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Abstrakt  

Einleitung: Mesothelin (MSLN) ist ein membranständiges Glykoprotein, das unter physi-

ologischen Bedingungen nur von mesothelialen Zellen exprimiert wird. In verschiedenen 

Tumorentitäten wurde eine Überexpression von Mesothelin beobachtet, was dieses 

Membranprotein zu einem Ziel für neue antikörperbasierte Immuntherapien macht. In die-

ser Studie wurde die Expression von Mesothelin in humanen Zervixkarzinomen sowie die 

therapeutische Wirksamkeit des anti-Mesothelin-Immunkonjugates Anetumab Ravtan-

sine (BAY 94-9343) an murinen Zervixkarzinommodellen untersucht. 

Methoden: Die Mesothelinexpression von 79 Zervixkarzinomproben wurde mittels           

immunhistochemische Färbung (IHC) bewertet. Es wurden drei Zervixkarzinomzelllinien 

mit starker (HeLa), moderater (Caski) und ohne (Cx-03) Mesothelinexpression ausge-

wählt. Die zytotoxische Wirkung von Anetumab Ravtansine wurde auf diese drei Zelllinien 

mittels MTT-Assay getestet. Danach wurde die Tumorantwort auf BAY 94-9343 in        

murinen Zervixkarzinommodellen untersucht. Hierfür wurden Scid Mäuse mit HeLa, 

Caski oder Cx-03 Tumoren mit unterschiedlichen Konzentrationen von BAY 94-9343 oder 

PBS als Kontrolle behandelt. Die Tumorantwort wurde mittels RECIST-Score bemessen.  

Ergebnisse: 50/79 (63%) Zervixkarzinome zeigten eine positive Mesothelinexpression in 

der IHC-Färbung. Die Adenokarzinome hatten einen höheren Anteil an MSLN-positiven 

Tumoren, als die Plattenepithelkarzinome (77% gegen 57%). Die MTT-Untersuchung 

zeigte eine spezifische, dosisabhängige zytotoxische Wirkung von Anetumab Ravtansine 

auf Mesothelin-exprimierende Zervixkarzinomzellen. BAY 94-9343 zeigte keine Wirkung 

auf den Mesothelin-negativen Caski-Tumoren im Tiermodell. Bei moderater Mesothelin-  

expression (Cx-03-Tumoren) konnte 1/7 Tumore unter der Therapie mit 10 mg/kg BAY 

94-9343 zweimal pro Woche oder mit wöchentlicher Gabe von 15 mg/kg BAY 94-9343 

eradiziert werden. Bei hoher Mesothelinexpression (HeLa Tumore), wurden durch die 

Gabe von 10 mg/kg BAY 94-9343, zweimal pro Woche, 7/8 Tumoren komplett eradiziert. 

Sowohl die Gabe von 15 mg/kg einmal pro Woche als auch alle 3 Wochen, konnte eine 

Eradikation bei allen (7/7) Mäusen erreichen.  

Zusammenfassung: In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass nahezu 75% 

der Adenokarzinome der Zervix und etwa die Hälfte der Plattenepithelkarzinome prinzi-

piell für eine Therapie mit Anetumab Ravtansine geeignet sind. Die Wirksamkeit von         
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Anetumab Ravtansine ist abhängig von der Stärke der Mesothelinexpression, sodass 

eine sorgfältige Selektion durch IHC erfolgen sollte.  
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Abstract (English) 

Purpose: The cell surface glycoprotein Mesothelin (MSLN) is physiologically expressed 

in mesothelial cells. It has been found that MSLN is overexpressed in several tumor enti-

ties. The aim of this study was to evaluate the MSLN expression in cervical cancer and 

the therapeutical effect of the novel anti-Mesothelin drug conjugate Anetumab Ravtansine 

(BAY 94-9343). 

Methods: We analyzed the expression of MSLN in 79 cervical carcinomas through im-

munohistochemistry. We selected three cervical cancer cell lines with high (HeLa), mod-

erate (Caski) and no (Cx-03) MSLN expression and measured the cytotoxicity of            

Anetumab Ravtansine via MTT-Assay. BAY 94-9343 was applied for dose-efficiency 

studies in Scid mice previously injected with the cervical cancer entities mentioned above. 

The RECIST-Score was used to evaluate the tumor response.  

Results: In 77% of cervical adenocarcinomas, Mesothelin was expressed to high levels. 

Among squamous cell carcinomas of the cervix uteri expression levels were lower, but 

57% still showed a MSLN expression. Anetumab Ravtansine showed a MSLN- and dose-

dependent therapeutic effect in cervical cancer models in the MTT-Assay. There was no 

shown effect of BAY 94-9343 in the MSLN-negative Caski model in Scid mice. Applying 

BAY 94-9343 at a dose of 10 mg/kg twice weekly or 15 mg/kg weekly induced complete 

tumor regression in 1/7 mice in the Cx-03 model with moderate MSLN-expression. 7/8 

HeLa-tumors with high MSLN expression have been eradicated applying BAY 94-9343 

at a dose of 10 mg/kg twice weekly and 7/7 HeLa-tumors have been eradicated applying 

BAY 94-9343 at a dose of 15 mg/kg weekly or every three weeks. 

Conclusions: With an overexpression of Mesothelin in almost three quarters of the cervi-

cal adenocarcinomas and over the half of the squamous cell carcinomas of the cervix 

uteri, Anetumab Ravtansine should be further investigated in the treatment of cervical 

cancer.  
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1 Einleitung 

1.1 Mesothelin 

Mesothelin (MSLN) ist ein membranständiges Glykoprotein, das unter physiologischen 

Bedingungen nur von mesothelialen Zellen des Peritoneums, der Pleura und des Peri-

kards exprimiert wird. In verschiedenen Tumorentitäten des Menschen wie dem Pleura-

mesotheliom, Pankreaskarzinom, Ovarialkarzinom oder auch Zervixkarzinom wurde eine 

Überexpression von Mesothelin beobachtet, was dieses Membranprotein zu einem Ziel 

für neue antikörperbasierte Immuntherapien macht.  

1.1.1 Aufbau und Funktion 

Das MSLN Gen befindet sich auf den Chromosom 16 und exprimiert mehrere Varianten 

des MSLN Proteins. Durch Spaltung eines 71-kDa Vorläuferproteins entstehen das 40-

kDa Mesothelin und der 31-kDa megakaryocyte potentiating factor (MPF). Mesothelin 

wird durch einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker an die Zellmembran gebun-

den 1. Die Variante 1 kann mittels Spaltung des GPI-Ankers durch Proteasen der Matrix-

Metalloproteasen (MMP)-ADAM Familie in die extrazelluläre Matrix freigelassen werden. 

Es wird zur Zeit angenommen, dass die Variante 1 dem freien, löslichen small mesothelin 

related peptide (SMRP) entspricht 2. Durch abnormales splicing können die Varianten 2 

oder 3 entstehen. Die Variante wurde 3 vor allem im Nukleus gefunden und entspricht 

wahrscheinlich der unprozessierten hnRNA. Die Variante 2 wurde nur selten gefunden 3. 

Die Funktion des Mesothelins ist bisher noch nicht geklärt. Knock-out Mäuse zeigten eine 

normale Entwicklung, ohne anatomische oder histologische Veränderungen 4. Viele Tu-

morentitäten zeigen jedoch eine Überexpression des Glykoproteins (Mesotheliome, Plat-

tenepithelkarzinome des Ösophagus und der Zervix, Ovarial-, Pankreas-, Lungen-, Ma-

gen-,Gallengang- und triple-negative Mammakarzinome) 5. Es bestehen Hinweise dafür, 

dass das Mesothelin eine Rolle in der Zelladhäsion, -proliferation und -migration spielt. 

Es wurde beobachtet, dass zwischen Mesothelin und dem Protein CA125 eine heteroty-

pische Bindung entstehen kann. CA125 wird von den meisten Ovarialkarzinomen expri-

miert. Da es bei Ovarialkarzinomen in vielen Fällen zu peritonealer Metastasierung 

kommt, wird vermutet, dass eine Zelladhäsion durch die Bindung von CA125 an das phy-

siologisch von den Peritonealzellen exprimierte MSLN entsteht 6; 7. Die Bindung von 
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MSLN und CA125 aktiviert MAP-Kinasen in Pankreaskarzinomen, die wiederum MMP-7 

induzieren 8. MMP-7 kann auch durch einen CA125-unabhängigen Weg durch das MSLN 

aktiviert werden. Die Enzyme der Matrix-Metallo-Proteasen (MMP) sind in der Tumorge-

nese für die Invasivität und Angiogenese verantwortlich. In Ovarialkarzinomen wurde 

durch Aktivierung der MAP-Kinase, des ERK- und JNK-Weges eine Induktion von MMP-

7 nachgewiesen 9. Eine Korrelation zwischen MSLN Expression, Angiogenese und Zell-

migration wurde auch in Mesotheliomen und MSLN-positiven Mammakarzinomen beo-

bachtet. Die Angiogenese und Zellmigration resultierten hier jedoch durch eine Induktion 

von MMP-9 10; 11. 

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass MSLN die Zellproliferation in Tumormodellen 

fördert. In Pankreaskarzinomen wurde die Apoptose durch MSLN über einen p53-abhän-

gigen Weg inhibiert. Der Transkriptionsfaktor p53 aktiviert die proapoptotischen Signal-

moleküle Bax/Bak und hemmt die antiapoptotische Bcl-2 Familie mit Hilfe von PUMA 

(p53-upregulated modulator of apoptosis). Aber auch ein p53-unabhängiger Mechanis-

mus wurde  beschrieben 12. Außerdem zeigten Tumorzellen mit erhöhten MSLN Expres-

sion eine Resistenz gegen der TNF-α induzierten Apoptose und somit eine erhöhte Zell-

proliferation 13.  

1.1.2 Expression 

1.1.2.1 Immunhistochemie 

1.1.2.1.1 Normales Gewebe 

Physiologisch exprimieren nur Zellen mesothelialem Ursprungs MSLN. In der immun- 

histochemischen Untersuchung (IHC) zeigt sich eine einschichtige Verteilung des MSLN 

5 in Mesothelialzellen des Peritoneums, der Pleura und des Perikards, sowie in Epithel-

zellen der Trachea, der Tonsillen, des Rete Testis, der Eileiter, der Ovarien, der Tunica 

Vaginalis 14; 15 und der Kornea 16. 

1.1.2.1.2 Malignes Gewebe 

Viele Untersuchungen zeigten eine verstärkte MSLN Expression in malignen Tumoren, 

oft mit einer diffusen membranösen oder zytoplasmatischen Gewichtung. Die Ergebnisse 

der IHC variieren jedoch zwischen den Studien. Dies hängt vor allem von den zur Fär-
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bung angewendeten Antikörpern und dem zur Auswertung zugrunde gelegten Bewer-

tungssystem ab. Insgesamt waren zwischen 55-88% der Ovarialkarzinome 17; 18 und 

100% der epithelialen Mesotheliome MSLN-positiv. Die meisten Pankreaskarzinome zei-

gen eine positive MSLN Färbung (83-100%), sowie viele Gallengangstumore (37-100%) 

18. Weitere MSLN-positive Tumore sind Plattenepithelkarzinome der Zervix (25% - 60%), 

der Lunge (18%), des Kopfes und Halses (67%) 19. Ferner Adenokarzinome der Lunge 

(39-50%), Endometriumkarzinome (60-67%), kolorektale Karzinome (28-58%) 19,       

gastroösophageale Karzinome (25-58%) 19; 20, triple-negative Mamma-Karzinome (67%) 

19; 21, synoviale Sarkome (100%), Teratome (100%), kleine desmoplas-tische Rundzelltu-

more (58%) 19 und Tumorzellen der akuten myeloischen Leukämie (81%) 22. Es wurde 

keine MSLN Expression in der IHC in Schilddrüsenkarzinomen, Nierenzellkarzinomen, 

Urothelkarzinomen, Melanomen, Hepatomen, kleinzellige Lungenkarzinomen, Nebennie-

renrinden Karzinomen, Adenokarzinomen der Prostata und Karzinoiden gefunden 15; 23. 

1.1.2.2 mRNA Analyse  

Die Analyse der MSLN Expression durch DNS-Microarrays zeigt ähnliche Ergebnisse wie 

die IHC. Die höchste Expression wurde in Ovarialkarzinomen (66%), Zervixkarzinomen 

(25%), Pankreaskarzinomen (36%), Magenkarzinomen (24%), kolorektalen Karzinomen 

(21%), Adenokarzinomen des Ösophagus (13%) und triple-negativen Mammakarzino-

men (28%) beschrieben. Niedrige Werte wurden auch in Plattenepithelkarzinomen des 

Ösophagus (3%), Schilddrüsenkarzinomen (5%), Nierenzellkarzinomen (9%), akute 

myeloische Leukämien (5%) 19, Meningeomen, Prostatakarzinomen (2%) und hepatozel-

luläre Karzinomen (2%) gemessen. Es zeigten sich bei einigen Tumorentitäten große 

Unterschiede zwischen den Ergebnissen der IHC-Färbung und der mRNA Analyse. Zum 

Beispiel exprimierten deutlich weniger Synovialsarkome, Plattenepithelkarzinome vom 

Kopf/Hals und Pankreaskarzinome MSLN als in der IHC 19. In der Studie von Frierson et 

al. wurden ähnliche Ergebnisse ermittelt: Adenokarzinome der Lunge, gastroösopha-

geale Adenokarzinome, Ovarialkarzinome und Pankreaskarzinome zeigten eine sehr 

starke MSLN Expression. In kolorektalen Karzinomen, Mammakarzinomen und hepato-

zellulären Karzinomen konnte nur eine moderate Expression  festgestellt werden 23. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frierson%20HF%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12827615
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1.1.3 Mesothelin als diagnostischer Marker 

1.1.3.1 Mesothelin als Tumormarker 

Durch die limitierte Expression von MSLN im normalen und Überexpression in tumorösen 

Geweben ist MSLN ein potenzieller immunhistochemischer Parameter zur Diagnose oder 

Differenzierung von Tumoren. Zum Beispiel kann MSLN als Marker herangezogen wer-

den um duktale Pankreaskarzinome von normalem, chronisch entzündlichem Pankreas-

gewebe, oder von anderen Pankreastumoren zu unterscheiden. Die Sensitivität von 75% 

und die Spezifizität von 80% waren anderen Markern jedoch unterlegen 24. Die starke 

Expression von MSLN kann auch in der Diagnose von nicht-muzinösen Ovarialkarzino-

men, dem kleinzelligen desmoplastischen Rundzelltumor (andere Typen von Rundzelltu-

more sind MSLN negativ) oder dem cholangiozellulären Karzinom (Differenzierung zum 

MSLN-negativen Hepatom) genutzt werden 15. Die Stärke der Mesothelinexpression wird 

auch zu Differenzierung von metastasierten Nierenzellkarzinomen und malignen Me-

sotheliomen (MM) herangezogen 25. MSLN-positive Zellen wurden in high-grade Dyspla-

sien von Barret-Mukosa und in 46% der Adenokarzinome des Ösophagus beobachtet. 

Normales Gewebe und low-grade Dysplasien hingegen exprimierten kein MSLN 26. Zur-

zeit läuft eine klinische Studie die das Mesothelin als klinischen Marker für das Ösopha-

guskarzinom untersucht (NCT01393483). 

Die Expression von MSLN kann auch als prognostischer Marker benutzt werden. Eine 

starke Expression von MSLN korrelierte zum Beispiel bei cholangiozellulären Karzino-

men 27, Ovarialkarzinomen 28 und Adenokarzinomen der Lunge 29 mit einer schlechten 

Prognose. Die hohe Koexpression von MSLN und CA125  in Pankreastumoren ist ein 

negativer prognostischer Faktor für die Patienten und ist mit einer größeren Invasivität 

verbunden 30. In der Prognose der Erkrankung spielt auch das Expressionsmuster eine 

Rolle. In kolorektalen Karzinomen konnte zwar keine Korrelation zwischen der MSLN Ex-

pression und der Prognose bewiesen werden, es wurde jedoch eine positive Korrelation 

zwischen der Expressionsstärke und dem Grad der lymphatischen Metastasierung fest-

gestellt 31. Dasselbe Ergebnis wurde bei Magenkarzinomen beschrieben 32. 

 

1.1.3.2 Serummesothelin als Tumormarker 

1.1.3.2.1 Malignes Mesotheliom 
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Das maligne Mesotheliom (MM) ist ein seltener, oft schwer diagnostizierbarer Tumor    

mesothelialem Ursprungs. Die Entstehung des Tumors wird mit der Exposition mit Asbest 

in Verbindung gebracht. Da das MM zu fast 100% Mesothelin exprimiert, wurde das Pro-

tein als Tumormarker intensiv untersucht. Das lösliche Mesothelin (SMRP) wird von den 

Tumorzellen sezerniert und kann in Serum, Pleuraflüssigkeit, Aszites und Urin nachge-

wiesen werden. Mehrere Studien haben gezeigt, dass SMRP in höheren Konzentrationen 

im Serum von Patienten mit MM als von Gesunden oder Patienten mit anderen Tumo-

rentitäten, wie z.B. Lungenkarzinomen, identifiziert werden konnte 33. Das Serum-SMRP 

konnte in eine Metaanalyse eine Sensitivität von ca. 61% und eine Spezifität von 87% für 

die Diagnose von MM erreichen. Untersuchungen der SMRP-Werte in der Pleuraflüssig-

keit hatten im Schnitt einen größeren diagnostischen Wert, mit einer Sensitivität von 79% 

und eine Spezifizität von 85% 34. Die Sensitivität von SMRP im Urin war mit 53% sehr 

gering und konnte sich zur MM Diagnostik nicht durchsetzen 35. Insgesamt wird das 

SMRP durch seine geringe Sensitivität als diagnostischer Marker limitiert. Die diagnosti-

sche Sicherheit kann durch die Kombination von SMRP mit weiteren Markern erhöht wer-

den und wird derzeit erforscht. Zum Beispiel konnte die Sensitivität durch die Kombination 

mit dem Marker Thioredoxin-1 bis zu 100 % erhöht werden. Die kombinierte Spezifizität 

sinkt jedoch auf bis zu 27,7% 36. Durch die Kombination von SMRP und CEA konnte, bei 

gleicher Spezifizität, die Sensitivität erhöht werden 37; 38. SMRP erscheint als guter Marker 

für die Differentialdiagnose des MM, jedoch nicht als Frühmarker der Tumorerkrankung 

39. Um die Sensitivität für frühe Stadien der Erkrankung zu verbessern, können mehrere 

Marker herangezogen werden, wie microRNA-126 und Methyliertes Thrombomodulin 

Promoter (Met-TM) 40.  

Des Weiteren zeigte sich bei Patienten mit MM eine positive Korrelation zwischen hohen 

SMRP-Werten und einer schlechteren Prognose 41. 

1.1.3.2.2 Ovarialkarzinom 

Das Ovarialkarzinom ist der gynäkologische Tumor mit der schlechtesten Prognose, da 

er meist erst in einem fortgeschrittenen Tumorstadium diagnostiziert wird.  Derzeit wird 

CA125 als Tumormarker für die Diagnose und als Verlaufsparameter bei Ovarialkarzino-

men genutzt. Es wurde untersucht, inwieweit die Serumkonzentration von MSLN zum 

Screening und der Früherkennung von Ovarialkarzinomen Bedeutung erlangen kann.   

Hassan et al. zeigten, dass 14 der 21 untersuchten Ovarialkarzinome erhöhte SMRP 
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Werte im Serum vorwiesen. Außerdem setzten 2 von 5 in der IHC als MSLN-negativ 

(MSLN Expression < 30%) gewerteten Tumore lösliches MSLN frei 42. In weiteren Studien 

wurde eine hohe Konzentration von SMRP im Serum von Patientinnen mit Ovarialkarzi-

nomen gefunden 43. Das SMRP wurde als ein guter diagnostischer Faktor beschrieben, 

um maligne von benigne Tumoren zu unterscheiden 44. Insgesamt erreichte das SMRP 

eine Sensitivität von 62% und eine Spezifität von 94% 45. Das Serum-SMRP scheint je-

doch, im Gegensatz zu MSLN im Urin, kein guter Marker für Frühstadien bei Ovarialkar-

zinome zu sein 46. Das im Urin gemessen lösliche MSLN zeigte eine bessere Sensitivität 

als Serum-MSLN bei der Diagnose von frühen Stadien von Ovarialkarzinomen 47.  

Es wurde eine positive Korrelation zwischen den SMRP-Werten und dem Tumorstadium, 

des Grading und der Tumorgröße beschrieben 28; 48. Es wurden erhöhte SMRP-Werte bei 

älteren Frauen und erniedrigte Werte bei adipösen Patientinnen festgestellt. Der Einfluss 

dieser Faktoren ist bei onkologischen Erkrankungen aber nicht bedeutsam 49. 

1.1.4 Mesothelin und onkologische Therapie 

Durch seine verstärkte Expression in Malignomen und dem Umstand, dass es als memb-

ranständiges Protein auch von extrazellulär erreichbar ist (z.B. durch spezifische Antikör-

per), wird Mesothelin zu einer vielversprechenden Zielstruktur für neue Therapieansätze, 

insbesondere für Antikörper-Wirkstoff-Konjugate (Antibody-Drug-Conjugates: ADC). 

ADC werden gebildet, indem ein kleinmolekulares Chemotherapeutikum mit einem spe-

zifischen Antikörper verbunden wird. Zurzeit befinden sich mehrere neuartige therapeuti-

sche Ansätze in der frühen klinischen Erprobung. 

1.1.4.1 Amatuximab (MORAb-009) 

Amatuximab ist ein chimärer, monoklonaler Antikörper (IgG1 / κ) mit hoher Affinität und 

Spezifität für Mesothelin. Durch Bindung und Opsonierung der Antikörper wird die zellu-

läre Immunantwort gegen den Antigen-Antikörper Komplex aktiviert. In vitro konnte      

MORAb-009 das Wachstum von MSLN exprimierenden Tumorzellen hemmen und die 

Bindung von CA125 an MSLN unterbinden 50. Die Aufnahme und Verteilung von        MO-

RAb-009 wurde in mehreren bildgebenden Studien untersucht. Dafür wurde der Antikör-

per mit radioaktiven 111In, 89Zr-B3 oder 64Cu konjugiert und seine spezifische Bindung 

und Anreicherung in Primärtumoren und Metastasen der Leber, der Niere und der Milz 

mittels SPECT-CT dargestellt. Die Gabe von höheren MORAb-009 Dosen zeigte eine 
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relativ stärkere Aufnahme des Antikörpers in Tumorzellen. Es wird vermutet, dass in hö-

heren Konzentrationen zunächst das freie, lösliche Mesothelin abgefangen wird, und da-

nach ein höherer Anteil des Antikörpers im Tumor gebunden werden kann 51-53. In MSLN-

positiven murinen Tumormodellen zeigte die Kombination von Amatuximab mit Gemci-

tabin eine bessere Wirkung als die Monotherapie mit Gemcitabin 50. Darüber hinaus 

konnten Mizukami et al.  in murinen Tumormodellen zeigen, dass eine Kombination mit 

Gemcitabin auch die Entwicklung von Metastasen reduziert 54. Eine Kombination von 

MORAb-009 mit Taxol zeigte bei allen Mäusen mit A431-k5 Tumoren eine Verkleinerung 

des Tumorvolumens, 4/7 Mäuse zeigten sogar eine komplette Tumorregression 50. Zwei 

klinische Studien der Phase 1 wurden in den U.S.A. und in Japan durchgeführt um die 

Sicherheit, die Dosis limitierende Toxizität (DLT) und maximal tolerierbare Dosis (MTD) 

des Antikörpers festzustellen. Die ersten klinischen Untersuchungen wurden an 13 Pati-

enten mit Mesotheliomen, 7 Patienten mit Pankreaskarzinomen und 4 Patientinnen mit 

Ovarialkarzinomen durchgeführt. MORAb-009 wurde über 4 Wochen 1x/Woche i.v. ap-

pliziert.  Die MTD wurde auf 200 mg/m² festgelegt, mit Grad 4 Transaminasenerhöhung 

und Grad 3 Serumkrankheit als DLT. Insgesamt wurde die Therapie gut toleriert und 

11/24 Patienten zeigten im CT einen stabilen Verlauf 55. In einer japanischen Studie wur-

den 7 Patienten mit MSLN-positiven kolorektalen Karzinomen, 6 Patienten mit Pankreas-

karzinomen, 2 Patienten mit Mesotheliomen und 2 Patienten mit Kopf-Hals Karzinomen 

eingeschlossen. Sie erhielten das gleiche Applikationsprotokoll wie in der vorher genann-

ten Studie. Die MTD wurde auf 200 mg/m² festgelegt, mit Fatigue und Fieber als DLT. 

3/17 Patienten entwickelten eine stabile Erkrankung, 11/17 zeigten jedoch eine Tumor-

progress 56. Bisher wurden die Ergebnisse einer Phase 2 Studie publiziert, die die Kom-

bination von MORAb-009 mit Cisplatin und Pemetrexed bei 89 Patienten mit fortgeschrit-

tenen, nicht-resezierbaren Pleuramesotheliom untersuchte. Bei 40% der Patienten wurde 

eine partielle Remission beobachtet, 51% hatten einen stabilen Verlauf. Die Kombinati-

onstherapie hat 51% der Patienten ein 6 Monate progressionsfreies Überleben (PFS) 

ermöglicht, mit einen medianen Gesamtüberleben (Overall Survival, OS) von 14,8 Mona-

ten. Das 6 Monate-PFS war jedoch nicht signifikant höher als die historischen Kontrollen. 

Im Vergleich zum OS von 13,3 Monaten der Phase III Studie zur Kombination von Cis-

platin und Pemetrexed bei Pleuramesotheliomen, scheint der zusätzliche Einsatz von 

MORAb-009 einen zusätzlichen therapeutischen Effekt zu vermitteln 57. Weitere klinische 

Studien zu MORAb-009 werden derzeit durchgeführt. 
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1.1.4.2 SS1P 

SS1P ist ein Immunotoxin, welches sich gegen MSLN exprimierende Zellen richtet. Es 

entsteht durch die Koppelung eines anti-MSLN Antikörpers mit einen 38-kDa Teil des 

Pseudomonas Exotoxin A (PE 38). Durch Bindung des Antikörpers an das MSLN wird 

SS1P internalisiert, intrazellulär freigelassen und hemmt dort die Proteinsynthese. In vitro 

Versuche wiesen auf eine dosis-abhängige Wirkung von SS1P auf MSLN-positive Tu-

more hin 5. Eine synergistische Wirkung von SS1P mit Paclitaxel, Gemcitabin und Cis-

platin zeigte sich in Xenograftmodellen, aber nicht bei in vitro Untersuchungen. Die Kom-

bination mit den Chemotherapeutika ermöglichte eine vollständige und andauernde Era-

dikation von  A431/K5 Tumoren in Mäusen 58. Die Kombination von SS1P mit einer Ra-

diatio zeigte eine verstärkte Antitumorwirkung in Xenograftmodellen 59. Derzeit laufen 

mehrere klinische Frühphasestudien. Die Dosis-Eskalationsstudien wurden an 20 Pati-

enten mit Mesotheliomen, 12 Frauen mit Ovarialkarzinomen und 2 Patienten mit Pankre-

askarzinomen durchgeführt. Davon reagierten 4 Patienten mit einer geringfügigen Tu-

morregression, 19 Patienten hatten eine stabile Erkrankung und in 10 Patienten zeigte 

sich eine Tumorprogression. Die MTD wurde auf 45 µg/kg festgelegt 60. Eine Kombination 

von SS1P mit Pemetrexed und Cisplatin bei Mesotheliomen bewirkte eine bessere An-

sprechrate auf die Therapie als auf die Monotherapie mit SS1P 60. Die Studie zur Unter-

suchung der Kombination von SS1P mit Bevacizumab, Carboplatin und Paclitaxel bei 

Patienten mit Stadium IV Adenokarzinomen der Lunge wurde wegen zu weniger Patien-

ten mit MSLN positiven Tumoren abgebrochen. Da schon nach der ersten Gabe die Bil-

dung von Antikörpern gegen das Immunotoxin nachgewiesen werden konnte, wurde zu-

sätzlich der Einfluss einer immunsuppressiven Therapie mit Pentostatin und Cyclophos-

phamid in Kombination mit SS1P bei 10 Patienten mit Mesotheliomen untersucht. 3/10 

Patienten hatten eine deutliche Tumorregression, 2 davon über 15 Monate lang 61. Durch 

den Einsatz von Bortezomib in Kombination mit dem Pentostatin-Cyclophosphamid 

Schema konnten die anti-SS1P Antikörper eliminiert und die Anzahl der Plasmazellen im 

Knochenmark reduziert werden 62. Zhang et al. Zeigten, dass die zytotoxische Wirkung 

von SS1P abhängig von der Freisetzung von SMRP ist, welches ein limitierender Faktor 

der Therapie bleibt 63. 
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1.1.4.3 RG7787 (LMB100) 

Um die Antikörperbildung nach Verabreichung von Immunotoxinen zu verhindern, wur-

den immunogene B-Zellepitope und Proteasespaltstellen vom Exotoxin PE 38 entfernt. 

Das resultierende Exotoxin PE 24 hat die gleiche Aktivität wie PE 38, ist weniger immu-

nogen und hat eine geringere nicht-spezifische Zytotoxizität in vitro. RG7787 (auch 

LMB100 genannt) besteht aus einen humanen anti-MSLN Fab-Fragment, das an PE24 

gebunden ist. In vitro zeigte RG7787 eine starke zytotoxische Wirkung gegen MSLN ex-

primierende Tumore. Die Kombination von RG7787 mit Paclitaxel im Pankreaskarzinom-

Xenograftmodell in Mäusen führte zu einer nahezu kompletten Regression der Tumore. 

Paclitaxel verbesserte dabei nicht die intrazelluläre Aufnahme von RG7787 64. Ähnliche 

Ergebnisse wurden bei der Therapie von triple-negativen Mammakarzinomen, Magen-

karzinomen und Mesotheliomen in Mäusen gezeigt 65; 66. Eine triple Therapie mit Cisplatin 

und Paclitaxel zeigte eine sehr gute Wirkung in der Therapie von Lungenkarzinomen im 

Xenograftmodell in Mäusen 67. Eine Verbesserung der Wirksamkeit von RG7787 konnte 

außerdem durch eine Reduzierung des freien, löslichen Mesothelins 68 und Gabe eines 

DDR1-Inhibitors 69 erreicht werden. Die klinische Phase 1 Studie zu RG7787 in Kombi-

nation mit Paclitaxel bei Patienten mit metastasierten oder fortgeschrittenen Pankreas-

karzinom wurde wegen eines schlechten Nutzens/Risiko Verhältnisses frühzeitig been-

det. Weitere Phase 1 Studien werden derzeit durchgeführt (NCT01445392, 

NCT00006981, NCT01362790).  

1.1.4.4 DMOT4039A 

DMOT4039A ist ein anti-MSLN Antikörper, gepaart mit den Mitosehemmer Monomethyl 

Auristatin E. Das Immunotoxin hemmt die Proliferation von MSLN-positiven Tumore in 

vitro und eine Einzeldosis reicht, um das Tumorwachstum in vivo zu stoppen (Ovarialkar-

zinom, Mesotheliom, Pankreaskarzinom). In klinischen Phase Ib Studien wurde die Wir-

kung von DMOT4039A in 40 Patienten mit nicht-resezierbaren Pankreaskarzinomen und 

31 Patientinnen mit platin-resistenten Ovarialkarzinomen untersucht. Das Medikament 

wurde entweder alle 3 Wochen oder wöchentlich verabreicht. Im ersten Schema wurde 

eine MTD von 2,4 mg/kg festgelegt mit Grad 3 Hyperglykämien und Grad 3 Hypophos-

phatämien als DLT. Bei einer wöchentlichen Gabe konnte eine MTD von 1,2 mg/kg ge-

geben werden. Insgesamt zeigten 6 Patienten der q3w-Gruppe eine partielle Tumorre-

gression (2 Pankreaskarzinome und 4 Ovarialkarzinome) 70. 
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1.1.4.5 Anetumab-Ravtansine (BAY 94-9343) 

Das Immunkonjugat Anetumab Ravtansine besteht aus einem humanen anti-MSLN An-

tikörper, der mit dem Maytansinoid DM4 durch einen Disulfidlinker verbunden ist. Das 

Immunkonjugat bindet an das MSLN-Antigen und wird internalisiert. In den Lysosomen 

wird der Disulfidlinker gespalten und DM4 freigesetzt. Das Maytansinoid hemmt die Po-

lymerisation des Tubulins und somit die Zellteilung. Bei in vitro Versuchen wurde ein IC50 

Wert in den nanomolaren Bereich für MSLN-positive Zellen gemessen 71. Zellen, die kein 

MSLN exprimieren, waren erst im mikromolaren Bereich von der zytotoxischen Wirkung 

betroffen. In der Konzentration von ca. 10 mg/kg konnte BAY 94-9343 alle Pankreaskar-

zinome und Mesotheliome und 4/6 Ovarialkarzinome in Mäusen komplett eradizieren. Die 

Therapie von Mesotheliomen im Mausmodell mit BAY 94-9343 ergab eine bessere Tu-

morreduktion als die Therapie mit Cisplatin oder mit Cisplatin und Pemetrexed. Des Wei-

teren konnte die zytotoxische Wirkung von 10 mg/kg BAY 94-9343 auf Zellen mit geringer 

Expression von MSLN (bis >20%) bewiesen werden 71. Das Wachstum von MSLN-

negativen Zellen wurde auch geringfügig durch das Immunkonjugat gehemmt. Daher wird 

von einem Bystander Effekt des ADC ausgegangen 71. Quanz et al. untersuchte die Wir-

kung von Anetumab Ravtansine auf Ovarialkarzinome. In vitro und in vivo Experimente 

zeigten eine gute Potenz des ADC. In zwei Tumormodellen kam es zu einer Tumorera-

dikation unter einer Gabe von 15 mg/kg q2w. Unter der Dosierung von 2,5 mg/kg zeigten 

3/7 Tumore eine Tumorreduktion. Die Kombination von Anetumab mit Doxorubicin, Car-

boplatin, Copanlisib oder Bevacizumab konnte die antitumorale Wirkung weiter verbes-

sern 72. Aktuell laufen 12 klinische Studien zur Untersuchung der therapeutischen Wirk-

samkeit von BAY 94-9343.  

In der Dosis-Eskalationsstudie Studie von Hassan et al. wurden 148 Patienten mit soliden 

Tumoren mit Anetumab Ravtansine behandelt (64 Mesotheliome, 64 Ovarialkarzinome, 

9 Pankreaskarzinome, 5 Mammakarzinome, 2 NSCLC und 4 andere Karzinome). Die 

maximal tolerierte Dosis des ADC war 6,5 mg/kg q3w. Die Tumorantwort konnte in 138 

Fällen evaluiert werden. 66 Patienten hatten einen stable disease, 11 zeigte eine partielle 

Remission und bei einem Patienten konnte eine komplette Remission erreicht werden.  

Die ORR (objective response rate) der Gruppe, die mit 6,5 mg/kg q3w behandelt wurde, 

lag bei 16% und die DCR (disease control rate) lag bei 65%. Die Gruppe, die 1,8 mg/kg 

qw erhielt, hatte eine ORR von 9% und eine DCR von 54%. Die Gruppe mit 2,2 mg/kg 

qw zeigte eine ORR von 6% und eine DCR von 64%. In den Subgruppen zeigten die 
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Mesotheliome die beste Tumorantwort mit einer ORR von 31% und einer DCR von 75% 

bei einer Gabe von 6,5 mg/kg q3w.  Die Ovarialkarzinome hatten eine ORR von 5% und 

eine DCR von 57% in der gleichen Dosierung. In den Gruppen mit 1,8 mg/kg oder 2,2 

mg/kg qw wurde eine schlechtere ORR erreicht (jeweils 6% und 0% bei den Mesothelio-

men; 11% und 10% bei den Ovarialkarzinomen). Insgesamt zeigten die Tumore mit hoher 

Mesothelinexpression (>66%) die beste ORR (13,3% bei Mesotheliomen und 12,8% bei 

Ovarialkarzinomen). Es gab jedoch auch Tumore mit hoher MSLN Expression die nicht 

auf die Therapie ansprachen 73. In einer Phase II Studie (NCT02610140) wurde die Wirk-

samkeit und die Sicherheit von Anetumab Ravtansine im Vergleich zu Vinorelbine bei 

Patienten mit Mesothelin-exprimierenden, metastasierten Mesotheliomen untersucht. 

166 Patienten haben 6,5 mg/kg des ADC q3w und 82 Patienten haben 30 mg/m² Vino-

relbine qw erhalten. Der primäre Endpunkt der Studie war der PFS (progression free sur-

vival). Hier zeigte die Therapie mit Anetumab Ravtansine keinen Unterschied im Ver-

gleich zu Vinorelbine (medianer PFS jeweils 4,3 und 4,5 Monate). Das Gesamtüberleben 

war in beiden Gruppen ähnlich (medianer OS von 9,5 Monaten bei Anetumab Ravtansine 

gegen 11,6 Monaten bei Vinorelbine). Die Studie konnte keine Überlegenheit von               

Anetumab Ravtansine im Vergleich zu Vinorelbine zeigen. 

Die erste klinische Untersuchung von Anetumab Ravtansine zeigte dosislimitierende Ne-

benwirkungen bei der Gabe von 7,5 mg/kg (q3w) des Immunkonjugates (Grad 3 peri-

phere Neuropathie und Grad 4 Keratitis). Bei einer Dosierung von 6,5 mg/kg (q3w) ent-

wickelte 1/6 Patienten eine ASAT-Erhöhung (Grad 3). Bei der Dosierung von 5,5 mg/kg 

(q3w) entwickelte 1/6 Patienten eine Hypertonie und Hyponatriämie (Grad 3). 17/38 Pa-

tienten, die mit 6,5 mg/kg (q3w) behandelt wurden, mussten die Therapie aufgrund von 

Nebenwirkungen abbrechen. Bei 18/38 Patienten musste die Dosis reduziert werden 73. 

Die häufigsten Nebenwirkungen waren Müdigkeit, Übelkeit, Durchfall, Appetitlosigkeit, 

Erbrechen und periphere sensorische Neuropathien. Die häufigsten Grad 3 Nebenwir-

kungen waren Übelkeit, Fatique und Keratopathien. Alle Nebenwirkungen waren nach 

zwei bis vier Wochen nach Absetzten der ADC-Therapie regredient oder behoben. 

1.2 Zervixkarzinom 

1.2.1 Epidemiologie  

Weltweit wurden laut der WHO im Jahr 2012 528000 neue Fälle von Zervixkarzinomen 

gezählt und 266000 resultierende Todesfälle registriert. Davon wurden etwa 4700 Fälle 
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in Deutschland diagnostiziert, mit einer Mortalität von 1617 Patientinnen im gleichen Jahr. 

Es ist das vierthäufigste Karzinom der Frau weltweit, allerdings mit regionalen Unter-

schieden. Die höchste Anzahl von Inzidenzen wird in Entwicklungs- und Schwellenlän-

dern gezählt, die keine ausreichenden Präventionsmaßnahmen nutzen. Das mittlere Alter 

bei Diagnose eines invasiven Zervixkarzinoms liegt bei etwa 53 Jahre. Der Erkrankungs-

gipfel für schwergradige Krebsvorstufen eines Cervixkarzinoms (CIN III, carcinoma in 

situ) liegt bei etwa 33 Jahren. In Deutschland werden ca. 50% der invasiven Karzinome 

im Frühstadium diagnostiziert 74. Ca. 80% der Zervixkarzinome sind Plattenepithelkarzi-

nome. Der Anteil der Adenokarzinome hat in den letzten Jahren zugenommen und liegt 

zurzeit bei ca. 20%. Dieser Anstieg kann durch ein besseres Screening erklärt werden. 

Einen Einfluss der HPV-Impfung wird zurzeit noch untersucht. Weitere seltene Karzinome 

der Zervix sind neuroendokrine, klarzellige, serös-papilläre und adenosquamöse Karzi-

nome, sowie Zervixsarkome und Zervixlymphome 75. 

1.2.2 Therapie 

Die Behandlung von Zervixkarzinomen hängt vom Tumorstadium (s. Tabelle 2), den Ri-

sikofaktoren (Infiltration der Lymph- oder Blutgefäße, Infiltration der Nervenscheiden, Tu-

mortyp, Differenzierungsgrad) und der persönlichen Situation der Patientin (bestehender 

Kinderwunsch, bestehende Schwangerschaft, abgeschlossene Familienplanung) ab. 

Das Tumorstadium wird durch die FIGO-Klassifikation festgelegt. 
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Tabelle 1: TNM- und FIGO-Stadien bei Zervixkarzinom 75 

TNM FIGO Tumorausbreitung 

T1 I Tumor ist auf der Zervix begrenzt 

T1a IA Tumor mikroskopisch sichtbar, dringt maximal 5 mm ins Gewebe ein. 

 T1a1/ IA1: Tumor dringt max. 3 mm ins Gewebe ein und ist max. 5 
mm breit 

 T1a2/ IA2: Tumor dringt zw. 3-5 mm ins Gewebe ein und ist max. 
5 mm breit 

T1b IB Invasives Karzinom mit tiefster Invasion ≥ 5 mm (größere Maße als St. 
T1a1/ IA) 

 T1b1/ IB1: Tiefe der Invasion der Stroma ≥ 5mm, Größe <2cm 

 T1b2/ IB2: Tiefe der Invasion ≥ 2cm, Größe <4cm 

 IB3: Invasives Karzinom, >4cm groß 

T2 II Tumor wächst über die Gebärmutter hinaus, erreicht aber nicht die Be-
ckenwand und nicht das untere Drittel der Vagina 

T2a IIA Tumor breitet sich auf die oberen zwei Drittel der Vagina aus, die Para-
metrien sind nicht befallen 

 T2a1/ IIA1: < 4 cm groß 

 T2a2/ IIA2: > 4 cm groß 

T2b IIB Tumor befällt die Parametrien, erreicht aber nicht die Beckenwand 

T3 III Tumor erreicht die Beckenwand und/oder das untere Drittel der Vagina 
und/oder es kommt zur Nierenstauung/ Nierenausfall und/oder Befall der 
pelvinen / paraaortalen Lymphknoten 

T3a IIIA Tumor erreicht das untere Drittel der Vagina, aber nicht die Beckenwand 

T3b IIIB Tumor erreicht die Beckenwand und/oder es kommt zur Nierenstauung / 
Nierenausfall 

 IIIC Befall der pelvinen und/oder der paraaortalen Lymphknoten 

 IIIC1: Befall der pelvinen Lymphknoten 

 IIIC2: Befall der paraaortalen Lymphknoten 

T4 IV Tumor befällt die Harnblase oder das Rektum oder reicht über das Becken 
hinaus 

 IVA Tumor befällt die Harnblase oder das Rektum und/ oder Überschreitung 
des kleinen Beckens 

M1 IVB Fernmetastasen 

N1  Regionäre Lymphknoten-Metastasen 
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Die aktuellen Leitlinien sehen Behandlungen wie folgend vor: im frühen Stadium IA1 sollte 

eine primäre Operation (Konisation, Trachelektomie oder Hysterektomie) druchgeführt 

werden.   

Im Stadium IA2 und IA1 mit ≥ 2 Risikofaktoren (Lymphangiosis, R1, G3, neuroendokrines 

Karzinom, Tumor > 4 cm oder intraoperativer Befund pN1 bzw. histologisch positive 

Lymphknotenmetastase) eine Hysterektomie samt Eileiter. Bei befallenen Lymphknoten 

werden diese entfernt und die Patientin erhält eine adjuvante Radiochemotherapie im 

histologisch nachgewiesenen Ausbreitungsfeld.  

Ab Stadium IA2 mit mehreren Risikofaktoren sollte immer eine radikale Hysterektomie 

mit Resektion der Parametrien durchgeführt und die befallenen Lymphknoten entfernt 

werden. Eine adjuvante Radiochemotherapie wird bei positivem Lymphknotenbefall 

durchgeführt. Bei mehreren feingeweblichen Risikofaktoren und bei nicht vollständig re-

serzierbarem Tumor kann eine primäre Radiochemotherapie angestrebt werden.  

Im Stadium IB1 und IIA1 wird eine radikale Hysterektomie mit Resektion der Parametrien 

empfohlen. Bei makroskopisch befallenen Lymphknoten sollten diese entfernt werden. 

Bei bestehendem Kinderwunsch mit Tumoren <2 cm ohne Risikofaktoren kann eine ra-

dikale Trachelektomie mit prophylaktischer Permanentcerclage erwogen werden. Im 

Falle von positivem Lymphknotenbefall oder mehreren Risikofaktoren soll eine adjuvante 

Radiochemotherapie durchgeführt werden.  

Im Stadium IB2, IIA2 und IIB wird eine radikale Hysterektomie kombiniert mit pelviner und 

paraaortaler Lymphodonektomie empfohlen, bei Scheidenbefall eine (partielle) radikale 

Kolpektomie. Bei befallenen Lymphknoten oder mehreren Risikofaktoren sollte die Pati-

entin eine adjuvante Radiochemotherapie erhalten.  

Ab dem Stadium IIB wird die primäre Radiochemotherapie kombiniert mit einer pelvinen 

und paraaortalen Lymphonodektomie bevorzugt. Bei den neuroendokrinen Zervixkarzi-

nom wird im Stadium IIB und IVB eine primäre Radiochemotherapie mittels Cisplatin und 

Etoposid empfohlen.  

Im Stadium III und IVA sollte eine Cisplatin-haltige Radiochemotherapie erfolgen. Bei 

makroskopisch befallenen Lymphknoten im Stadium III wird ebenfalls eine Lymphodo-
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nektomie empfohlen. Bei metastasiertem Zervixkarzinom kann eine Chemotherapie mit-

tels Cisplatin und Topotecan erfolgen. Die Kombination von Cisplatin und Paclitaxel und 

von Cisplatin, Paclitaxel und Bevazicumab wird noch untersucht. Im Stadium IVB wird 

eine palliative Chemotherapie mit Bevacizumab, Cisplatin und Paclitaxel oder Bevacizu-

mab, Paclitaxel und Topotecan empfohlen. Eine Bestrahlung oder eine Operation können 

zur Linderung von Symptomen beitragen 75. 

1.2.3 Prognose 

Jährlich sterben ca. 1500 Frauen an einem Zervixkarzinom in Deutschland. Insgesamt 

hat das Zervixkarzinom eine relative 5 Jahre-Überlebensrate (5-JÜR) von ca. 69% 76, 

wobei ältere Patientinnen eine deutlich schlechtere Prognose haben 77.  

Tabelle 2: Relative 5-und 10-Jahres-Überlebensraten bei Zervixkarzinom in Abhängigkeit vom UICC-
Stadium aus dem Krebsregister Bayern (n=14.606), 1998-2011. UICC-Stadien nach TNM-Klassifikation: 
UICC 0 = Tis N0 M0; UICC I = T1 N0 M0; UICC II = T2 N0 M0; UICC III = T3 N0 M0 oder T1-3 N1 M0; 
UICC IV = T4 N0 M0 oder T4 N1 M0 oder jedes T jedes N M1 75 

UICC-Stadium 0 I II III IV 

Relative 5-Jahres-Überlebensrate 100% 95% 75% 58% 21% 

Relative 10-Jahres-Überlebensrate 100% 93% 71% 51% 16% 

Die Mortalität hängt stark von dem Tumorstadium ab (s. Tabelle 2). Die Inzidenz von 

höheren Stadien (> FIGO IIB) hat sich durch die frühzeitige Erkennung von präinvasiven 

Vorstufen in den letzten 10 Jahren deutlich verringert. Die 5-JÜR bei einem UICC 1 Sta-

dium beträgt 95%. Ab dem FIGO Stadium IA2 ist keine fertilitätserhaltende Therapie mehr 

möglich, was ein tiefgreifendes Problem für viele Patientinnen ist. Bei einem UICC 4 Sta-

dium besteht eine 5-JÜR von 21%. 12% der Karzinome sind bei Erstdiagnose primär 

metastasiert, in einem Drittel der Fälle bestehen regionäre Lymphknotenmetastasen 75.  

Die Histologie hat einen Einfluss bezüglich der Mortalität. Die neuroendokrinen Tumore 

haben eine deutlich schlechtere Prognose als die Plattenepithel- und Adenokarzinome 

mit einer 5-JÜR von ca. 30% 78. Ein negativer Einfluss der Histologie auf die Prognose 

ist bei Adenokarzinomen noch umstritten. Adenokarzinome zeigen eine schlechtere Ra-

diosensitivität als Plattenepithelkarzinome 79. 

Die Therapie des Zervixkarzinoms bleibt weiterhin eine Herausforderung durch die ferti-

litätseinschränkenden Methoden und der schlechten Prognose des Zervixkarzinoms in 
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den fortgeschrittenen Stadien. Es wird ersichtlich, dass neue Therapiemöglichkeiten zur 

Therapie des Zervixkarzinoms dringend nötig sind. 

1.3 Fragestellung 

Die Aufgabe der vorliegenden Doktorarbeit war es zum einen die Datenlage zur Häufig-

keit und Stärke der Expression von Mesothelin in Zervixkarzinomen zu verbessern und 

das therapeutische Potential eines neuartigen anti-Mesothelin Antikörperimmunkonjuga-

tes (BAY 94-9343) in humanen Zervixkarzinomxenografttumoren an Mäusen zu untersu-

chen. 
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2 Material und Methoden 

Die tierexperimentellen Untersuchungen der Arbeit wurden vom Landesamt für Gesund-

heit und Soziales Berlin unter der Referenznummer G 0262/10 genehmigt. Die Asservie-

rung und Kultivierung von humanem vitalem Tumorgewebe (Operationspräparate) wur-

den von dem Ethikkomitee der Charité unter der Referenznummer ek.217/20 genehmigt.  

2.1 Zelllinien 

Zwei humane Zervixkarzinomzelllinien (HeLa- und Caski-Zellen) wurden von der Deut-

schen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig, 

Deutschland) erworben. Die Cx-03 Zelllinie (humanes Karzinosarkom der Zervix) wurde 

in der AG Cichon etabliert 80. 

Tabelle 3: Charakterisierung der benutzen Zervixkarzinom-Zelllinien. 

Zellentität Histologie 

HeLa Plattenepithel Karzinom  

Caski Plattenepithel Karzinom 

Cx-03 Karzinosarkom der Zervix mit rhabdomyoblastären Differenzierung. 

2.2 Therapeutika 

Das Immunkonjugat BAY 94-9343 wurde von der Bayer AG (Berlin, Deutschland) zur 

Verfügung gestellt.  

2.3 Zellkultur 

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte in DMEM-Medium (4,5 g/L D-Glucose + L-Gluta-

min, von Gibco, Life Technologies) plus 10% hitzeinaktiviertem fetalem Kalbserum (FCS) 

und Antibiotikaschutz mit 10% Penicillin/Streptomycin-Lösung. Die Zellen wurden bei ei-

ner Konfluenz von 70-80% trypsiniert und passagiert. Zu diesem Ziel wurde zunächst das 

Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen 

mit Trypsin-EDTA benetzt und 10 min im Brutschrank bei 37°C + 5% CO2 inkubiert um 

die Adhärenz der Zellen zu lösen. Das Trypsin wurde mittels DMEM neutralisiert, die 

Zellen in Suspension gebracht und in ein Falcon Röhrchen übertragen. Die Zellen wurden 

dann für 10 min bei 3000 Umdrehungen/min zentrifugiert. Der Überstand wurde abge-

saugt und der Pellet mit DMEM wieder resuspendiert. Die Zelllösung wurde danach auf 
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Zellkulturflaschen verteilt. 

2.4 Ermittlung der Zellzahl 

Zur Ermittlung der Zellzahl wurden 20 µl der trypsinierten und gewaschenen Zellsuspen-

sion mit dem gleichem Volumen 0,5% Tryptanblau versetzt und die Zellzahl sowie der 

Anteil an vitalen Zellen in einer Neubauerkammer ausgezählt. Für die Versuche sowie für 

die Zellkulturen wurden nur Zellen mit einer Viabilität von über 90% genutzt. 

2.5 Einfrieren und Auftauen der Zellen 

Vor dem Einfrieren wurden die frisch trypsinierten und gewaschenen Zellen in 80% 

DMEM/FCS und 20% DMSO aufgenommen und auf eine Dichte von 1 x 10⁶ Zellen/ml 

eingestellt. Das DMSO verhindert während des Einfrierens die Bildung von intrazellulären 

Eiskristallen. Die Zellsuspension wurde in Kryoröhrchen überführt und langsam abgekühlt 

(1°C/min). Die Proben lagerten zunächst bis zu 2 Wochen bei -80°C im Tiefkühlschrank 

und wurden im Anschluss in flüssigen Stickstoff kryokonserviert. 

Zur Rekultivierung wurden die eingefrorenen Zellen zunächst bei 37°C zügig aufgetaut 

und in warmes DMEM aufgenommen. Anschließend wurden sie zentrifugiert, der Über-

stand abgesaugt und die Zellen in frischem DMEM resuspendiert. Nach Ermittlung der 

Anzahl wurden die Zellen entweder auf Kulturflaschen verteilt oder direkt für die weiteren 

Untersuchungen eingesetzt.  

2.6 Immunhistochemie 

Um das Expressionsniveau von Mesothelin in primären Zervixkarzinomgewebe zu be-

stimmen wurden 79 Zervixkarzinomproben (Paraffinblöcke) aus dem Archiv der Patholo-

gie der Charité herangezogen. Das Probenkollektiv setzte sich aus 53 Plattenepithelkar-

zinomen und 26 Adenokarzinomen zusammen. Die Karzinomfälle waren zwischen 2006 

und 2015 an der Charité diagnostiziert worden und stammten von zuvor unbehandelten 

Patienten (keine neoadjuvante Chemotherapie, keine Radiatio). Die MSLN Expression 

wurde mittels IHC-Färbung in Paraffin-gebetteten Proben untersucht. Hierfür wurde das 

Leica Bond ™ polymer fully refine detection System benutzt. Der Mesothelin-Antikörper 

5B2 wurde von Thermo Scientific (clone 5B2, 1: 100, Thermo Scientific MS-1320) erwor-

ben. 
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Alle gefärbten Tumorproben wurden von einem zertifizierten Pathologen untersucht und 

die Mesothelin-Färbung quantifiziert. Die Auswertung der Färbung erfolgte nach dem 

System von Hirsch et al. J Clin Oncol 21:3798-3807, 2003, wie folgt: drei repräsentative 

Felder von jeder Tumorprobe wurden ausgesucht und der Mittelwert des h-scores errech-

net. Der h-score entspricht dem Produkt des relativen Anteils Mesothelin-positiver Tu-

morzellen (%) und der Färbeintensität (1+,2+,3+): 1x (% Zellen 1+) + 2 x (% Zellen 2+) + 

3 x (% Zellen 3+). Der höchste erreichbare Wert ist 300. Abhängig vom h-score wurde 

die Mesothelinexpression in vier Gruppen aufgeteilt: keine (score 0), niedrig (score 1-9), 

moderat (score 10-49) und hoch (50-300). Als Positivkontrolle wurde Pleuramesotheli-

omgewebe eingesetzt. Die getesteten Zelllinien HeLa, Caski und Cx-03 wurden nach 

dem gleichen Prinzip durch Immunhistochemie gefärbt und bewertet. 

2.7 MTT-Assay 

Die Zellviabilität wurde mittels MTT-Tests (Promokine) untersucht. MTT (3-(4,5-dimethyl-

thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium Bromid) ist ein wasserlöslicher und membrangängi-

ger Farbstoff, der durch mitochondriale Dehydrogenasen lebender Zellen metabolisiert 

wird. Dies führt zur Bildung von dunkelblauen Formazan-Kristallen im Zytoplasma von 

unbeschädigten Zellen. Nach Lyse der Zellen und Lösung der Kristalle, kann der Farb-

stoff durch Spektrophotometrische Messung mit einen ELISA-Reader (Anthos 2010,       

Biochrom) quantifiziert werden. Die Bildung der dunkelblauen Formazan-Kristalle ist di-

rekt proportional zu der Anzahl an proliferierenden Zellen. Die Absorptionswerte (OD) 

spiegeln also die Anzahl lebender Zellen wider. Die Anzahl an auszusäenden Zellen 

wurde experimentell ermittelt, sodass die Konfluenz am Tag 4 ca. 70% betrug. Es wurden 

2 µl MTT-Färbung pro Well hinzugefügt, durch leichtes schwenken vermischt und für 2h 

inkubiert. Danach wurden die blauen Formazan-Kristalle mit 200 µl DMSO und leichtes 

Schütteln gelöst. Die Absorption wurde bei 560 nm und 620 nm gemessen. Als Nullwert 

wurde die Absorption der MTT-Lösung ohne Zellen festgelegt. Die Inhibitionsrate wurde 

mittels der Formel IR (%) = 100* (1-(OD570-620nm x-OD570-620nm  Blank/OD570-620nm Kontrolle-

OD570-620nm -Blank)) errechnet. 

Die Wirkung von Anetumab wurde auf HeLa, Caski und Cx-03 Zellen mittels MTT-Assay 

getestet. In eine 96 Well Platte wurden 10³ Zellen in 50 µl DMEM/ Well gelöst und für 24h 

in einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 aufbewahrt. Die äußeren Wells wurden nur 

mit PBS gefüllt. Am Tag 2 wurden 50 µl DMEM mit unterschiedlichen Konzentrationen 
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von Bay 94-9343 den Zellen hinzugefügt. Es wurden Konzentrationen zwischen 0,05 

µg/ml und 10 µg/ml getestet, sowie eine unbehandelte Kontrolle. Jede Konzentration 

wurde dreifach getestet. Die Zellen wurden für 48h im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 

gelagert. Am Tag 4 wurde der MTT-Test durchgeführt. 

2.8 In-vivo Testung 

2.8.1 Tumorverabreichung 

Für die Tierexperimente wurden mind. 12 Wochen alte Scid beige Mäuse (von Charles 

River GmbH, Sulzfeld, Deutschland) gekauft und unter pathogenfreien Konditionen ge-

halten. Die HeLa, Caski und Cx-03 Zellen wurden subkutan (s.c.) am rechten Oberschen-

kel der Scid Mäuse injiziert. Die Zellen wurden zuvor trypsiniert und mittels der Neubauer 

Kammer gezählt. Es wurden zwischen 1. 10⁵ und 1. 10⁷ Zellen in 200 µl PBS in Spritzen 

aufgenommen und den Mäusen s.c. verabreicht. 

2.8.2 Versuchsaufbau 

Die Mäuse wurden in Gruppen zu 5-8 Tieren eingeteilt und jeweils zweimal wöchentlich 

über einen Zeitraum von 6 Wochen behandelt. Es erfolgte eine intraperitoneale (i.p.) 

Gabe des Immunkonjugates in 200 µl Puffersubstanz. Die Kontrollgruppe erhielt 200 µl 

PBS i.p. nach dem gleichen Behandlungsschema. Die Tumorgröße wurde zweimal pro 

Woche überprüft und der größte Durchmesser mittels eines Messschiebers ermittelt. Ab 

einen Diameter von 4,0 mm wurden die Tumore behandelt. Die Tumore konnten maximal 

bis zu 20 mm Diameter auswachsen, danach wurden die Mäuse durch Genickbruch ge-

tötet. Das Tumorwachstum wurde wie folgt berechnet: 

Wachstum (%) = (Durchmesser letzter Tag – Durchmesser Beginn der Behandlung) * 

100/Durchmesser Beginn.  

Die Reaktion auf die Therapie wurde nach dem RECIST Score bewertet. Eine partielle 

Regression wurde als eine Reduktion der Tumorgröße ≥30 % definiert. Eine Tumorera-

dikation, wenn der Tumor nicht mehr palpabel war. Eine Reduktion des Tumorvolumens 

um <30% oder eine Vergrößerung bis zu <20% wurde als stabile Erkrankung bezeichnet. 

Die in vivo Testung von Anetumab Ravtansine an HeLa, Caski und Cx-03 Tumoren wird 

in der folgenden Tabelle beschrieben. 
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Tabelle 4: Behandlungsschema von Zervixkarzinomen mit Anetumab Ravtansine. 

Tumorentität Konzentration von Anetumab 

Ravtansine 

Behandlungsintervall 

HeLa 2 mg/kg KG 2x/Woche 

5 mg/kg KG 2x/Woche 

10 mg/kg KG 2x/Woche 

15 mg/kg KG 1x/Woche 

1x alle 3 Wochen 

Caski 

 

5 mg/kg KG 2x/Woche 

10 mg/kg KG 2x/Woche 

15 mg/kg KG 1x/Woche 

Cx-03 2 mg/kg KG 2x/Woche 

5 mg/kg KG 2x/Woche 

10 mg/kg KG 2x/Woche 

15 mg/kg KG 1x/Woche 

2.9 Statistik 

Die statistische Auswertung und die graphische Darstellung erfolgten mit Excel. Für die 

in vitro Experimente wurde die Pearson Korrelation eingesetzt. Zum Vergleich der 

RECIST-Scores wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet. Die RECIST-Scores 

wurden einem Wert zugewiesen (komplette Remission:1, partielle Remission:2, stabile 

Erkrankung:3 und Progression:4). Hiermit wurde mithilfe Rechners von socscistatis-

tics.com der Mann-Whitney-U-Test bei einem Signifikanzniveau von 0,05 errechnet 81. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Mesothelin Färbung 

50/79 (63%) der untersuchten Zervixkarzinome zeigten eine positive Mesothelinexpres-

sion. Die Adenokarzinome hatten einen höheren Anteil an MSLN-positiven Tumoren, als 

die Plattenepithelkarzinome (77% gegen 57%). Außerdem fiel bei 73% der Adenokarzi-

nomen eine starke Mesothelinexpression (h-score 50-300) auf, gegenüber 26,4% bei 

Plattenepithelkarzinomen. Das Expressionsmuster von Mesothelin war inhomogen (s. 

Abbildung 1). Die hohe Prävalenz der Mesothelin-positiven Karzinome macht Zervixkar-

zinome zu einem guten Ziel für eine Therapie mit Anetumab Ravtansine. Der Einfluss der 

Stärke der Mesothelinexpression auf eine Therapieantwort wurde in den folgenden Ex-

perimenten untersucht.  

Tabelle 5: Häufigkeit und Intensität der Mesothelin Färbung von Adenokarzinome und Plattenepithelkarzi-
nome der Zervix. 

Mesothelin   

expression 

Keine 

(h-score:0) 

Niedrig 

(h-score:1-9) 

Moderat 

(h-score:10-49) 

Hoch 

(h-score:50-300) 

Adeno-          

karzinome 

(n=26) 

6/26 (23%) 0/26 (0%) 1/26 (3,9%) 19/26 (73,9%) 

Plattenepi-

thelkarzinome 

(n=53) 

23/53 (43,4%) 2/53 (3,8%) 14/53 (26,4%) 14/53 (26,4%) 
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Abbildung 1: Mesothelinexpression in einen Adenokarzinom in situ (a), in einen Adenokarzinom (b), in 
einen Plattenepithelkarzinom (c) der Zervix und in einen HeLa-Xenograft Tumor (d). 

Die in unseren Experimenten benutzte HeLa Zelllinie zeigte eine starke (h-Score: 230) 

und Cx-03 eine moderate Expression (h-Score: 40). Caski hingegen war Mesothelin-ne-

gativ (h-Score:0).  

3.2 MTT Assay 

3.2.1 Zytotoxizität von BAY 94-9343 auf HeLa Zellen 

Die zytotoxische Wirkung von BAY 94-9343 wurde auf HeLa Zellen mit starker Mesothe-

linexpression untersucht. Ab einer Konzentration von 1 µg/ml zeigte sich eine Inhibitions-

rate von > 60%. Die Korrelationsanalyse nach Pearson zeigte eine starke Korrelation 

zwischen der Tumorinhibition und der Konzentration des ADC (r=0,763). 
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Abbildung 2: Inhibitionsrate von BAY 94-9343 auf HeLa Zellen. 10 ³ HeLa Zellen wurden nach 24h Inku-
bation mit unterschiedlichen Konzentrationen von BAY 94-9343 für weitere 48h behandelt. Danach wurde 
die Zellviabilität mittels MTT-Tests gemessen und die Zellinhibition berechnet. 

3.2.2 Zytotoxizität von BAY 94-9343 auf Cx-03 Zellen 

Bei Cx-03 Zellen mit moderater Mesothelinexpression konnte in den untersuchten Kon-

zentrationen keine Zellinhibition > 50% erreicht werden. Eine konzentrationsabhängige 

zytotoxische Wirkung wurde jedoch beobachtet (r=0,769), im Vergleich zu den HeLa Zel-

len war diese jedoch deutlich abgeschwächt. 
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Abbildung 3: Inhibitionsrate von BAY 94-9343 auf Cx-03 Zellen. 10 ³ Cx-03 Zellen wurden nach 24h Inku-
bation mit unterschiedlichen Konzentrationen von BAY 94-9343 für weitere 48h behandelt. Danach wurde 
die Zellviabilität mittels MTT-Tests gemessen und die Zellinhibition berechnet.  

3.2.3 Zytotoxizität von BAY 94-9343 auf Caski Zellen 

Bei der Anwendung von BAY 94-9343 auf Mesothelin-negativen Caski Zellen konnte nur 

eine geringe Inhibition der Tumorproliferation mit einer Inhibitionsrate <30% festgestellt 

werden. Im Vergleich zu der Therapie der HeLa- und Cx-03-Zellen ist die Zellinhibition 

bei Caski-Zellen am niedrigsten (jeweils 80%, 38% und 27% bei einer Konzentration von 

10 µg/ml des ADC). Auch bei den Mesothelin-negativen Zellen wurde ein hoher Korrela-

tionskoeffizient (r=0,905) nachgewiesen. 
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Abbildung 4: Inhibitionsrate von BAY 94-9343 auf Caski Zellen. 10 ³ Caski Zellen wurden nach 24h Inku-
bation mit unterschiedlichen Konzentrationen von BAY 94-9343 für weitere 48h behandelt. Danach wurde 
die Zellviabilität mittels MTT-Tests gemessen und die Zellinhibition berechnet. 

Zusammenfassend konnte in diesem Experiment eine Dosis-abhängige zytotoxische Wir-

kung des Immunkonjugates auf den untersuchten Zervixkarzinomzellen gezeigt werden. 

Die Inhibitionsrate zeigte sich außerdem abhängig von der Stärke der Mesothelinexpres-

sion, sodass von einer spezifischen Wirkung von BAY 94-9343 ausgegangen werden 

muss.  

3.3 In vivo Testung von BAY 94-9343 

3.3.1 HeLa Tumore (starke Mesothelinexpression) 

Die zytotoxische Wirkung von Anetumab Ravtansine auf HeLa-Tumore wurde in unter-

schiedlichen Konzentrationen in Scid Mäusen untersucht. Das Tumorwachstum wurde 

anhand einer Kontrollgruppe mit PBS Injektionen verglichen. Die Tumore, die mit 2 mg/kg 

BAY 94-9343, zweimal je Woche, behandelt wurden, zeigten keinen Unterschied zu der 

Kontrollgruppe (Tumorprogress in 100% der Fälle, p=0,93624).  
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Abbildung 5: Tumorwachstum von HeLa Tumoren in Scid beige Mäusen nach Behandlung mit PBS i.p. 
zwei Mal je Woche, 4 Wochen lang. Der größte Tumordurchmesser wurde abgebildet. ↓ markiert den An-
fang der Therapie. 

 

Abbildung 6: Tumorwachstum von HeLa Tumoren in Scid beige Mäusen nach Behandlung mit 2 mg/kg 
BAY 94-9343 i.p. zwei Mal je Woche, 4 Wochen lang. Der größte Tumordurchmesser wurde abgebildet. ↓ 
markiert den Anfang der Therapie. 

Das Tumorwachstum war unter der Therapie mit 5 mg/kg BAY 94-9343, zweimal je Wo-

che, heterogen. In 6/8 Fällen gab es einen Tumorprogress. In 2/8 Fällen konnte aber eine 

Tumoreradikation erreicht werden. Im Vergleich zur Kontrollgruppe ergab sich kein signi-

fikanter Unterschied in der Tumorantwort (p=0,4777). 
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Abbildung 7: Tumorwachstum von HeLa Tumoren in Scid beige Mäusen nach Behandlung mit 5 mg/kg 
BAY 94-9343 i.p. zwei Mal je Woche bis Tag 90. Der größte Tumordurchmesser wurde abgebildet. ↓ mar-
kiert den Anfang der Therapie. 

Sehr gute Ergebnisse zeigten sich bei der Behandlung der Tumore mit 10 mg/kg BAY 

94-9343, zweimal je Woche. 7/8 Tumore wurden durch die Behandlung erfolgreich    

eradiziert. Bei einer Maus kam es jedoch zu einem ungebremsten Tumorwachstum. 

Hier zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe 

(p= 0.00804). 
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Abbildung 8: Tumorwachstum von HeLa Tumoren in Scid beige Mäusen nach Behandlung mit 10 mg/kg 
BAY 94-9343 i.p. zwei Mal je Woche, bis Tag 90. Der größte Tumordurchmesser wurde abgebildet. ↓ 
markiert den Anfang der Therapie. 

Um den Einfluss des Therapieschemas zu untersuchen, wurden zwei Gruppen mit einer 

höheren Dosis und in längeren Abständen therapiert (15 mg/kg BAY 94-9343, einmal je 

Woche bzw. alle drei Wochen). In beiden Gruppen konnte in allen Fällen eine Tumorer-

adikation erreicht werden. Bei allen Mäusen zeigte sich eine Tumorantwort schon nach 

der ersten Gabe des Immunkonjugates. In beiden Gruppen sahen wir einen statistisch 

signifikanten Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0.00512). 

Anetumab Ravtansine hat also eine dosisabhängige Wirkung auf das Wachstum von 

HeLa-Tumoren. Eine Verlängerung des Dosierintervalls kann durch Dosisanpassung er-

reicht werden, ohne die Wirksamkeit der Therapie zu beeinflussen. Eine Tumorantwort 

konnte bei der Dosis von 15 mg/kg sogar schon nach der ersten Gabe beobachtet werden 

im Vergleich zu der dritten Gabe bei einer Dosis von 10 mg/kg. Die Gabe von höheren 

Dosen könnte deshalb bevorzugt werden soweit die Nebenwirkungsrate tolerabel ist. 
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Abbildung 9: Tumorwachstum von HeLa Tumoren in Scid beige Mäusen nach Behandlung mit 15 mg/kg 
BAY 94-9343 i.p. einmal pro Woche, bis Tag 90. Der größte Tumordurchmesser wurde abgebildet. ↓ mar-
kiert den Anfang der Therapie. 

 

Abbildung 10: Tumorwachstum von HeLa Tumoren in Scid beige Mäusen nach Behandlung mit 15 mg/kg 
BAY 94-9343 i.p. alle 3 Wochen, bis Tag 90. Der größte Tumordurchmesser wurde abgebildet. ↓ markiert 
den Anfang der Therapie.  

0

5

10

15

20

25

30 40 50 60 70 80 90

Tu
m

o
rd

ru
ch

m
es

se
r 

(m
m

)

Tage

0

5

10

15

20

25

30 40 50 60 70 80 90

Tu
m

o
rd

u
rc

h
m

es
se

r 
(m

m
)

Tage



  Seite 47 

3.3.2 Cx-03 Tumore (moderate Mesothelinexpression) 

Die Gabe von PBS oder 2 mg/kg bzw. 5 mg/kg BAY 94-9343, jeweils zweimal je Woche, 

erlaubte ein ungehemmtes Wachstum der Cx-03 Tumore. Es zeigte sich kein Unterschied 

zur Kontrollgruppe (p=0.93624). 

 

Abbildung 11: Tumorwachstum von Cx-03 Tumore in Scid beige Mäusen nach Behandlung mit PBS i.p. 
zwei Mal je Woche, bis Tag 90. Der größte Tumordurchmesser wurde abgebildet. ↓ markiert den Anfang 
der Therapie.  
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Abbildung 12: Tumorwachstum von Cx-03 Tumoren in Scid beige Mäusen nach Behandlung mit 2 mg/kg 
BAY 94-9343 i.p. zwei Mal je Woche, bis Tag 90. Der größte Tumordurchmesser wurde abgebildet. ↓ 
markiert den Anfang der Therapie. 

 

Abbildung 13: Tumorwachstum von Cx-03 Tumoren in Scid beige Mäusen nach Behandlung mit 5 mg/kg 
BAY 94-9343 i.p. zwei Mal je Woche, bis Tag 90. Der größte Tumordurchmesser wurde abgebildet. ↓ 
markiert den Anfang der Therapie. 

1/7 Tumoren konnte durch die Behandlung mit 10 mg/kg BAY 94-9343, zweimal je Wo-

che, eradiziert werden. In einem weiteren Fall wurde eine partielle Remission erreicht. In 

den anderen 5 Fällen kam es zu einem Tumorprogress. Insgesamt ergab sich kein sta-

tistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zu der Kontrollgruppe (p=0,42952).  
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Abbildung 14: Tumorwachstum von Cx-03 Tumoren in Scid beige Mäusen nach Behandlung mit 10 
mg/kg BAY 94-9343 i.p. zwei Mal je Woche, bis Tag 90. Der größte Tumordurchmesser wurde abgebil-
det. ↓ markiert den Anfang der Therapie. 

Unter der Therapie mit 15 mg/kg BAY 94-9343, einmal je Woche, wurden in 1/7 Fällen 

eine Tumoreradikation und in 2/7 Fällen eine partielle Remission erreicht. In den restli-

chen Fällen wurde ein Tumorprogress beobachtet. Auch hier zeigte sich kein statisch 

signifikanter Unterschied zu der Kontrollgruppe (p=0,22628). Insgesamt zeigt sich die 

therapeutische Wirksamkeit von Anetumab Ravtansine, wie vermutet, schwächer als in 

der Gruppe mit starker Mesothelinexpression. Trotzdem kann auch hier eine Dosisab-

hängige zytotoxische Wirkung beobachtet werden mit teilweisen sehr guten Ergebnissen.  
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Abbildung 15: Tumorwachstum von Cx-03 Tumoren in Scid beige Mäusen nach Behandlung mit 15 
mg/kg BAY 94-9343 i.p. einmal je Woche, bis Tag 90. Der größte Tumordurchmesser wurde abgebildet. ↓ 
markiert den Anfang der Therapie. 

3.3.3 Caski Tumore (keine Mesothelinexpression) 

Die Mesothelin-negativen Caski-Tumore wurden mittels PBS als Kontrolle oder mit 5 

mg/kg bzw. 10 mg/kg BAY 94-9343, zweimal je Woche, behandelt. In den drei Gruppen 

kam es zu einem Tumorprogress in allen Mäusen (p=0,93624). Auch unter der Behand-

lung mit 15 mg/kg BAY 94-9343, einmal je Woche, wurde ein Tumorprogress bei allen 

Mäusen (p=0,93624) beobachtet. Die Ergebnisse beweisen die spezifische Wirkung 

des anti-Mesothelin Immunkonjugates.  
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Abbildung 16: Tumorwachstum von Caski Tumoren in Scid beige Mäusen nach Behandlung mit PBS i.p. 
zwei Mal je Woche, bis Tag 90. Der größte Tumordurchmesser wurde abgebildet. ↓ markiert den Anfang 
der Therapie. 

 

Abbildung 17: Tumorwachstum von Caski Tumoren in Scid beige Mäusen nach Behandlung mit 5mg/kg 
BAY 94-9343 i.p. zwei Mal je Woche, bis Tag 90. Der größte Tumordurchmesser wurde abgebildet. ↓ 
markiert den Anfang der Therapie. 
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Abbildung 18: Tumorwachstum von Caski Tumoren in Scid beige Mäusen nach Behandlung mit 10 mg/kg 
BAY 94-9343 i.p. zwei Mal je Woche, bis Tag 90. Der größte Tumordurchmesser wurde abgebildet. ↓ 
markiert den Anfang der Therapie. 

 

Abbildung 19: Tumorwachstum von Caski Tumoren in Scid beige Mäusen nach einmaliger Gabe von 15 
mg/kg BAY 94-9343 i.p. einmal je Woche, bis Tag 90. Der größte Tumordurchmesser wurde abgebildet. ↓ 
markiert den Anfang der Therapie. 

4 Diskussion 

Mesothelin wurde erstmals 1992 von Chang und Pastan bei der Suche nach neuen Tar-

getantigenen zur Immuntherapie von Ovarialkarzinomen entdeckt. Hierbei wurde Me-

sothelin als Zielprotein eines Antikörpers (Klon K1) identifiziert, der nach Immunisierung 
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von Mäusen mit der Ovarialkarzinom Zelllinie OVCAR 3 isoliert worden war. Immunhis-

tochemische Untersuchungen zeigten, dass der K1-Antikörper eine erhöhte Affinität zu 

Geweben mesothelialen Urspungs wie dem Peritoneum, dem Perikard und der Pleura 

hat. Von besonderer Bedeutung war der Umstand, dass eine erhöhte Mesothelinexpres-

sion in zahlreichen Tumorentitäten dargestellt werden konnte, was zu der Frage führte, 

inwieweit dieses Protein zum Ziel immunologischer Tumortherapien gemacht werden 

könnte. Im Bereich gynäkologischer Tumoren wurden erhöhte Mesothelinexpressionen 

auch bei Zervixkarzinomen diagnostiziert 82. Bisher wurde Mesothelin als diagnostischer 

Marker und als experimentelles Tumortarget zur Behandlung von Ovarialkarzinom ein-

gesetzt. Die Literatur zur Expression und therapeutischen Relevanz für die Behandlung 

von Zervixkarzinomen ist dagegen begrenzt. Ziel dieser Doktorarbeit ist es die Häufigkeit 

und die Expressionsstärke von Mesothelin in Zervixkarzinomen zu verifizieren und ein 

neues und experimentelles, gegen Mesothelin gerichtetes, Immunkonjugat (Anetumab 

Ravtansine) in tierexperimentellen Zervixkarzinommodellen auf seine therapeutische 

Wirksamkeit hin zu untersuchen. 

4.1 Mesothelinexpression in Zervixkarzinomen 

Zur Bestimmung der Mesothelinexpression in Zervixkarzinomen wurden insgesamt 79 

Tumorproben (53 Plattenepithelkarzinome, 26 Adenokarzinome) immunhistochemisch 

untersucht. Dabei zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen beiden Subentitäten. 

Während nahezu die Hälfte der Plattenepithelkarzinome gar kein Mesothelin exprimiert 

und nur etwa 25% der Tumore eine hohe Expression zeigen, sind die Verhältnisse beim 

Adenokarzinom genau umgekehrt. Nahe 75% der Adenokarzinome zeigen eine hohe Ex-

pression (score 50-300) und nur in 25% der Adenokarzinomproben wurde keine erhöhte 

Mesothelinexpression gesehen. Literaturdaten zu Expression von Mesothelin in Zervix-

karzinomen liegen nur begrenzt vor und erscheinen variabel. In guter Übereinstimmung 

mit eigenen Daten berichten Inaguma et al. über eine erhöhte Expression in 28,6% der 

Plattenepithelkarzinome der Zervix (82) und Ordóñez et al. in 25% (15) wobei Chang et 

al. in 86% (81) der Zervixkarzinomfälle eine erhöhte Mesothelinexpression findet. Die 

Diskrepanz zwischen den Ergebnissen resultiert möglicherweise aus den unterschiedli-

chen Größen der untersuchten Gruppen (jeweilig n=21, n=4 und n=7). Des Weiteren ma-

chen die fehlende Differenzierung von Platten- und Adenokarzinome, die unterschiedli-

chen Untersuchungsmethoden und die Wahl unterschiedliche Antikörper zur Mesothelin-

Färbung eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse schwierig (82).  
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Im Vergleich zu den oben genannten Untersuchungen zeichnet sich unsere Studie durch 

eine höhere Zahl an untersuchten Tumorproben aus und liefert eine breitere Basis für die 

Annahme, dass Adenokarzinome in Bezug auf die Mesothelinexpression eine Sonder-

stellung einnehmen und zu einem bevorzugten Ziel für Mesothelin gerichtete Immunthe-

rapien werden könnte. Adenokarzinome neigen häufiger zu aggressiverem Wachstum 

und einer schlechteren Prognose, sodass die Identifikation weiterer Therapieoptionen 

wünschenswert wäre. 

4.2 Wirksamkeit von Anetumab-Ravtansine 

Die therapeutische Wirksamkeit von BAY 94-9343 zur Behandlung von Zervixkarzinomen 

wurde in unsere Studie zunächst in vitro bewiesen. Die zytotoxische Wirkung korrelierte 

mit der Stärke der Mesothelinexpression. Auch bei den Mesothelin-negativen Caski-Zel-

len konnte eine geringe zytotoxische Wirkung beobachtet werden. In der Publikation von 

Golfier et al. wurde auch das Wachstum von Mesothelin-negative Tumoren durch die 

Therapie mit Anetumab Ravtansine gehemmt, wobei eine deutliche höhere Konzentration 

des Immunkonjugates nötig war 71. Unsere Ergebnisse decken sich also mit denen von 

Golfier et al. und zeigen sowohl eine konzentrationsabhängige, spezifische, als auch eine 

unspezifische zytotoxische Wirkung des ADC.  

In einem weiteren Schritt wurde die zytotoxische Wirksamkeit von BAY 94-9343 auf Me-

sothelin-exprimierende Zervixkarzinomen in vivo durch unsere Studie nachgewiesen.  

Die Wirksamkeit der Therapie war sowohl abhängig von der Mesothelinexpression, als 

auch von der verabreichten Dosis des Immunkonjugates. Die Experimente von Golfier et 

al. zeigten die gleichen Ergebnisse wie unsere, mit ähnlicher Wirksamkeit des Immunkon-

jugates auf unterschiedliche Mesothelin-exprimierende Tumore 71. Interessanterweise 

zeigte die Studie von Golfier et al. auch, dass der Therapieerfolg von der Tumorentität 

abhängt. Bei gleicher Konzentration zeigte sich eine bessere Wirksamkeit der Therapie 

bei OVCAR-3 Tumoren im Vergleich zu HT-29/meso Tumoren, obwohl OVCAR-3 im Ver-

gleich zu HT-29/meso eine geringere Mesothelinexpression in der immunhistochemi-

schen Färbung aufweist 71. Beide Zelllinien sind Adenokarzinome. Die Pathologie er-

scheint also nicht als ausschlaggebender Faktor um die Tumorantwort vorhersehen zu 

können. Ein genaueres Verständnis der beeinflussenden Faktoren ist essentiell um das 

Patientenkollektiv zu identifizieren welches am besten von einer Therapie mit Anetumab 
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Ravtansine profitiert. Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass eine starke Mesothelinex-

pression ein Faktor zur Therapieentscheidung sein sollte.  

4.3 Ansätze zur Therapieoptimierung  

4.3.1 Freies Mesothelin 

Ein negativer Einfluss auf die Therapie könnte das freie Mesothelin im Serum haben, 

welches das Immunkonjugat binden und so die freie Konzentration von BAY 94-9343 

reduzieren kann. Zhang et al. zeigten, dass die zytotoxische Wirkung von SS1P durch 

erhöhte Werte des freien MSLN herabgesetzt wird und MSLN durch das TNF-α Conver-

ting Enzyme (TACE) in die extrazelluläre Matrix (EZM) freigesetzt werden kann (63). Die 

Reduktion des freien Mesothelin zur Optimierung der therapeutischen Wirksamkeit von 

anti-Mesothelin Immunkonjugaten wurde durch Awuah et al. untersucht. Die mutierte 

Zelllinie A431/G9 produzierte 80% weniger freies MSLN als A431/H9, indem die TACE-

Protease Bindestelle des MSLN gehemmt wurde. Beide Zelllinien wurden mit SS1P und 

RG7787 behandelt. Die TACE-Mutant Zelllinie nahm zwei bis dreimal mehr Immunotoxin 

auf und hatte eine höhere Ansprechrate auf die Immunotoxin-Therapie, als A341/H9 (68). 

Es wird davon ausgegangen, dass die Menge an freiem MSLN im Serum abhängig von 

der Tumorgröße und der glomerulären Filtrationsrate ist (85). Die Tumoraufnahme von 

64-Cu-markiertem MORAb-009 wurde durch PET-Bildgebung durch Lee et al. unter-

sucht. Dabei beobachteten sie eine positive Korrelation zwischen Tumorgröße und freiem 

MSLN, sowie eine negative Korrelation zwischen Tumorgröße und freiem MSLN sowie 

MORAb-009 Aufnahme des Tumors (51). Das freie MSLN im extrazellulären Raum hin-

gegen könnte in manchen Fällen die Tumorpenetration von Immunotoxinen verbessern. 

Im mathematischen Modell von Pak et al. wurde gezeigt, dass das freie MSLN der EZM 

die Wirkung von SS1P erhöhen kann. Dieses Phänomen wird durch die Aufhebung der 

binding-site-barrier durch das freie MSLN erklärt. Das an MSLN gebundene Immunotoxin 

wird dadurch uniform im Tumorgewebe verteilt und kann als Immunotoxin-Reservoir fun-

gieren. Die positive Wirkung von freiem MSLN hängte von der Anzahl an Bindungsstellen 

per Zelle, der Endozytoserate, der Konzentration an Liganden und der benötigten Anzahl 

an Liganden ab, um einen Effekt an der Zelle auszulösen (86). Da bewiesen ist, dass die 

Freisetzung von löslichen MSLN unabhängig von der Expression von MSLN ist (87) und 

es bisher keine Studie über das freie MSLN bei Zervixkarzinomen publiziert wurde, ist die 
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Auswirkung des freien MSLN auf die zytotoxische Potenz von BAY 94-9343 schwer ein-

zuschätzen. Auch in anderen Mesothelin-exprimierende Karzinomen wurde die Regulie-

rung der Mesothelinfreisetzung noch nicht geklärt. Es sind weitere Studien nötig um die 

Frage zu untersuchen und möglicherweise eine therapeutische Möglichkeit zu entwi-

ckeln, um die Therapie mit Anetumab Ravtansine zu optimieren. 

4.3.2 Applikationsschema 

Ein weiterer Ansatz um die Wirksamkeit des Immunkonjugates zur verbessern, ist die 

Konzentration von BAY 94-9343 im Serum zu erhöhen. Die Chancen, dass eine spezifi-

sche Antigen-Antikörper Bindung stattfindet, werden durch das Abfangen von freien 

MSLN und durch den Überstand an Substrat erhöht. Dies kann durch die Injektion von 

höheren Dosen des Immunkonjugates oder durch ein geeignetes Injektionsschema erfol-

gen. In der vorliegenden Studie wurde beobachtet, dass eine Tumorregression erst nach 

der 2.-4. Injektion von 10 mg/kg BAY 94-9343, zweimal je Woche, sichtbar war. Bei einer 

Halbwertszeit von ca. 80h in der Maus und einem Applikationsschema von zweimal wö-

chentlich, kann von einer Akkumulation im Serum ausgegangen werden. Um die Hypo-

these zu prüfen, ob ein höherer Peak-Spiegel des Immunkonjugates im Serum nötig ist, 

um eine therapeutische Wirkung auf den Tumor zu haben, wurden HeLa, Cx-03 und 

Caski-Tumore mit jeweils 15 mg/kg des ADC einmal wöchentlich therapiert. Hier zeigt 

insbesondere am Beispiel der Hela-Tumore, dass eine Erhöhung der Einzeldosis bei Ver-

längerung des Applikationsintervalls einen deutlichen bessern therapeutischen Effekt 

vermittelt, als die Gabe der gleichen Gesamtdosis in niedrigeren Dosen aber kürzeren 

Intervallen. Es ist jedoch zu befürchten, dass unter einer hohen Dosis des Immunkonju-

gates deutlich mehr Nebenwirkungen entstehen. Hierfür ist sowohl die unspezifische Wir-

kung auf Mesothelin-negative Zellen als auch die spezifische Wirkung auf physiologisch 

Mesothelin-positiven Zellen verantwortlich. In der Phase I Studie zu Anetumab Ravtan-

sine wurde ersichtlich, dass sich wenig Unterschiede in dem Nebenwirkungsprofil zwi-

schen der Therapie mit 6,5 mg/kg q3w und der Therapie mit 2,2 mg/kg qw zeigten (73). 

Ein Therapieschema mit höherer ADC-Dosis mit längeren Applikationsintervallen sollte 

also bevorzugt werden, da eine bessere Wirksamkeit sowie eine bessere Compliance zu 

erwarten ist. 
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4.3.3  Kombinationstherapie 

Durch eine Kombination des Immunkonjugates mit Zytostatika könnte eine bessere Wirk-

samkeit erreicht werden. Außerdem ist es hierdurch in manchen Fällen möglich eine Do-

sisreduktion des Immunkonjugates zu erreichen, bei gleichbleibender zytotoxischer Wir-

kung am Tumor. Quanz et al. untersuchte die Kombination von BAY 94-9343 mit pegy-

liertem liposomalen Doxorubicin, Carboplatin, Copanlisib oder Bevacizumab als Therapie 

von MSLN-positiven Ovarialkarzinomen in vitro und in vivo in Mäusen. Alle Chemothera-

peutika zeigten eine additive bis synergistische Wirkung in Kombination mit dem ADC 

(72). Die Kombinationstherapie von Anetumab Ravtansine mit anderen Chemotherapeu-

tika wird aktuell in mehreren klinischen Studien untersucht und könnte die Toleranz der 

Therapie verbessern.  

4.3.4 Resistenzentwicklung 

Eine sekundäre Resistenzentwicklung gegenüber Immunkonjugate oder Zytostatika ist 

ein weitläufiges Problem in der Onkologie. Auch in unseren Experimenten sahen wir dass 

viele Tumore während der Behandlung mit BAY 94-9343 nach beginnender Verkleine-

rung wieder auswuschen, unabhängig von der Tumorentität. Es gibt bisher viele bekannte 

spezifische Resistenzmechanismen. Zum einen kann die Expression des Zielantigens 

reduziert werden, zum anderen kann die Serum- und die intrazelluläre Konzentration des 

Immunkonjugates reduziert werden. 

4.3.4.1 Mesothelinexpression 

Eine Resistenzentwicklung gegen BAY 94-9343 ist durch eine vermehrte Freisetzung von 

löslichen MSLN oder durch eine reduzierte Expression von membranständigen MSLN 

möglich. Mesotheliomzellen zum Beispiel haben die Eigenschaft ihre MSLN Expression 

in vitro zu verlieren (4). Hollevoet et al. zeigte, dass RG7787-resistente KLM1-Zellen eine 

um das Fünffache reduzierte MSLN Expression aufweisen. Dies erfolgt durch Methylie-

rung des MSLN Promoters (88). Golfier et al. untersuchten die MSLN Expression durch 

IHC in Probeexzisionen von primären Zervixkarzinomen und deren Rezidivkarzinomen. 

In 28% der Fälle wurde in den Rezidivtumoren eine erhöhte MSLN-Expression beobach-

tet, in 14% eine Regression (71). Die Regulation der Mesothelinexpression ist noch nicht 

geklärt und muss noch weiter erforscht werden, um den Einfluss auf die spezifische Tu-

mortherapie weiter zu ergründen. 
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4.3.4.2 ADC-spezifische Resistenz 

Eine Zytostatika-Resistenz ist ein limitierender Faktor für die Therapie mit Anetumab 

Ravtansine. Bisher sind diese Regulationsmechanismen noch nicht völlig verstanden. 

Die Bindung des ADC, die Spaltung des disulfid-Linkers, die Akkumulation von DM4 und 

seine Bindung an die Mikrotubuli können beeinflusst werden.  

Es kann außerdem zu einer Reduktion der lysosomalen Funktion der Krebszellen kom-

men. So wird die Menge an aktives DM4 durch Verhinderung der Spaltung des disulfid-

Links gemindert. Ein weit verbreiteter Resistenzmechanismus ist die Überaktivierung des 

Multidrug-Resistance-Protein 1 (MDR-1). MDR-1 ist ein ATP-abhängiger Transporter, der 

zytotoxische Proteine aus der Zelle aktiv ausschleust. Es wurde mehrfach gezeigt, dass 

Maytansinoide durch MDR-1 ihre Wirksamkeit einbußen 83. Eine systemische Unterdrü-

ckung durch MDR-1 Inhibitoren wurde schon viel untersucht und ist aufgrund der ausge-

prägten Nebenwirkung nicht umsetzbar. Die Bindung zwischen DM4 und die Mikrotubuli 

kann durch Mutation des β -Tubulins verhindert werden. Die genauen Mechanismen sind 

in diesem Fall noch nicht bekannt.  

4.3.4.3 Antikörperproduktion 

Eine Antikörperproduktion gegen das Immunkonjugat ist ein bekanntes Problem bei der 

Behandlung mit Immunotoxinen und Immunkonjugate. In der klinischen Studie zu                       

Anetumab Ravtansine hatten 10/32 Patienten Anti-Drug-Antikörper (ADA) vor Beginn der 

Behandlung. 8/22 Patienten entwickelten ADA unter der Therapie mit dem ADC. Es 

wurde jedoch kein Unterschied der Tumorantwort oder der Nebenwirkungen zwischen 

Patienten mit oder ohne ADA beobachtet (73). Die Antikörperproduktion scheint in die-

sem Fall keine Einschränkung in der Tumortherapie darzustellen. 

4.4 Toxizität 

Eine sichtbare Nebenwirkung der Therapie an den Mäusen war der Verlust der Be-       

haarung in der Region des Tumors, eingehend mit trockener Haut. Insgesamt wurde die 

Immuntherapie gut vertragen, auch bei der Verabreichung höherer Dosen. Eine Maus der 

Cx-03-Gruppe ist während des Experimentes gestorben, 2 Mäuse sind nach 6 Wochen 

ohne Tumor gestorben. Eine Maus der Hela-Gruppe musste aufgrund von starkem Ge-

wichtsverlust und Verschlechterung des Allgemeinzustands getötet werden. Da das ADC 

nicht das murine Mesothelin bindet, sind die Nebenwirkungen durch die unspezifische 
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Toxizität zu erklären. Ein gutes Verständnis der unspezifischen Wirkung des Immun-   

konjugates ist wichtig um die unerwünschten Nebenwirkungen reduzieren zu können und 

so eine bessere Toleranz der Therapie zu erreichen. 

Die zytotoxische Wirkung auf Mesothelin-negative Stromazellen wird von Golfier et al. 

durch den bystander Effekt erklärt. Mesothelin-exprimierende Zellen nehmen das Im-

munkonjugat auf und spalten seinen disulfid-Link, sodass das aktivierte DM4 freigesetzt 

wird. Das DM4 kann in den extrazellulären Raum diffundieren und durch unspezifische 

Mechanismen in die Mesothelin-negative Zelle aufgenommen werden, in der das            

Maytansinoid seine zytotoxische Wirkung entfalten kann. Golfier et al. konnte den by-  

stander Effekt in Zellverbänden mit nur 20 % Mesothelin-positiven Zellen nachweisen. 

Der Effekt ist bei Karzinomen mit heterogener Mesothelinexpression ein Faktor, der die 

Tumoreradikation positiv beeinflusst. Die toxische Wirkung auf gesunden Zellen ist auf 

die direkte Umgebung des Karzinoms begrenzt und kann somit vernachlässigt werden. 

Das ADC könnte auch durch eine unspezifische Rezeptorbindung des Antikörpers in die 

Zellen aufgenommen werden. Hierfür sprechen die Ergebnisse von Golfier et al. bei der 

Untersuchung der intrazellulären Akkumulation von Anetumab Ravtansine in Mesothelin-

positiven und -negativen HT29-Tumoren. Hierfür wurde der Antikörper mit einer fluores-

zierenden Färbung gekoppelt und Tumor-tragenden Mäusen intravenös injiziert. Nach 

168 Stunden zeigten die bildgebenden Verfahren eine 1,4-Fache Aufnahme des ADC in 

den MSLN-positiven Tumoren im Vergleich zu den MSLN-negativen Tumoren. Es fällt 

auf, dass sich die Antikörper auch in den MSLN-negativen Tumoren anreichern. In der in 

vivo Untersuchung mit Isotyp-Kontrollen wurde bei höherer Dosierung auch eine zytoto-

xische Wirkung auf Mesothelin-exprimierenden Tumoren beobachtet 71.  

Es gibt also mehrere Mechanismen durch die das Immunkonjugat auch Mesothelin-ne-

gative Zellen zerstören und somit unerwünschte Nebenwirkungen auslösen kann. Da die 

unspezifischen Aufnahmemechanismen nicht unterbunden werden können, muss die 

Schadensreduktion durch eine Anpassung der Therapieschemata erreicht werden (durch 

genaue Untersuchung der Dosis und des Dosierungsintervall).  

In den klinischen Studien wurden in mehreren Fällen therapielimitierende Keratopathien 

durch die zytotoxische Wirkung von BAY 93-9343 auf die Mesothelin-positiven Kor-        

nealzellen ausgelöst. Ein lokaler Schutz der Kornea wäre durch Abfangen des ADC eine 
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Möglichkeit diese schwerwiegende Nebenwirkung zu bekämpfen. Hier wäre zum Beispiel 

denkbar das freie Mesothelin als topische Therapie zu nutzen um das ADC zu binden. 

4.5 Fehlerquellen 

Ein systematischer Fehler ist in der IHC-Färbung möglich, da nur eine einzige Person die 

Färbung der Zellen bewertet hat. Um diesen Fehler zu minimieren wäre die Wiederholung 

der Bewertung durch unabhängige Pathologen wünschenswert gewesen. Ein statisti-

scher Fehler ist während des MTT-Essays möglich. Die Experimente wurden zwar drei-

fach getestet, jedoch im Rahmen eines Durchganges, auf einer 96-Well-Platte. Um die-

sen Fehler zu minimieren wäre eine mehrfache Wiederholung der Experimente nötige 

gewesen. Als Fehlerquelle kann bei den in vivo-Experimenten die Messung der Tumor-

größe genannt werden, da diese von drei verschiedenen Personen durchgeführt wurden. 

Die Messung mittels Messschieber kann bei sehr kleinen Tumoren ungenau und abhän-

gig von der messenden Person sein. Außerdem wurde nur der größte Durchmesser be-

wertet und verglichen. Da die Form der Tumore unregelmäßig war, kann dadurch das 

Wachstum über- oder unterschätzt geworden sein. Ein Vergleich der Tumorvolumina 

wäre aussagekräftiger gewesen, wobei in diesem Falle die Messung der Tumortiefe, bei 

teilweise auch intramuskulärem Wachstum, nur ungenau möglich ist.  

4.6 Limitationen 

Die geringe Fallzahl und der kurze Beobachtungszeitraum sind Faktoren, die die statisti-

sche Relevanz der vorliegenden Studie beeinflussen und verfälschen könnten. In unserer 

Studie wurden sowohl Plattenepithelkarzinome sowie ein Karzinosarkom der Zervix un-

tersucht. Es ist möglich, dass die Histologie der Karzinome einen Einfluss auf die Tumo-

rantwort auf BAY-94-9343 hat und somit nicht erkannt wurde. Eine einheitliche Histologie 

mit unterschiedlichen Mesothelinexpression hätte eine genauere Aussage ermöglicht. 

Des Weiteren wurden keine Adenokarzinome untersucht, welche mit ihrer hohen Prä-

valenz Mesothelin-positiven Karzinomen eine interessante Untersuchungsgruppe darbie-

ten. Die Cx-03 Zelllinie stach in den in vitro Experimenten mit einer starken Schleimpro-

duktion hervor. Möglicherweise wurde dadurch die Penetration des Immunkonjugates be-

hindert und so die zytotoxische Wirkung reduziert. Der Einfluss dieser Tumoreigenschaft 

ist aktuell nicht zu eruieren.  
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4.7 Zusammenfassung 

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass nahezu 75% der Adenokarzi-

nome der Zervix uteri und etwa die Hälfte der Plattenepithelkarzinome prinzipiell für eine 

Therapie mit Anetumab Ravtansine geeignet sind. Eine Voraussetzung zur Identifikation 

von Patienten, die vor einer Mesothelin gerichteten ADC-Therapie profitieren könnten, 

wären eine regelmäßige immunhistologische Erfassung der Mesothelinexpression in Zer-

vixkarzinomen. Darüber hinaus konnten wir in unserer Studie auch bestätigen, dass die 

Gabe von höheren Einzeldosen bei größeren Applikationsintervallen einen besseren the-

rapeutischen Effekt vermittelt, als die häufigere Gabe von niedrigeren Dosen. Die Erhö-

hung der Einzeldosis ist zwangsläufig mit einer Erhöhung des Risikos schwerer Neben-

wirkungen verbunden, so dass hier eine verbesserte Kontrolle und Unterdrückung von 

Nebenwirkungen mehr Aufmerksamkeit geschenkt werden muss. Auch eine Kombination 

mit Chemotherapeutika sollte in Betracht gezogen werden, um die Penetration von BAY 

94-9343 im Tumor zu erhöhen und eine bessere Toleranz der Therapie zu erreichen. Die 

Nutzung von Mesothelin als Zielprotein könnte helfen insbesondere im Bereich der gynä-

kologischen Onkologie neue Therapieoptionen zu erschließen.  
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