; H, high dose of curcumin; D. Tumor tissues of various groups were collected and weighed at day 15 after 2 weeks treatment;
E. Body weights of various groups during treatment. (*p < 0.05 vs control; **p < 0.01 vs control; ***p < 0.001 vs control).

Abb. B: Der MTT-Test ist ein Test zur Bestimmung der metabolischen Aktivität von Zellen. Da diese unter bestimmten Bedingungen stark mit der Zellviabilität korreliert, wird der MTT-Test häufig genutzt, um diese zu evaluieren. 


Neuropiline

<— Neuropilin-1


Vorführender
Präsentationsnotizen
Der Vollständigkeit halber möchte ich an dieser Stelle noch die Neuropiline erwähnen. Hierbei handelt es sich um Rezeptoren, die ebenfalls VEGF binden können und auf Tumorzellen exprimiert werden. Hier gibt es therapeutische Ansätze, um die bisher existierenden 


Indikationen fur die VEGF-Bestimmung im Serum

* Progressionsmarker bei Tumorerkrankungen

- Differentialdiagnostik der Bartonella henselae Infektion



Differentialdiagnostik bei Bartonella henselae Infektion

Bartonella henselae:
— gramnegatives Stabchenbakterium
— Erreger der Katzenkratzkrankheit
— Ubertrager: Vielzahl von Saugetieren und Zecken
« Bartonella henselae induziert in befallenen Zellen VEGF
* unter den humanpathogenen Bakterien |0sen lediglich Bartonellen eine
Vaskuloproliferation aus
« erhohte VEGF-Blutwerte konnen einen wichtigen Hinweis auf eine erfolgte
Infektion geben
— akut oder chronisch
* v.a. bei immunsupprimierten Patienten
* Nachweis von Bartonella henselae Ko-Infektionen bei Patienten mit

Erkrankungen, die durch Zecken ubertragen werden


Vorführender
Präsentationsnotizen
Während man anfangs davon ausging, dass lediglich Katzen als Überträger der Erreger in Frage kommen, weiß man heute, dass der Erreger in einer Vielzahl von Säugetieren nachgewiesen werden kann. Zecken werden als Überträger von B. henselae ebenfalls diskutiert. 


Pathomechanismus der VEGF-Bildung durch Bartonellen

» Bartonellen befallen und vermehren sich in Korperzellen und losen dabei
ein Energiedefizit (ATP-Mangel) aus

-« ATP-Mangel reduziert die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Bartonellen

* Induktion von VEGF verbessert die Durchblutung des befallenen
Gewebes = Uberlebensvorteil fir Bartonellen

« Bartonellen besitzen spezielles Aulenmembranprotein (BadA; Adhasin)

zur Anheftung an Endothelzellen

BadA+ Bartonelle

Anheftung an Endothelzelle

— HIF-1a = ,Hauptschalter” des Angiogenese

> Sekretion von VEGF


Vorführender
Präsentationsnotizen
„hypoxia-inducible-factor-1“ (HIF-1); Transkriptionsfaktor

Pathogenitätsmechanismus, wie z.B. Staphylokokken, die Penicillin resistent werden, indem sie Penicillinasen bilden


Pathomechanismus der VEGF-Bildung durch Bartonellen
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Laboranforderung

Material: unbedingt abgetrenntes Serum einschicken; Vollblut nicht moglich!

Transport: innerhalb von 24 h

s

® ....
= IMD

s Labor Berlin

Untersuchung Ergebnis Einheit Referenzbereich
VEGF im Serum 851 pg/mi 57.4-445

Erhéhte Serumspiegel von Vascular Endothelial Growth Factor kdnnen ein Hinweis auf eine Infektion mit Bartonellen sein.

Hinweis: Der hier gezeigte Laborbefund dient der Verdeutlichung der fachlichen Inhalte.

Wir weisen ausdrucklich darauf hin, dass gezeigte Laboranalysen auch von anderen

Labors durchgefuhrt werden und dass die Indikationsstellung fur Labordiagnostik

ausschliellich durch den behandelnden Arzt oder das Krankenhaus erfolgt. -°. IMD

Labor Berlin




Zusammenfassung

-
LN

==IMD

Labor Berlin

Untersuchung Ergebnis Einheit Referenzbereich

VEGF im Serum 851 pg/mi 57.4 - 445

Erhéhte Serumspiegel von Vascular Endothelial Growth Factor kdnnen ein Hinweis auf eine Infekfion
mit Bartonellen sein.
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Neovaskularisation ! -
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