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I. Abstract in deutscher Sprache

Einleitung:

Der antiangiogene Therapieansatz von Tumoren wird durch vaskulare
Resistenzmechanismen begrenzt. Die dem zu Grunde liegenden Signalwege sind
derzeit nicht bekannt. Das Ziel dieser Studie war die Analyse des EphB4-Signalweges
bezuglich einer Vermittlung von Resistenzmechanismen.

Material und Methoden:

Es wurde eine ecotroper retroviraler Vektor ()LXSN), welcher die gesamte Gensequenz
von EphB4 (EphB4 wt) beinhalt, generiert und befindlich in Phoenix E Zellen zusammen
mit SF 126 Gliomzellen in eine Ruckenhautkammer und zudem als subkutane
Xenografts (N=5) implantiert. Das GefalRsystem wurde unter Einsatz von
Intravitalfluoreszenzmikroskopie mit Konzentration auf die Gefalddichte (TVD) , den
GefalRdurchmesser (D), die Permeabilitatsindex (P1) und weitere Parameter analysiert.
Das Wachstum der subkutanen Tumore wurde ab einer GréRe von 50 mm3 flr 7 Tage
dokumentiert. Die Behandlung mit Sunitinib (40 mg/kg KG) wurde fir 6 Tage
durchgefuhrt. Die Immunhistochemie beinhaltete Pecam-Desmin-, KI67- und Caspase
3-Farbungen.

Ergebnisse:

Sunitinib fihrte zu einer verminderten Gefalkdichte in den Tumoren der Kontrollgruppe.
In den Tumoren der Uberexpression von EphB4 kam es zu keiner Reduktion der
Gefaldichte. Korrespondierend zeigten sich die Tumore der EphB4wt Gruppe in den
subkutanen Xenografts resistent gegentber der Therapie mit Sunitinib. Tumore der
EphB4 Gruppe zeigten eine verminderte Permeabilitdt und erhdhte Assoziation von
Perizyten und Endothel.

Zusammenfassung:

EphB4 vermittelt die Ausbildung einer vaskularen Resistenz gegenuber antiangiogener
Therapie durch Stabilisierung der Gefalldichte und Veranderung der Perizyten-

Endothel-Interaktion.



Il. Abstract in englischer Sprache

Introduction:

Antitumor effects of antiangiogenic treatment are limited by vascular resistance
mechanisms. The underlying molecular pathways are currently unknown. It was the aim
to analyze the role of the EphB4 pathway in mediating vascular resistance to
antiangiogenic treatment.

Material and Methods:

An ecotropic retroviral vector (pLXSN) encoding full length EphB4 (EphB4 wt) was
established and Phoenix E virus producing cells were coimplanted with SF126 glioma
cells in dorsal skinfold chambers (N=5) and subcutaneous xenografts (N=5). Intravital
microscopy was performed focusing on vessel density (TVD), vessel diameter (D),
permeability-index (Pl) and additional parameters. Subcutaneous tumor growth was
assessed (for 7 days) when tumors reached 50mm?. Sunitinib treatment (40mg/kg BW)
was applied for 6 days. Immunohistochemistry included Pecam-Desmin, KI67 and
Caspase 3 stainings.

Results:

Sunitinib led to reduced TVD in control tumors. In EphB4 wt tumors, TVD was not
reduced by Sunitinib therapy. Correspondingly, EphB4 wt tumors were resistant to
Sunitinib therapy in subcutaneous xenografts. Tumor vessels in EphB4 wt tumors were
characterized by reduced permeability and increased pericyte-endothelial cell
interactions.

Conclusion:

EphB4 mediates resistance to antiangiogenic treatment by stabilizing vessel density

and by altering pericyte-endothelial cell interactions.



1. Einleitung

1.1 Vaskulogenese und Angiogenese

Die Erhaltung von Organen, Geweben, somit gesamter Organismen ist angewiesen auf
die Versorgung uber ein geeignetes Medium. Dieses wiederum bendtigt Wege um zu
den entsprechenden Zielbereichen zu gelangen und transportierte Nahrstoffe in hoher
Konzentration ,abliefern zu kénnen. Im menschlichen Organismus ist dieses Medium
vornehmlich das Blut (neben anderen hier zu vernachlassigen Medien wie Lymphe,
Liquor etc.) und die Wege stellen die BlutgefaRe dar. Die Entwicklung des
Blutgefalisystems kann in drei wesentliche Mechanismen untergliedert werden. Im
Rahmen des als ,Angiogenese“ umschriebenen Prozesses kommt es zur Bildung neuer
Abzweigungen, vermittelt Uber sogenannte ,tip-cells“. Der zweite Prozess, die
,Vaskulogenese, beschreibt die Rekrutierung endothelialer Vorlauferzellen, die sich zu
Endothel differenzieren (EPC: endothelial progenitor cells). Eine weitere Mdglichkeit
stellt die sogenannte ,Intussusception® dar bei der es zu einer Aufteilung eines
bestehenden Gefalles zu zwei unterschiedlichen kommt. Das Zusammenspiel dieser
drei Mechanismen fuhrt zur Ausreifung des Gefal3systems (4, 32, 86, 127).

Ausgehend von einem angiogenen Signal (z.B. Hypoxie Uber Sauerstoffrezeptoren)
kommt es zu einer Ausschittung von proangiogenen Faktoren (VEGF, VEGF-C, FGF,
ANG-2, weitere Chemokine), was neben parallelen Veranderungen im Endothel des
Gefalles letztlich zur Selektion einer tip-cell (vermittelt durch VEGFR-2, DIl4,
JAGGED1, NRP1, Integrine, HIF-1a, MTP1-MMP, PGC-1a) fuhrt. Diese stellt im
Ubertragenen Sinn die ,Speerspitze“ des sich neu entwickelnden Gefalles dar. Weitere
notwendige Vorgange wie die Formation eines Lumens (Uber VE-cadherin, CD34 etc.),
die Stabilisierung des Gefalles Uber Rekrutierung von Perizyten (Uber PDGF-beta,
ANG-1, NOTCH, ephrinB2, FGF), die ,Flihrung der Speerspitze“ (Uber Semaphorine,
Ephrine, Intergrine etc.) und die Verbindung mit sogenannten ,stalk-cells“ auf einem
nahe gelegenen Gefal folgen, sodass es zu Bildung eines ,Brickengefales® zwischen
zwei benachbarten GefalRen kommt. Es sei zu erwahnen, dass es sich hierbei um einen
Entwurf der Vorgange handelt und der genaue, sehr komplexe Vorgang noch nicht im

Detail verstanden ist (127).



Es wird deutlich, dass der Vorgang der Angiogenese sehr komplex und die involvierten
molekularen Faktoren zahlreich sind. Im Folgenden soll nun insbesondere auf die an
der Ausbildung einer vaskularen Resistenz beteiligten Faktoren eingegangen werden,
die fur diese Studie von entscheidender Bedeutung sind: die Eph-Rezeptoren und

Ephrine.

1.2 Ephrine und Eph-Rezeptoren

Die Familie der Eph-Rezeptoren und Ephrine wurde Ende der achtziger Jahre erstmalig
erwahnt und stellt eine Gruppierung von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und deren Liganden
dar (128). Sie Ubernehmen wichtige Funktionen im Bereich der embryologischen
Entwicklung und der Angio- und Lymphogenese. In neueren Studien sind sie auch im
Bereich der Tumorigenese und Tumorangiogenese starker zum
Untersuchungsgegenstand geworden (129,130). Die Namengebung geht auf das
griechische Wort ,ephoros” zurlick, welches frei Ubersetzt Kontrolleur bedeutet. Zudem
wurde die Nomenklatur die Ephrin/Eph-Familie betreffend, durch das ,Eph
Nomenclature Comittee“ 1997 festgelegt (132, 133).

Eph-Rezeptoren bestehen aus einer extrazellularen und einer intrazellularen Domane.
Die extrazellulare Doméane hat eine immunglobulin-ahnliche Bindungsstelle und eine
Cystein-reiche Region, die von 2 Fibronectinen vom Typ 3 gefolgt wird. Die
intrazellulare Domane besteht aus einer juxtamembranen Domane, einer SAM-Domaéane
(,sterile alpha motif‘) und einem PDZ-Anteil (,Postsynaptic density 95-Discs large-
Zonula occludentes-1“). Es gibt Eph-Rezeptoren vom Typ A und B, deren Aufbau
grundsatzlich ahnlich ist (42, 128).

Die Ephrin-Liganden unterteilen sich ebenfalls in Typen A und B. Typ A stellt ein
extrazellulares Protein dar, welches uber einen GPI-Anker (GPIL:
glycosylphosphatidylinositol) mit der Zellmembran verbunden ist. Typ B st ein
extrazellulares Protein, welches uUber eine transmembrandre Domane mit einem
intrazellularen PDZ-Anteil verbunden ist. Es sind bisher insgesamt 15 Eph-Rezeptoren
(EphA1-9 und EphB 1-6) und 9 Ephrine (EphrinA 1-6 und EphrinB 1-3) beschrieben



worden, die generell innerhalb der A und B Unterteilung miteinander interagieren, von

der es nur wenige Ausnahmen gibt (132, 134, 135).

Die Signaltransduktion der Ephrine bringt Besonderheiten mit sich. So kommt es nicht
nur Uber eine Dimerisation zu einer Aktivierung, sondern auch uber eine
Multimerisation, die dann auch ein starkeres biologisches Signal zur Folge haben
scheint (136). Aulerdem unterteilt sich wie schon 1996 von Holland et al. beschrieben
das Signaling in eine ,forward“-Signal und ein ,reverse®-Signal. Das ,forward“-Signal
wird nach Verbindung von Ephrin-Ligand und Eph-Rezeptor Gber Autophosphorylierung
der intrazellularen Tyrosin-Kinase-Domane des Eph-Rezeptors vermittelt und fuhrt
nachfolgend zu einer Aktivierung von intrazellularen Signalkaskaden (z.B. Cas, Crk,
Rho, Src, Fyn, MAPK, Akt). Hieriber werden Uber Kanal-Proteine, Adhasions-Proteine,
Poren, die Extrazellular-Matrix und Gen-Regulation die zahlreichen Funktionen der
Ephrin/Eph-Familie in  Zell-Zell-Interaktion,  Zellbewegung, Veranderung der

Zellmorphologie und weitere biologische Funktionen vermittelt (39, 137-139).

1.2.1 Eph/Ephrin-Familie in Angiogenese und Tumorangiogenese

In Bezug auf die Angiogenese/Tumorangiogenese haben sich vor allem EphB4 und
EphrinB2 als entscheidende Faktoren herausgestellt. Entsprechend ihrem
Verteilungsmuster scheinen sich die Grenzen zwischen vendsem und arteriellem
System herauszubilden, wobei EphrinB2 bevorzugt auf arteriellen und EphB4 eher auf
den vendsen Gefalten auffindbar zu sein scheint (42, 43, 44, 146).

Fir die regelrechte Entwicklung des Gefalisystems ist das ausgewogene
Vorhandensein von EphB4 und EphrinB2 essentiell, wie durch verschiedene
Untersuchungen belegt wurde. Fehlen oder Uberexpression eines Faktors kann in der
Entwicklung des Gefallsystems zu entscheidenden Fehlern flihren (44). Auch das
Gleichgewicht des ,forward“ und ,reverse Signaling scheint hier von entscheidender
Bedeutung zu sein (39, 143, 144).

Eine besondere Rolle scheint die Eph/Ephrin-Familie auch in der Tumorangiogenese zu

haben (39). Die Blut-Perfusion des Tumors ist essentiell fir sein Wachstum und



Uberleben. Derzeit ist die vorherrschende Meinung, dass die Regulation der Perfusion
dem sogenannten Prinzip des ,angiogenic switch® unterliegt. Hierbei wurden als
proangiogene Faktoren bFGF, aFGF (FGF-1 und 2) und VEGF beschrieben. Als
inhibierende Faktoren werden a-Interferon, Plattchen-Faktor 4 und Thrombospondin
und andere untergeordnete Fragmente von Plasminogen Plattchen-Faktor 4, einem
Propeptid von Kollagen und einem Peptid-Fragment des endothelialen
Wachstumsfaktors gehandelt. Je nach Uberwiegen der proangiogenen oder
inhibierenden Faktoren kommt zur Ausbildung neuer Gefallabzweigungen oder zum
Niedergang dieser (1, 2, 3, 22). Ein wichtiger Induktor der Tumorangiogenese scheint
auch die Hypoxie innerhalb des Tumors zu sein. So kommt es unter den
sauerstoffarmen Bedingungen innerhalb des Tumors zur Hochregulation von HIF-1a
und VEGF, die wie oben erwahnt natlrlich als proangiogene Faktoren gelten.
Interessanterweise wird hierbei auch ein Anstieg der Expression von EphB4, EphrinB2
und weiteren Ephs und Ephrinen auf mRNA und Protein-Ebene beobachtet (145). Nicht
nur diese Ergebnisse geben Hinweis auf eine entscheidende Bedeutung der
Eph/Ephrin-Familie insbesondere von EphB4 und Ephrin B2 im Zusammenhang mit
Tumorangiogenese. So werden EPhB4 und EphrinB2 neben anderen Mitgliedern der
Familie vor allem in Endothelzellen des hochgradigen Glioms verstarkt exprimiert (13).
Derzeit gibt es schon verschiedenste Ansatze, die die Hemmung und Aktivierung von
EphrinB2 und EphB4 als therapeutische Option ergrinden, welche im Rahmen der
Ergebnisdiskussion genauer erlautert werden sollen (39, 65). Bei allen Untersuchungen
ist die Besonderheit des ,forward“ und ,reverse®-Signaling und des anderweitigen
Signaling der Eph/Ephrin-Familie auf Grund der hohen Komplexitat immer noch

Gegenstand der Diskussion (142).

1.2.2 Ephrine/Eph- Rezeptoren in Tumorigenese

Auch wenn die Fokussierung dieser Studie naturlich auf den angiogenen
Veranderungen durch Einfluss von EphB4 liegt, so soll trotzdem auch kurz erortert

werden wie EphB4 oder im allgemeinen die Eph/Ephrin-Familie in die Tumorigenese,

also die Entwicklung der Tumorzellmasse involviert ist. Zunachst sei nochmals zu
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erwahnen, dass diverse Ephrine und Eph-Rezeptoren in verschiedenen humanen
Tumorentitaten Uberexprimiert sind. Des Weiteren haben unterschiedliche Mitglieder
der Familie unterschiedlichen Einfluss auf sowohl verstarkte Tumorzellproliferation,
sowie Apoptose, des Weiteren Invasion von Tumorzellen und Metastasierung gezeigt
(39, 128, 130, 147). In Zusammenhang mit EphB4 wurden Uberwiegend Effekte
beschrieben, die zu einer Progression des Tumorwachstums gefuhrt haben, sei es
durch Foérderung der Proliferation oder Hemmung der Apoptose. Diese sollen in der

Diskussion der Ergebnisse genauer erlautert werden (58, 64, 68. 69).

1.3 Antiangiogene Therapie und Resistenzmechanismen

Die hohe Vaskularisierung von Tumoren und deren hohe Anforderungen an
Nahrstoffversorgung und Blutperfusion liefen den Ansatz der antiangiogenen Therapie
entstehen. Judah Folkman formulierte als erster das Ziel die hohen Anspriche des
Tumors als geeignete Schwachstelle und Ziel therapeutischer Intervention zu begreifen
(1, 2, 3, 4). Bis heute wurden unzahlige Studien praklinischer sowie klinischer Natur
durchgefuhrt. Hierbei erwiesen sich wenige Substanzen, zum groRten Teil aus der
Gruppe der Tyrosin-Kinase-Inihibitoren (TKI) als wirksam und das Nebenwirkungsprofil
betreffend als tolerabel. Hierzu zahlen Sorafinib, Pazopanib, Axitinib, und Sunitinib (36).
Diese Inihibitoren haben alle VEGF-A als gemeinsames Ziel, wobei alle Substanzen
noch weitere angiogen relevante TK's (Tyorsin-Kinasen) in ihrer Funktion hemmen. So
blockt Sunitinib als Beispiel die Rezeptoren (Split-Kinase-Domanen) von VEGFR,
PDGFR, c-KIT und FLT3 und hemmt somit nicht nur VEGF als primaren proangiogenen
Faktor, sondern auch PDGFR, der sich wie oben erwahnt relevant fur die Stabilisierung
der neuen Gefalistrallen gezeigt hat und weitere angiogene Signalkaskaden (20).
Sunitinib zeigte im metastasierten Nierenzell-Karzinom im Vergleich zu Interferon-a
sowohl im progressionsfreien Intervall (11 Monate im Vergleich zu 5 Monaten) als auch
im Gesamtuberleben (26.4 im Vergleich zu 21.8 Monate) als wirksamer (21).

Als Ausnahme neben den TKI sei hier kurz Bevazicumab erwahnt, ein humaner

monoclonaler Antikorper, der sich im Kolorektalen Karzinom wirksam gezeigt hat (153).
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Auch wenn sich das Konzept der antiangiogenen Therapie in oben genannten
Praparaten als erfolgreich gezeigt hat, so wurde in den letzten Jahren immer deutlicher,
dass es in der Entwicklung des Tumors zu einer Form von Resistenz gegenuber der
antiangiogenen Therapie kommen kann. So kommt es nach einer voribergehenden
Hemmung des Tumorwachstums, nachfolgend zu einer Tumorprogression trotz
FortfUhrung der antiangiogene Therapie (22). Bisherige Studien lassen zwei
unterschiedliche Formen von Resistenzmechanismen erkennen. Zum einen gibt es
Resistenzmechanismen, die als Reaktion auf die antiangiogene Therapie zu
molekularbiologischen Reaktionen des Tumors, beziehungsweise der Tumorzelle
fuhren, um die antiangiogene Blockade zu umgehen. Zum andere gibt es solche, die
schon in der jeweiligen Tumorentitat angelegt zu sein scheinen. (22). Die folgende

Unterteilung in ,adaptiv® und ,intrinsisch® wird zum besseren Verstandnis gewahlt.

1.3.1 ,Adaptive“ Resistenzmechanismen

Entgegen der klassischen Vorstellung einer Adaptation des Tumors an die Inhibition
eines Signalweges Uber modifizierte Gen-Expression des Zielmolekuls, scheinen heute
Mechanismen entscheidend zu sein, die zur Aktivierung von z.B. alternativen
Signalwegen fiuhren, wahrend die Blockade des jeweiligen ,targets“ persistiert (148,
149).

Es sind vier Arten von ,adaptiven Resistenzmechanismen beschrieben. So kommt es
unter antiangiogener Therapie und Inhibition des VEGF-Signalweges zur Aktivierung
alternativer Signalwege. Casanovas et al. beschrieben in einem Maus-Modell
(Neuroendokrines Pankreaskarzinom), dass es nach Blockade des VEGF-Signalweges
uber einen spezifischen monoklonalen Antikorper gegen VEGFR2, nach initialer
Tumorregression zu erneutem Tumorwachstum und erhdohten Expressionslevels von
mRNA der proangiogenen Faktoren Fgf1, Fgf2, Efna1, Efna2 und Angiopoetin 1 kam
(150).

Einen weiteren Mechanismus stellt die Rekrutierung von aus dem Knochenmark
stammenden proangiogenen Zellen (proangiogene ,bone-marrow-derived cells®) unter

hypoxischen Bedingungen dar, welche sich dann zu Zellen differenzieren, die neue
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Blutgefalde bilden und so zu einer Verbesserung der Perfusion des Tumors fuhren (22).
Hier zeigten Du et al.,, dass es uber eine Ausschuttung von HIF1-a und hieraus
resultierenden Erhéhung von SDF1-a zur einer Rekrutierung von Knochenmarkszellen
und anderen proangiogenen Zellvorlaufern kommt, die die Neovaskularisierung im
Glioblastom fordern. Die dritte Moglichkeit des Tumors um sich der antiangiogenen
Therapie zu entziehen, stellt ein Anstieg der Invasivitat dar. So kam es in gerade
erwahnter Studie von Du et al., in der auf genetischer Ebene eine Blockade von
proangiogenen Signalwegen (VEGF, HIF1-a) vollzogen wurde, zu einer erhdhten
Invasivitat des Tumors und es wurden Hinweise gefunden, die auf eine Nachahmung
der Tumorzellen und Bildung gefalRahnlicher Strukturen hindeuten, durch welche die
Perfusion des Tumors auch ohne Neovaskularisierung gewahrleistet wurde (151).
Zuletzt sei noch die veranderte Interaktion von Perizyten und Endothel erwahnt, welche
auch von wesentlicher Bedeutung fur Resistenzmechanismen von Tumoren unter
angiogener Therapie scheint und auf Grund der Verbindung zu unserer Studie unter 1.4
ausfuhrlich behandelt wird (22).

1.3.2 ,,Intrinsische® Resistenzmechanismen

Die zweite Gruppe von Resistenzmechanismen stellt eine von vornherein bestehende
Resistenz gegenuber antiangiogener Therapie dar. Hier kommt es weder zu einer
vorubergehenden Phase von Tumorregression oder einer Veranderung der
Gefalmorphologie, noch zu wesentlichen Veranderungen auf molekularer Ebene. Die
Erforschung dieser stellt sich als schwierig heraus. Diskutierte Mechanismen hier sind
eine bei z.B. im Mamma-Ca eines spateren Stadiums bestehende, Bevorzugung
angiogener Signalwege, die weniger abhangig von den grundsatzlichen Signalwegen
wie z.B. in Zusammenhang mit VEGF sind und somit auch zu einem schlechten Effekt
der antiangiogenen Medikamente fuhren (22). Ein weiteres Kriterium konnten die schon
von vornherein bestehenden Unterschiede bezuglich der Abhangigkeit einer
Tumorentitdt von seiner Vaskularisierung darstellen. So stellen sich z.B.
Adenokarzinoma des Pankreasganges als zum grof3en Teil hypovaskularisiert dar. Dies
lasst ein vermindertes Ansprechen auf antiangiogene Therapie logisch erscheinen
(152).
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1.4 Perizyten: Wichtige Regulatoren des GefaRsystems

Es wird berichtet, dass die Entdeckung der Perizyten auf Charles—Marie—Benjamin
Rouget zurlickgeht. Dieser beschrieb sie erstmalig 1873 als adventitielle Zelle (101,
103, 104). Bensley und Vimtrup berichten aber, dass Eberth schon 1871 von diesem
Zelltyp als ,kapillare adventitielle Zelle” berichtet hat (102, 105). Trotzdem wurde
besagter Zelltyp zunachst als ,Rouget-Zelle“ bezeichnet und erst Zimmermann flhrte
nach der bis dato detailliertesten lichtmikroskopischen Darstellung den Namen ,Perizyt"
ein (107).

Perizyten sind sternférmige Zellen mesenchymalen Ursprungs mit langen, kontraktilen
Auslaufern, einem deutlich erkennbaren Nucleus und wenig umgebenden Zytoplasma
(22,117, 118). Sie kommen vor allem an mikrovaskularen, kapillaren GefalRen vor, aber

per se sind sie an allen Gefallen des Korpers zu finden (108, 109, 110, 115).

Sie stehen im direkten Kontakt zu Endothel-Zellen und sind gemeinsam mit diesen an
der Bildung der Basalmembran beteiligt, innerhalb derer sie zu Anteilen verortet sind
(110, 112, 115). Sie haben eine entscheidende Rolle in der Angiogenese und
Vermittlung von vaskularer Stabilitat. Sie sind involviert in parakrinem Signaling und
Phagozytose (111, 115, 120,121). Uber Gap junctions kénnen sie lonen und kleinere
Moleklle aussenden und empfangen und stehen somit in engem Kontakt mit den
Endothelzellen. Uber diese Junctions, sowie Verbindungen Uber N-cadherin, Zell-
Adhasions-Molekille, auf R-Catenin basierende Verbindungsmolekile und die
Extrazellulare Matrix (Z.b. Fibronectin) werden zudem mechanisch-kontraktile Krafte
bzw. Funktionen der Perizytenauslaufer vermittelt (22, 109,122).

Perizyten haben verschiedenste Eigenschaften mit Zellen der glatten Muskulatur und
anderen muralen Zellen gemeinsam, weshalb sie auch schon als vaskulare glatte
Muskelzellen bezeichnet wurden (,vSMC = vascular smooth muscle cells* (115)). Die
,verwandtschaft®, welche bis heute nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte, wird
auf Grund des Vorhandenseins von kontraktilen Fasern, sich teilweise
uberschneidenden Verteilungsmustern und ahnlichen molekularen Markern vermutet.

(22, 109) Perizyten sind im Gefallsystem vor allem auf kleineren Blutgefallen und
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bevorzugt auf vendsen Gefallen zu finden, wahrend glatte Muskelzellen in groReren
Gefallen, auch in vendsen, aber haufiger mit arteriellen Gefalken assoziiert sind. Vor
allem die grollen zentralen arteriellen Gefalle sind eng umhdillt von glatten
Muskelzellen. Ein Unterschied besteht auch darin, dass Perizyten im Vergleich zu
glatten Muskelzellen sehr viel enger mit dem GefalRsystem assoziiert sind und wie

schon erwahnt sogar in der Basalmembran liegen konnen (22, 109, 123).

Im Zusammenhang mit unseren Untersuchungen ist vor allem der Einfluss der
Perizyten auf die Tumorangiogenese unter anti-angiogener Therapie von Bedeutung.
Verschiedene Autoren beschreiben eine veranderte Assoziation der Perizyten mit den
Tumorgefalien. Neben einer weniger engen Anlagerung der Perizyten wurde auch eine
sehr enge Assoziation an Blutgefalie beschrieben (14, 50, 52). In der Gesamtheit wird
eher von einem protektiven Effekt der Perizyten auf das Gefal3system ausgegangen,
sei es zum einen Uber die Sekretion von VEGF oder durch Sekretion anderer Faktoren
(22, 52, 62, 124, 125).

FUr unsere Studie ist vor allem die von Erber et al. 2004 veroffentlichten Studie
essentiell, die die Perizyten-Endothel-Assoziation als Untersuchungsgegenstand hat. In
der Studie wurde neben einem reinen Inhibitor des VEGF-Rezeptors auch ein Tyrosin-
Kinase-Inhibitor in Mausen mit wachsendem C6-Gliom verwendet, der sowohl den
VEGFR-2 als auch den PDGF-beta Rezeptor inihibiert (SU 6888) (14). Die Studie
zeigte, dass es durch Inhibition beider Signalwege zu einer in der Raster-Elektronen-
Mikroskopie nachweisbaren Losung der Interaktion von Perizyten und Endothel kam,
bei ausbleibendem Effekt auf die Perizyten-Endothel-Interaktion in der
Immunhistochemie. Die Autoren sahen hierin den Grund fur die, ebenfalls in der Studie
dargelegte, starkere Reduktion des Tumorwachstums (14). In friheren Untersuchungen
wurden im Rahmen einer diskutierten Resistenzbildung gegenuber antiangiogenen
Medikamenten, unterschiedliche Ergebnisse bezuglich der Assoziation dieser
Perizyten-Endothel-Interaktion beschrieben (22, 55, 56, 126). Auch unsere Studie hat

die Untersuchung der Perizyten-Endothelfunktion als Gegenstand.
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1.5 Fragestellung

In vorhergehenden Studien kam es unter der Anwendung von antiangiogener Therapie
auf ein sich entwickelndes Gefalisystem im Glioblastom zu bestimmten
gefalRmorphologischen Veranderungen. Diese wurden auch unter Uberexpression von
Eph B4 beziehungsweise Ephrin B2 gesehen. So zeigten Erber et al., dass es in einem
Modell der Uberexpression von EphB4 zu gefaBmorpholgischen Veranderungen
kommt, die auch in anderen Studien unter Einsatz von antiangiogener Therapie
beobachtet wurden (13). Auch die GefalRassoziation mit Perizyten zeigte ahnliche
Veranderungen (13,14, 52, 154).

Wir hypothetisieren, dass EphB4 mal3geblichen Einfluss auf die gefallmorphologischen

und resistenzbildendenden Mechanismen innerhalb eines heranwachsenden

Glioblastoms unter antiangiogener Therapie hat.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellen und Zellkultur

Beide Zelltypen (humane SF 126 Gliom-Zellen; Pheonix Eco Zelltypen) konnten nach
dem Auftauen aus -81°C Stickstoffbehaltern in Zellkulturen mit 4,5 g/l High Glucose
DMEM-Zellkulturmedium, dem Penicillin und Streptomycin, sowie 10 % FBS (Fetal
bovine Serum, PAA Linz GmbH, Osterreich) und Pyruvat hinzugefligt wurde, in Kultur
genommen werden. Das Splitting erfolgte spatestens bei 80% Konfluenz unter Einsatz
von Trypsin (0,25%)/EDTA (2mM). Das Medium wurde spatestens nach 48 Stunden
gewechselt. Die Anzucht erfolgte in Inkubatoren mit einem Milieu von 37°C, 5% CO2
bei erhohter Luftfeuchtigkeit. Das Einfriermedium bestand aus dem Zellkulturmedium

dem 5%ig DMSO zugefugt wurde.

2.1.1 SF126 Gliomzellen

Die Kultivierung der SF 126 ,Glioblastoma multiforme* — Zellen wurde durch
zeitgemales Splitting bei ca. 80% Konfluenz der am Boden der Zellkulturflasche
adharenten Zellen vorgenommen, bis zu einer maximalen Passage von 11. Fur die
nachfolgend erklarten Implantationsvorgange wurden Zellen aus den Passagen 10 und

11 verwendet.

2.1.2 Pheonix-E-Zelltypen

Die Zellen vom Pheonix Eco Zelltyp sind Zellen humanen fibroblastischen Ursprungs
(HEK 293T/17, Niere) welche durch vorherige Transfektion mit einem genetisch
verandertem Retroviralen System auf Basis eines pLXSN-Vektors ausgestattet wurden.
Die Zellen enthalten jeweils einen spezifischen viralen Plasmidvektor, welcher entweder

die genetische Information des EphB4 Rezeptormolekiils (,EphB4 wt‘, 2992
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Basenpaare) tragt oder ,leer” (,p,LXSN®) ist (13). Diese genetische Information wird in
geeignetem Milieu durch das Virus ,Uberexprimiert und in die DNA entsprechender
mauseigener Epithelzellen integriert. Der pLXSN Vektor enthdlt Elemente des
mausspezifischen Moloney Leukamie-Virus (MoMuLV) und des mausspezifischen
Moloney Sarkoma-Virus und ist fur retroviralen Gentransfer designed. Er kann in z.B.
oben genannte ,Transporter-Zelltypen® transfiziert werden und exprimiert nach
Implantation die integrierte Geninformation in mauseigenen Zellen. Dem Plasmid fehlt
die Information zur Replikation. Somit wird eine replikationsinkompetenter Virus
produziert, der die gewunschte Transfektion im Zielgewebe bewirkt (Information,
Clontech, GenBank Accession No.: M28248). Je nach genetischer Information fuhrt
dies entweder zu einem verstarkten Effekt im Sinne der Funktion des EphB4
Tyrosinkinase-Rezeptors (,forward-signaling“), oder bei leerem Plasmid-Vektor (pLXSN)
zu keinem zusatzlichen Effekt. Es sei nochmal zu erwahnen, dass die Transfektion nur
in einem sich durch Angiogenese neu entwickelnden GefalRsystem bemerkbar macht,
sei es im Sinne von Tumorangiogenese oder embryogenetischen Vorgangen (13).

Die Herstellung des retroviralen Systems wurde zuvor durch Millauer et al. ausfihrlich
beschrieben (28).

Die Funktionalitdt der durch uns verwendeten Zellen wurde bei Erber (Erber et alt.
2006) durch PCR und Western-Blot nachgewiesen, die methodische Anwendung somit
vorhergehend etabliert und validiert. Eine Selektion der jeweilig den richtigen Vektor
tragenden Zellen war durch Neomycin G418 oder Pan G420 moglich. Die Lagerung
erfolgte in 5% DMSO-haltigem Medium. Urspringlich stammen die Zellen aus
Martinsried, Deutschland (A.Ullrich/U.Eichelsbacher, Zellbanknummer: 2082) (13).

2.1.3 Koimplantation

Zur geeigneten gleichmaBigen Uberexpression der jeweiligen genetischen Information
war eine spezielle Vorbereitung der Zellen zur Implantation in die Ruckenhautkammer
notwendig. Hierzu wurden beide Zelltypen (SF 126 Zellen und einer der Phoenix E
Zelltypen) in entsprechendem Malde kultiviert und in gleichen Anteilen (innerhalb eines

gemischten Zellpellets) in das Fenster (jeweils 4pul, somit 8ul) der Rickenhautkammer
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beziehungsweise als subkutanes Xenograft (jeweils 2 x 10°¢ Zellen, somit 4 x 10° Zellen

in 100 pl PBS geldst’ implantiert.

2.2 Versuchstiere

Zur Untersuchung der angiogenen Vorgange wurde das etablierte Ruckenhautkammer-
Mausmodell mit CD1 NuNu- Nacktmausen (weiblich 21-27g, Charles River) verwendet.
Die Tiere hatten ein Alter von ca. 6-8 Wochen und wurden im Tierstall der
experimentellen Neurochirurgie an der Charité-Universitatsmedizin-Berlin bei 22,5 £ 5
°C untergebracht. Sie unterlagen einem Hell-Dunkel-Intervall von 12 Stunden und die
durchsichtigen Kunststoffkafige mit Streuauslegung verfligten Uber Material zum
Nestbau. Die Tiere erhielten Trockenfutter und Aqua ad libitum bis zum
Operationsbeginn, beziehungsweise Mikroskopie-Beginn.

Der CD1 Nunu Maus-Stamm erwies sich auf Grund des Fehlens aller des CD1
folgenden Lymphozytenarten als besonders geeignet. Die Athymie der Mause
ermoglichte ein, der Notwendigkeit der Untersuchung entsprechendes Wachstum der
SF 126 Zellen humanen Ursprungs. Sowohl bei den subkutanen Implantationen als
auch den intravitalmikroskopischen Experimenten wurden Tiere mit auffalligem
Verhalten, sowie Tiere, die > 30 % des Kdrpergewichts wahrend der Experimente
verloren hatten aus dem Versuch genommen und wie alle anderen Tiere nach

Abschluss der Experimente durch Dekapitation in Narkose getdtet.

2.2.1 Narkose

Die Narkose fir die Praparation der Rickenhautkammer und fir die jeweiligen
intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurde mit einer intraperitonealen Injektion
von Ketamin-Hydrochlorid (100mg/kg Korpergewicht) und Xylazine (10 mg/kg
Kdrpergewicht) durchgefuhrt (11, 12, 154).
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2.2.2 Antiangiogene Therapie

Sunitinib ist eine Tyrosinkinase-Rezeptor-Inhibitor und inhibiert die Rezeptoren (Split-
Kinase-Domanen) von VEGFR, PDGFR, c-KIT und FLT3 (20, 21) Die Therapie mit
Sunitinib (Sutent© 40mg/kg/Tag) geldst in 0,9% NaCl-Lésung wurde von Tag 12 bis 17
bei allen Tieren der Therapiegruppe durch intraperitoneale Injektion durchgefuhrt. Die
Tiere der Kontrollgruppen erhielten entsprechende Injektionen mit 0,9% NaCl-Lésung.
Bei den subkutanen Tumoren wurde mit der Sunitinib-Therapie begonnen wenn die

Tumore ein Volumen von 500 mm? erreicht hatten und fur 7 Tage durchgefuhrt (154).

2.3 Riickenhautkammermodell

Die Praparation der Rlckenhautkammer erfolgte nach nachfolgend beschriebenem
Protokoll in bekannter Weise an CD1 nu/nu Nacktmausen (weiblich, 21-27g, N=5). Um
eventuelle Inflammationsreaktionen auszuschlielen wurde die Praparation 2 Tage vor

Implantation des Zell-Pellets vorgenommen (5).

2.3.1 Praparation der Riickenhautkammer

Es wurde, nach entsprechender Analgosedierung des Versuchstiers mit Ketanest® und
Rompun® (100 mg/kg KG Ketamin und 10 mg/kg KG Xylazin), entsprechender
Hautdesinfektion, und diaphanoskopischer Durchleuchtung zur GefalRschonung, die
Praparation der Ruckhautkammer vorgenommen. Dazu wurde die Ruckenhaut des
Versuchstiers aufgespannt und zunachst der erste Anteil des
Ruckenhautkammertitangerusts durch Punktnahte mit 5-0 Vicryl-Nahtmaterial an 4
Stellen fixiert. Nach dieser Fixierung wurden die, die Haut schon vorwdlbenden
Bruckenschrauben durch Inzision durch die Hautschichten gefihrt und nach dem
Hindurchtreten mit Klemmen fixiert. Nun folgte die diaphanoskopische Durchleuchtung
und Markierung des zu inzidierenden Areals fur das Fenster der Riuckhautkammer.

Besonderes Augenmerk lag hierbei auf der gleichzeitigen Markierung eventuell
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verletzungsgefahrdeter subkutaner Blutgefalle, um eine Einblutung ins Gewebe zu
verhindern. Die Haut (Epidermis und Subkutis) wurde daraufhin einseitig durch Skalpell
oder kleine Schere entfernt ohne Blutgefalle zu verletzen, sodass die Sicht auf
subkutane Gefalte und die Unterseite der gegenuberliegenden Hautschicht frei wurde.
Nun erfolgte die Abtragung einer dunnen subkutanen Bindegewebsschicht unter dem
Mikroskop mit mikrochirurgischen Instrumenten unter Schonung der Blutgefallsysteme
der Gegenseite.

Nachfolgend wurde das titane Gegenstlck des Ruckenhautkammergestells aufgesteckt
und festgeschraubt. Das Hautfenster wurde einmalig mit 0,04 % Polyhexanid-Losung
gespult und darauffolgend ein Glasplattchen eingelegt, welches mit einem Titanring

fixiert wurde.

Abbildung 1:  CD1 nu/nu Nacktmaus mit praparierter Riickenhautkammer

2.4 Intravital-Fluoreszenz-Video-Mikroskopie (IFVM)

Die Intravitale Videomikroskopie wurde mit einem modifiziertem Axiotech Vario
Mikroskop mit 10x ,long-distance® und 20x ,water-immersion“ Objektiven ( Attoarc;
Zeiss) an den Tagen 7, 11, 14 und 18 nach Zellimplantation durchgeflhrt. Die
Aufnahmen wurden mittels einer ,charged-coupled-device“ (CCD) Videokamera, welche
auf eine S-VHS Videosystem (Panasonic) Ubertragen wurde, aufgezeichnet (> ,offline“-
Analyse). Zudem verfugte das System uber einen ,optional-image-intensifier, um

schwache Fluoreszenzintensitaten (Kappa) zu verstarken.
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Die Analyse der Aufnahmen erfolgte Computer-assistiert unter Verwendung von
Caplmage (Zeintl Software Engineering, Heidelberg, Germany) auf einem dafir
eingerichteten PC.

Als Fluoreszenzmittel wurde Fluoriso-5-thiocyanat-konjugiertes Dextran (FITC-Dextran,
Sigma-Aldrich) zwei-prozentig geldst in Aqua bidestilliert mit einem Molekulargewicht
von 150 kD verwendet. Es wurden 0,1 ml intravends appliziert und unter Epilumination

mit Licht blauer Wellenlange (450-480 nm) angeregt.

Abbildung 2:  Arbeitsplatz Intravitalfluoreszenz-Mikroskopie.

2.4.1 Messparameter

2.4.1.1 GefaBdurchmesser (D)

Der GefalRdurchmesser (D) in uym von mindestens 6 GefalRen pro Areal bestimmt.
Dabei wurde bei jeder Messung eine Linie von exakt einer Innenseite des Gefal®
(Grenze Endothel zu Blutstrom) zur anderen quer zur GefaR-Langsachse gezogen. Das
Auswertungsprogramm gab die Lange dieser Strecke entsprechend des Malistabs in
um an. Dieser so ermittelte Wert wurde dann fur jedes Gefald dokumentiert. Aus den

ermittelten Einzelwerten wurden Mittelwerte ermittelt (5, 154).
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2.4.1.2 Totale GefaRdichte (TVD)

Die untersuchten Parameter umfassten die Totale Gefaldichte (Total Vessel Density
TVD), die Lange aller neugebildeten Blutgefale. Die Bestimmung erfolgte durch
Markierung aller Gefalde, die im untersuchten Bildausschnitt zu sehen waren. Durch die
Auswertungssoftware wurde die Strecke aller markierten GefalRe dann auf die

maldstablich umgerechnete Flache bezogen und somit in cm/cm? dokumentiert (5, 154).

2.4.1.3 Funktionelle GefaBdichte (FVD)

Die Funktionelle GefalRdichte (Functional Vessel Density = FVD), die Lange aller
neugebildeten und vaskularisierten (Fluoreszenzmittel-aufnehmenden) Gefalde.

Im Gegensatz zur TVD wurden bei der Ermittlung der FVD nur Gefale in dem auch fur
die TVD verwendeten, Bildausschnitt markiert, die eine deutliche Anreicherung von
Fluoreszenzmittel oder einen aktiven Blutstrom erkennen lieRen. Auch diese wurde in
cm/cm? dokumentiert (5, 154).

2.4.1.4 Perfusionsindex (PI)
Die Ermittlung des Perfusionsindexes erfolgte unter zu Hilfenahme der TVD und FVD.
Aus diesen wurde der Perfusionsindex, als Ratio der perfundierten zu den nicht

perfundierten Blutgefallen ermittelt, unter Verwendung folgender Formel (5, 154):

Pl =FVD/TVD x 100
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2.4.1.5 Volumetrischer Blutfluss (Qv)

Der Blutfluss (Q, [nl/s]) im Areal wurde Uber die Flussgeschwindigkeit der Erythrozyten
(Red blood cell velocity, RBCV [mm/s]) und den Durchmesser D der GefalRe mit
folgender Formel ermittelt (5, 154):

Q, =1 x (D/2)? x RBCV /| K

(K = Baker-Wyland-Faktor (1,3), der das parabole Flussprofil in Kapillargefalien
berucksichtigt).

2.4.1.6 Permeabilitatsindex (P)

Anhand der Fluoreszenzintensitat intravasal und extravasal wurde der
Permeabilitatsindex (P = Intravasale Fluoreszenzintensitat/Extravasale
Fluoreszenzintensitat) ermittelt. Dieser ist ein indirektes Mall fur den
Fluoreszenzmittelaustritt ins paravasale Gewebe und somit fir die Permeabilitat. Ein
hoher Wert bedeutet eine geringeren relativen Austritt von Fluoreszenzmittel (geringere
Permeabilitdt), eine niedriger Wert einen hoheren relativen Austritt von
Fluoreszenzmittel (hohere Permeabilitat). Es wurde wie oben beschrieben FITC-
Dextran von 150 kD molekularem Gewicht verwendet (5, 154).

Zur Bestimmung wurden planimetrisch am Auswertungscomputer intravasale und
extravasale Areale markiert, in denen ein gemittelter Fluoreszenzwert digital bestimmt
werden konnte. Die beiden Areale, die zur Errechnung der Ratio verwendet wurden
lagen einander, nur durch die GefaRwand getrennt, direkt an. Zudem wurden Areale
entsprechender GréRe markiert. Es wurden mindestens 3 Areale pro Bildausschnitt

bestimmt und zur Errechnung eines Mittelwertes verwendet.
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2.5 Konfokale Lasermikroskopie

Zur erganzenden Visualisierung der Unterschiede innerhalb der Therapiegruppen

wurden 20 um ,stacks” mit einem Konfokalen Lasermikroskop angefertigt (Zeiss).

2.6 Subkutane Zellimplantation

Die subkutanen Zellimplantationen zur Erfassung der Entwicklung des Tumorvolumens
wurden ebenfalls an CD1 Nu/nu Nacktmausen (weiblich, 21-27 g, N=5) durchgeflhrt.
Hierzu wurden die gemischten Zellpellets in das subkutane Gewebe der Flankenregion
des Tieres implantiert. Aus der Vermessung der Lange Breite und Hohe des Tumors in
Millimeter wurde anhand folgender Formel das Tumorvolumen ermittelt: (Hohe x Lange
x Breite)/2. Die Therapie mit Sunitinib (40mg/kg/Tag) wurde ab einem Tumorvolumen
von 500 mm3 durch intraperitoneale Injektion fiur durchgefihrt. Die Tiere der
Kontrollgruppe erhielten eine Injektion von 0,9% NaCl-Lésung entsprechender
Dosierung durch ebenfalls intraperitoneale Injektion. Das Tumorvolumen wurde taglich
bestimmt. Nach sieben Tagen Therapie wurden die Tumore entfernt und in flussigem

Stickstoff kryokonserviert.

2.7 Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Aufnahmen der einzelnen ,regions of interest® (ROI) erfolgte unter 20x

VergroRerung. Die genaueren Modalitaten der einzelnen Farbungen werden in den

folgenden Unterpunkten erlautert. Alle Tumore wurden an Tag 18 kryokonserviert.

2.7.1 Perizyten-Endothel-Interaktion

Der wichtige Aspekt der Perizyten-Endothel-Interaktion insbesondere in Hinblick auf

Permeabilitat und Biodistribution wurde durch eine Doppelfarbung mit CD 31-Antikérper

(Sigma-Aldrich) und Desmin-Antikérper (Sigma-Aldrich) erfasst. Hierzu wurde eine
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Ratio aus Desmin-positiven zu CD 31-positiven erstellt. Es wurden 5 ,regions of
interest” (ROI) von mit Methanol-fixierten Kryoschnitten (6 um Dicke) aus 5 Tumoren

nach etabliertem Protokoll gefarbt und aufgenommen.

2.7.2 Proliferation der Tumorzellen

Um eine Aussage Uber die Proliferation der Tumorzellen treffen zu kénnen wurde eine
Farbung mit Ki67 Antikorpern (Thermo-Scientific) durchgefuhrt. Als proliferierende
Zellen wurden positive Zellen gezahlt. Es wurden 5 ,regions of interest (ROI) von 2
Methanol-fixierten Kryoschnitten (6 pm Dicke) aus 4 Tumoren nach etabliertem

Protokoll gefarbt und aufgenommen.

2.7.3 Endotheliale Zellproliferation

Um eine Aussage Uber die Proliferation der Endothelzellen zu treffen wurden
Doppelfarbungen mit Ki67 und CD31 durchgefuhrt. Als proliferierend wurden
doppelpositive Zellen gewertet und ausgezahlt. Es wurden 5 ,regions of interest® (ROI)
von 2 Methanol-fixierten Kryoschnitten (6 ym Dicke) aus 4 Tumoren nach etabliertem

Protokoll gefarbt und aufgenommen.

2.7.4 Apoptose

Eventueller Einfluss der Therapie und der Transfektion auf apoptotische Vorgange
wurden durch Farbung mit Caspase 3 Antikorpern (Sigma-Aldrich) untersucht. Als
apoptotisch wurden positive Zellen gewertet. Hier wurden 5 ,regions of interest* (ROI)
von mit 4% PFA-fixierten Kryoschnitten (6 um Dicke) aus 5 Tumoren nach etabliertem

Protokoll gefarbt und aufgenommen.
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2.8 Studiendesign

Es wurden 6 CD1 nu/nu Mause pro Gruppe randomisiert in die jeweiligen
Studiengruppen aufgenommen. Die Rickenhautkammer wurde bei allen Tieren in oben
beschriebener Methode prapariert. Nach der Ruckenhautkammerpraparation erhielten
alle Versuchstiere gewichtsadaptiert Paracetamol verdinnt in Aqua ad libitum. Die
Zellimplantation wurde 2 Tage nach der Praparation der Ruckenhautkammer
vorgenommen, um etwaige Entzindungsvorgange auszuschlieBen. Der Tag der
Implantation ist definiert als Tag 0. Nachfolgend wurden intravitalmikroskopische
Aufnahmen an den Tagen 7, 11, 14 und 18 fir ca. 5 min je Tier durchgeflhrt. Die
Mikroskopie wurde in oben beschriebener Analgosedierung, direkt nach Injektion des
FITC-Dextran intravents uber die Schwanzvene, durchgefihrt. Die Therapie mit
Sunitinib wurde am Tag 12 nach Zellimplantation bis zum Tag 17 gewichtsadaptiert
durchgefuhrt. Nach Abschluss des Experiments wurden die Tumoren eingebettet in

»Tissue-Tec" in flissigem Stickstoff kryokonserviert.

2.9 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte durch Verwendung von GraphPad Prism 5 und

Durchfiihrung von One-Way-ANOVA mit Bonferroni Post-Korrektur.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse in der Intravital-Fluoreszenz-Video-Mikroskopie

3.1.1 GefaBdurchmesser (D)

Die Ergebnisse sind in Abbildung 3 dargestellt. Wahrend zum Tag 7 des
Untersuchungszeitraums noch kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
beobachtet wurde, zeigte sich im Verlauf ab Tag 11 ein signifikant, bis zu dreifach
héherer Durchmesser unter Eph B4 — Uberexpression im Vergleich zu den
Kontrollgruppen. Die EphB4 wt — Gruppe ohne Therapie zeigte keinen Unterschied zu
der EphB4 wt Gruppe unter Therapie. Zwischen den beiden Kontrollgruppen entwickelte
sich an Tag 14 ein Unterschied, der sich zum Tag 18 wieder vermindert zeigte und zu
keinem Zeitpunkt signifikant war.

(PLXSN: 15,11 ym am Tag 7, 23,19 ym am Tag 11, 32,19 ym am Tag 14, 28.98 ym am
Tag 18; pLXSN + SU: 12,91 ym am Tag 7, 26,46 ym am Tag 11, 45,99 ym am Tag 14,
36,09 ym am Tag 18; EphB4 wt: 16,99 ym am Tag 7, 41,63 ym am Tag 11, 59,42 ym
am Tag 14, 62,57 uym am Tag 18; EphB4 wt + SU: 17,18 uym am Tag 7, 36,30 ym am
Tag 11, 54,82 ym am Tag 14, 64,37 ym am Tag 18).
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Abbildung 3:  Die Veranderung des Gefaflidurchmessers uber die Zeit. Alle Werte sind als
Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
* p < 0,001 EphB4 wt + SU vs. pLXSN + SU an Tag 14
***:  p<0,001 EphB4 wt + SU vs. pLXSN + SU an Tag 18

3.1.2 Totale GefaRdichte (TVD)

Die Veranderungen sind in Abbildung 4 dargestellt. Es ergeben sich schon an Tag 7
signifikante Unterschiede zwischen den EphB4 wt und den Kontrollgruppen unabhangig
von der Therapie. Die Kontrollgruppe zeigen an Tag 7 eine hohere Gefalidichte
gegentber den EphB4 wt — Gruppen. Im Verlauf kommt es in allen Gruppen zu einem
Abfall der Gefalddichte. Wahrend dieser Abfall bei den pLXSN -Tumoren unter Therapie
auf in etwa ein Drittel des Ausgangswertes beobachtet werden kann, kommt es in allen
anderen Gruppen nur zu einem Abfall um ca. ein Flnftel des Ausgangswertes.

(PLXSN: 150,3 cm/cm? am Tag 7, 129,6 cm/cm? am Tag 11, 114,5 cm/cm? am Tag 14,
103,2 cm/cm? am Tag 18; pLXSN + SU: 163,7 cm/cm? am Tag 7, 140,5 cm/cm? am Tag
11, 83,1 cm/cm? am Tag 14, 40,0 cm/cm? am Tag 18; EphB4 wt: 102,9 cm/cm? am Tag
7, 126,2 cm/cm? am Tag 11, 79,3 cm/cm? am Tag 14, 76,4 cm/cm? am Tag 18; EphB4
wt + SU: 122,6 cm/cm? am Tag 7, 121,0 cm/cm? am Tag 11, 96,3 cm/cm? am Tag 14,
88,3 cm/cm? am Tag 18).
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Abbildung 4:  Die Veranderung der totalen GefaRRdichte TVD in cm/cm? Gber die Zeit. Alle Werte
sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
* p <0.01 EphB4 wt + SU vs. pLXSN + SU

3.1.3 Funktionelle GefaRdichte (FVD)

Die Veranderungen sind in Abbildung 5 dargestellt und entsprechen bis auf wenige
Details den Veranderungen der Totalen Gefalldichte, die schon oben dargestellt
wurden. Insgesamt bewegen sich die Werte der FVD auf niedrigerem Niveau.

(PLXSN: 122,6 cm/cm? am Tag 7, 97,15 cm/cm? am Tag 11, 79,79 cm/cm? am Tag 14,
77,46 cm/cm? am Tag 18; pLXSN + SU: 128,2 cm/cm? am Tag 7, 89,34 cm/cm? am Tag
11, 56,13 cm/cm? am Tag 14, 28,57 cm/cm? am Tag 18; EphB4 wt: 82,5 cm/cm? am
Tag 7, 89,7 cm/cm? am Tag 11, 65,7 cm/cm? am Tag 14, 52,9 cm/cm? am Tag 18;
EphB4 wt + SU: 87,4 cm/cm? am Tag 7, 74,7 cm/cm? am Tag 11, 68,6 cm/cm? am Tag
14, 72,87 cm/cm? am Tag 18).
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Abbildung 5:  Die Veranderung der funktionellen GefaRdichte FVD in cm/cm? Uber die Zeit. Alle Werte

sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
* p <0.01 EphB4 wt + SU vs. pLXSN + SU
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3.1.4 Permeabilitatsindex (P)

Die Ergebnisse sind in Abbildung 6 dargestellt. An Tag 7 der Untersuchung zeigt sich
zwischen den Gruppen kein Unterschied bezlglich der Fluoreszenzintensitat. Ab Tag
11 kommt es zu einem Anstieg des Permeabilitatsindex in den Gruppen pLXSN + SU,
EphB4 wt und EphB4 wt + SU (somit zu einer verminderten Permeabilitat). Zum Tag 18
zeigt sich im EphB4 wt unter Therapie eine Steigerung des Permeabilitatsindex um ca.
0,4, beziglich EphB4 wt ohne Therapie und pLXSN unter Therapie um ca. 0,2, wahrend
die Permeabilitat in der Kontrollgruppe unverandert verbleibt.

(PLXSN: 1,014 am Tag 7, 1,042 am Tag 11, 1,079 am Tag 14, 1,024 am Tag 18;
pLXSN + SU: 1,041 am Tag 7, 1,079 am Tag 11, 1,173 am Tag 14, 1,157 am Tag 18;
EphB4 wt: 1,029 am Tag 7, 1,168 am Tag 11, 1,199 am Tag 14, 1,150 am Tag 18;
EphB4 wt + SU: 1,078 am Tag 7, 1,152 am Tag 11, 1,229 am Tag 14, 1,329 am Tag
18).

1.5+
E 1.4 - s
» Eph B4 wt + SU
S 1.3
[
7
@ 1.2+
E pLXSN + SU
5 144 Eph B4 wt
£
5 1.0- pLXSN
o
0'9 T L L] T L] 1

8 10 12 14 16 18
Zeit nach Implantation [d]

Abbildung 6:  Die Veranderung der Permeabilitatsindices als Ratio von vaskularer
Fluoreszenzintensitat (I.) zu interstitieller Fluoreszenzintensitat (1) .
Alle Werte sind Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
***: p <0.001 EphB4 wt + SU vs. pLXSN
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3.1.5 Perfusionsindex (P)

Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 dargestellt. Bezlglich des Perfusionsindex konnte
im Zeitverlauf kein signifikanter Unterschied verzeichnet werden. In den Gruppen
zeigten sich Perfusionsindices von ca. 65 — 77 %.

(PLXSN: 75,32 % am Tag 7, 74,31 % am Tag 11, 68,96 % am Tag 14, 75,75 % am Tag
18; pLXSN + SU: 77,41 % am Tag 7, 64,49 % am Tag 11, 67,23 % am Tag 14, 73,71 %
am Tag 18; EphB4 wt: 76,62 % am Tag 7, 76,07 % am Tag 11, 76,43 % am Tag 14,
68,52 % am Tag 18; EphB4 wt + SU: 70,11 % am Tag 7, 64,49 % am Tag 11, 67,23 %
am Tag 14, 73,71 % am Tag 18).
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8 10 12 14 16 18

Zeit nach Implantation [d]

Abbildung 7:  Die Veranderung der Perfusionsindices als Ratio von FVD und TVD x 100 in

Prozent. Alle Werte sind Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

3.1.6 Volumetrischer Blutfluss (Qv)
Die Ergebnisse sind in Abbildung 8 dargestellt. In allen Gruppen zeigt sich im

Zeitverlauf ein Anstieg der Perfusion. Die Perfusion in der pLXSN Gruppe unter

Therapie und in der Eph B4 wt — Gruppe stieg im Vergleich zur pLXSN — Gruppe auf
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das doppelte beziehungsweise 2,5 — fache bis zum Tag 18 an. Die EphB4 wt - Gruppe
unter Therapie stieg im Vergleich zur pLXSN -Kontrolle auf das 6 — fache.

(PLXSN: 24,31 nl/s am Tag 7, 46,96 nl/s am Tag 11, 167,0 nl/s am Tag 14, 105,1 nl/s
am Tag 18; pLXSN + SU: 15,69 nl/s am Tag 7, 46,71 nl/s am Tag 11, 197,8 nl/s am Tag
14, 223,1 nl/s am Tag 18; EphB4 wt: 35,37 nl/s am Tag 7, 203,8 nl/s am Tag 11, 346,6
nl/s am Tag 14, 300,4 nl/s am Tag 18; EphB4 wt + SU: 35,36 nl/s am Tag 7, 145,0 nl/s
am Tag 11, 371,5 nl/s am Tag 14, 665,0 nl/s am Tag 18).
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Qv {nl's]

400- Eph B4 wt

pLXSN + SU
pLXSN

0+ T T T T T

8 10 12 14 16 18

Zeit nach Implantation [d]

Abbildung 8:  Die Veranderung des volumetrischen Blutflusses Q. in nl/s .
Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

***: p <0.001 EphB4 wt + SU vs. pLXSN + SU.
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Eph B4 wt unter Therapie mit SU 11248

Abbildung 9:  Intravitalfluoreszenz-Mikroskopie, Alle Aufnahmen in 200-facher Vergré3erung nach

intravendser Injektion von 0,1 ml 2% FITC-Dextran 150 kD.
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3.2 Ergebnisse der Immunhistochemie

3.2.1 Ergebnisse der CD31/Desmin-Farbung (Perizyten-Endothel-Assoziation)

Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 10 und 11 wiedergegeben. Es konnte eine
deutliche Reduktion der Pecam-Desmin-Ratio in der pLXSN -Gruppe unter Therapie auf
circa 0,5 beobachtet werden wahrend in den restlichen Gruppen besagte Ratio im
Bereich von etwa 0,8 bis 0,85 lag. Alle Tumore wurden am Tag 18 kryofixiert und dem
Protokoll folgend aufbereitet.

(PLXSN: 0,80; pLXSN + SU: 0,47; EphB4 wt: 0,88; EphB4 wt + SU: 0,74).

Abbildung 10: Immunfluoreszenz CD31/Desmin — Farbung. Alle Aufnahmen in 20 — facher
VergréRerung. CD31 (rot), Desmin (griin), DAPI (blau).
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Abbildung 11: Immunfluoreszenz CD31/Desmin-Ratio. Alle Werte sind Mittelwerte + Standardfehler

angegeben.
***. p <0.001 EphB4 wt + SU vs. pLXSN + SU.
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3.2.2 Ergebnisse der Ki67 — Farbung (Proliferation Tumorzellen)

Die Ergebnisse der Tumorproliferation sind in den Abbildungen 12 und 13 dargestellt.
Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der Ki67 positiven Zellkerne in den
Therapiegruppen auf bis zu 50 % im Vergleich zu den nicht therapierten Tumoren.

Zwischen EphB4 wt und pLXSN Gruppe konnte kein signifikanter Unterschied

festgestellt werden.
(PLXSN: 398,7 n/ROI; pLXSN + SU: 199,8 n/ROI; EphB4 wt: 415,3 n/ROI; EphB4 wt +
SU: 225,8 n/ROI).

Abbildung 12: Immunfluoreszenz Ki67/DAPI — Farbung. Alle Aufnahmen in 20 — facher Vergrofierung.
Ki67 (grin), DAPI (blau).
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Abbildung 13: Immunfluoreszenz Ki67. Alle Werte sind Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

*kk.

: p < 0.001 Therapiegruppen gegen Gruppe ohne Therapie.
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3.2.3 Ergebnisse der Ki67 und CD31 Doppelfarbung (Endotheliale Proliferation)

Die Ergebnisse der endothelialen Proliferation sind in den Abbildungen 14 und 15
dargestellt. Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der Ki67/CD31- doppelpositiven
Zellkerne in den Therapiegruppen auf bis zu 30 % im Vergleich zu den nicht

therapierten Tumoren. Zwischen EphB4 wt und pLXSN Gruppe konnte kein

signifikanter Unterschied festgestellt werden. Alle Tumore wurden am Tag 18 kryofixiert
und dem Protokoll folgend aufbereitet. (pLXSN: 26,3 n/ROIl; pLXSN + SU: 8 n/ROl;
EphB4 wt: 22,7 n/ROI; EphB4 wt + SU:7,3 n/ROI)

Abbildung 14: Immunfluoreszenz Ki67/CD31 - Farbung. Alle Aufnahmen in 20 - facher VergréRerung.
CD31 (rot), Ki67 (grin).
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Abbildung 15: Immunfluoreszenz Ki67/CD31 doppelpositive Zellkerne. Alle Werte sind
Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

*kk.

1 p < 0,001 Therapiegruppen versus Gruppen ohne Therapie.
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3.2.4 Ergebnisse der Caspase 3 — Farbung (Apoptose)

Die Ergebnisse der Caspase 3-Farbung sind in Abbildung 16 und 17 dargestellt. Die
Caspase-positiven Zellkerne liegen in den Gruppen pLXSN, EphB4 wt und EphB4 wt
unter Therapie ca. bei 50 pro ,region of interest®. In der pLXSN -Gruppe unter Therapie
zeigt sich im Vergleich eine durchschnittlich doppelt so hohe Anzahl der positiven
Zellkerne mit Werten um 90 pro ,region of interest.

(PLXSN: 44,9 n/ROI; pLXSN + SU: 92,54 n/ROI; EphB4 wt: 53,1 n/ROI; EphB4 wt + SU:
52,6 n/ROI)

PLXSN + SU 11248

Eph B4 wt Eph B4 wt + SU 11248

Abbildung 16: Immunfluoreszenz Caspase 3 — positive Zellen. Alle Aufnahmen in 20 — facher

VergréRerung. Caspase 3 (rot), DAPI (blau)
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Abbildung 17: Immunfluoreszenz Caspase 3 positive Zellen. Alle Werte sind Mittelwerte +
Standardfehler angegeben.

*kk.

:p < 0,001 pLXSN + SU versus alle andere Gruppen.
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3.3 Ergebnisse in der konfokalen Lasermikroskopie

Die konfokale Lasermikroskopie wurde zusatzlich zu der Fluoreszenzmikroskopie
intravital eingesetzt, um eine zusatzliche Visualisierung des Gefallsystems unter
Therapie zu erreichen. Neben einer Bestatigung der phanotypischen Beobachtungen,
die wir Uber das Gefaldssystem machen konnten, zeigte die konfokale Lasermikroskopie
zudem deutliche Anzeichen fur sich extravasal bildende FITC-Dextran-Kristalle,

vorwiegend in der pLXSN-Gruppe unter Therapie.

pLXSN + SU 11248

Abbildung 18: Intravitale-Konfokale-Laser-Mikroskopie der Therapiegruppen
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3.4 Ergebnisse der Experimente mit subkutanen Xenografts

Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 dargestellt. Wahrend die Tumore der Gruppen
pLXSN, EphB4 wt und EphB4 wt + SU ein Uber den gesamten Zeitraum von 7 Tagen
vergleichbares Wachstum zeigten, fiel bei den Tumoren der pLXSN - Gruppe unter
Therapie vor allem ab Tag 6 ein deutlich vermindertes Wachstum auf. Am Tag 7 des
Studienzeitraums hatten die Tumore dieser Gruppe ein ca. 50% geringeres Volumen
als die Tumoren der anderen Gruppe.

(PLXSN: 58,05 mm? an Tag 1, 94,38 mm? an Tag 2, 131,3 mm?®an Tag 3, 183,8 mm?® an
Tag 4, 257,5 mm?® an Tag 5, 359,1 mm?® an Tag 6, 371,9 mm?® an Tag 7; pLXSN + SU:
48,77 mm?* an Tag 1, 57,58 mm? an Tag 2, 63,63 mm? an Tag 3, 81,74 mm? an Tag 4,
175,4 mm?3 an Tag 5, 154,4 mm? an Tag 6, 200,5 mm?® an Tag 7; EphB4 wt: 37,31 mm?3
an Tag 1, 55,17 mm?® an Tag 2, 105,9 mm?® an Tag 3, 152,8 mm? an Tag 4, 198,3 mm?
n Tag 5, 335,7 mm?® an Tag 6, 354,4 mm?® an Tag 7, EphB4 wt + SU: 55,43 mm?® an Tag
1, 76,06 mm?® an Tag 2, 94,98 mm?® an Tag 3, 136,8 mm? an Tag 4, 219,3 mm?® an Tag
5,281,6 mm?an Tag 6, 392 mm?®an Tag 7).
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Abbildung 19: Volumen der Subkutanen Xenografts. Alle Werte sind Mittelwerte + Standardfehler
angegeben.
*** p < 0,001 EphB4 wt + SU vs. PLXSN + SU
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik

Der zentrale Bestandteil dieser Studie ist die intravitalmikroskopische Beurteilung des
sich ,in vivo“ entwickelnden Gefallsystems. Die heutige medizinische Forschung ist
auch trotz der Bemihungen sich vom Tierexperiment zu entfernen, mehr denn je auf
die Forschung mit ,in vivo“~-Modellen angewiesen, um maoglichen Therapieoptionen eine
adaquate Grundlagenforschung vorausgehen zu lassen, oder um bezuglich besagter
Grundlagen, auf den menschlichen Organismus moglichst prazise Ubertragbare
Ergebnisse zu erhalten (17). Mdgen experimentelle Ansatze ,in vitro“ nicht minderer
Bedeutung sein, so betrachtet man bei diesen Zusammenhange doch unter sehr
artifiziellen Bedingungen und werden nach wie vor kein Ersatz fur ,in vivo“-Experimente
darstellen (15). Die steigende Bedeutung von ,in vivo“-Forschung lasst natirlich auch
den Bedarf der ethischen Auseinandersetzung mit diesem Thema und das Bewusstsein

Uber die Grenzen tierexperimenteller Forschung immer wichtiger werden (17, 18).

Unsere tierexperimentelle Studie wurde in Durchfuhrung und Protokollierung vom
Landesamt flr Gesundheit und Soziales, Berlin (Bearbeitungsnummer GO0003/08)
genehmigt. Es wurden wahrend der Studie alle Anforderungen und Bedingungen nach

§8 Absatz 1 des Tierschutzgesetzes eingehalten.

4.1.1 Das Glioblastom-Modell

Das Glioblastom verfugt Uber eine ausgepragte Vaskularisierung (25) und stellt somit
neben anderen mdglichen Tumorentitaten, auf Grund des schnellen Wachstums, bei
dem sich die ersten makroskopisch erkennbaren Tumormanifestationen zwischen Tag
2-4 zeigten, eine sehr gut geeignete Tumorentitat zur Untersuchung von
tumorangiogenen Vorgangen dar (5).

Die SF 126 Zellen sind Zellen humanen Ursprungs. Dies ist entscheidend flr den Erfolg

der Transfektion durch das ecotrope retrovirale System, das zum Einsatz kam. Die
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Transfektion dieses Systems geschieht nur in mauseigenen Zellen fibroblastischen
Ursprungs und beeinflusst nicht das Wachstum der SF 126 Zellen. Die SF 126 Zellen
stellen auf Grund ihrer geringen Anspriche in der Zellkultur einen idealen, gut
verfigbaren und leicht zu kultivierenden Zelltypus dar und eignen sich somit flr unsere
Studie (13,14). Da es sich bei den Zellen um humane transplantierte Zelllinien handelt
und diese zudem nicht orthotop implantiert werden, muss die Frage gestellt werden, ob
die Ergebnisse wirklich reprasentativ fir die Gefalentwicklung eines Glioms im
menschlichen Gehirn sein kann. Es gibt Studien, die zeigen, dass es bei
Transplantation eines gleichen Tumorzelltyps in unterschiedlichen Geweben auch zu
unterschiedlichen Ergebnissen z.B. bezlglich der Permeabilitat kommt (27).

Coomber et al. kamen zu dem Ergebnis, dass, unabhangig vom Gastgewebe,
Tumorentitaten immer den gleichen Phanotyp ausbilden wiirden (26). Trotz zahlreicher
Studien bleibt die Frage der verlasslichen Ubertragbarkeit der Tiermodell-Ergebnisse
auf den sich im menschlichen Organismus entwickelnden Tumor bestehen.

Wir verwendeten weibliche CD1 Nunu Nacktmause (Charles River). Diese Mause
wurden 1979 durch Kreuzung von Crl:NU-Foxn1™ und einer CD1 entwickelt und
besitzen keinen Thymus. Infolgedessen bilden sie keine T-Zellformen aus und sind
immundefizient. Dies ist unumgangliche Voraussetzung fur die Implantation und
erfolgreiche Wachstum oben erwahnter SF 126 Gliom-Zellen humanen Ursprungs.
Zudem verfugen diese Mause Uber sehr elastische und annahernd unbehaarte Haut,
was wiederum einen Vorteil fur die Praparation und die Haltbarkeit der
Ruckenhautkammer darstellt. Die Anfalligkeit der Tiere fur Infekte stellt bei
hygienebewusster Arbeit in keimarmer Umgebung keine Schwierigkeit dar. Die gute
Verflgbarkeit und die unkomplizierte Haltung ermdglichen die Durchfihrung der
Experimente durch eine Person. Die Tiere tolerierten die Experimente gut. Es wurden
keine Auffalligkeiten in Ess-, Trink-, Schlaf- oder Sozialverhalten beobachtet. Ein
Gewichtsverlust von mehr als 30% hatte zum Ausschluss aus dem Experiment gefuhrt,
wurde aber bei keinem Tier beobachtet.

Die Durchfihrung der Narkose mit Ketamin und Xylazin konnte problemlos durchgefuhrt
werden. Mit besonderer Rucksicht auf die kardialen Nebenwirkungen der Kombination
aus Ketamin und Xylazin wurde die Anasthesie entsprechend bedacht durchgefuhrt
(23).
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Zur antiangiogenen Therapie der Tumore wurde Sunitinib (Sutent®, SU 11248) durch
intraperitoneale Injektion (40 mg/kg KG/d) verwendet. Durch seine umfangreiche
Inhibition angiogen relevanter Signalwege (s.0.) erwies es sich fur die Untersuchung als
besonders geeignet. Obwohl sich Sunitinib zunachst als hoffnungsvolle medikamentése
Erganzung zu bestehenden antiangiogenen Medikamenten wie Imatinib darstellte (34),
zeigte sich in zuletzt durchgeflhrten Studien ein eher nachteiliges Bild bezuglich der
Wirksamkeit. Sowohl im PFS (,progression free survival), als auch OS (,overall
survival®) zeigte Sunitinib (bei positivem Effekt gegenuber Placebo-Gabe) schlechtere
Ergebnisse als andere Medikamente. Hierfur werden Resistenzmechanismen
verantwortlich gemacht, deren Ergrindung auch Ziel dieser Studie ist. Somit stellt es
sich auch in unserem experimentellen Setting als geeignet dar (22).

Die Therapie wurde in etablierter Art und Weise durchgefiihrt, um ausreichend Effekt

auf die Gefalarchitektur des Tumors zu erhalten (154).

Das Ruckenhautkammermodell ,dorsal skinfold chamber® stellt eine gut etablierte
Methode zur Untersuchung von Angiogenese und Tumorangiogenese (5), Interaktion
von Fremdgewebe auf umgebendes Eigengewebe (19) oder auch anderen
physiologischen bzw. biochemischen Vorgangen dar. Das Modell erméglicht die nicht-
invasive, wiederholte Untersuchung der Veranderung des Gefallsystems. Zudem kann
bei entsprechendem Erfordernis eine Untersuchung der Neo-Vaskularisierung, also der
Bildung von neuen tumoreigenen Blutgefalen erfolgen. Des Weiteren ermoglicht die
offene Rickwand der Kammer eine raumliche Expansion des Tumors und somit auch
eine dreidimensionale Analyse der GefalRarchitektur (5).

Das Modell birgt naturlich auch einige wenige Nachteile. Einen dieser stellt die, durch
den begrenzten Raum bedingte, starke Auswirkung der Odembildung auf die
Bildqualitat dar. Da sowohl das wachsende Gliom auf Grund seiner hyperpermeablen
GefaRarchitektur, als auch das Sunitinib eine ausgepragte Odembildung begiinstigen,
war die sorgfaltige Praparation der Kammer von entscheidender Bedeutung (5, 24,
154). Ein weiteren Nachteil stellt wahrscheinlich auch die Koimplantantion von zwei
Zelltypen dar, da es hierdurch neben dem Wachstum der SF126 Zellen auch zum
Untergang und infolgedessen Ansammlung von zerstdrten Bestandteilen

untergegangener Phoenix-Zellen oder anderer Zellen kommen kann. Vermutlich hat
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dies im Vergleich zu einer Mikroskopie nach reiner Gliomzellen-Implantation Einfluss
auf die Bildqualitat.

Die Praparation der Kammer wurde nach den Ublichen Standards vorgenommen. Bei
der Praparation verursachtem Trauma und damit verbundener Entzindungsreaktion im
Gewebe und Verfalschungen der intravitalmikroskopischen Analyse, wird durch ein
Intervall von 2 Tagen postoperativ vor Implantation der Tumorzellen vorgebeugt (5, 8,
19).

4.1.2 Das ecotrope Transfektionsmodell

Die retrovirale Transfektion Uber sogenannte ,packaging cell lines“ ist eine sehr
etablierte Methode des Gentransfers oder der Transfektion von Genen in Zielgewebe
oder Zielzellen. Auf dem ,murine leukaemia virus“ basierende retrovirale Systeme, so
wie auch das in unserer Studie verwendete, stellen die heutzutage am haufigsten
verwendete Form zur Gentransfektion dar. Sie bieten den Vorteil, dass dem Virus die
Eigenschaft zur Produktion viraler Strukturbestandteile fehlt, somit nur die Expression
des gewunschten genetischen Inhalts stattfindet und zudem Gensequenzen in den
Vektor eingefligt werden kdnnen, die zu einer Transfektion eines bestimmten Zelltypus
fuhren (13, 29)

Ein wichtiger Aspekt dieses Transfektionsmodells ist, dass es nur zur Transfektion der
Zielzelle fuhren kann, wenn dieses sich in der Zell-Mitose befindet (30, 31). Das
bedeutet beziglich der Transfektion des Tumorgefalisystems, dass nur neugebildete
Tumorgefalde durch die Transfektion mit EphB4 erreicht werden (13). Nachteil des
Modells ist demnach, dass keinerlei Aussage auf einen eventuellen Effekt von EphB4
auf nicht proliferierende Epithelzellen getroffen werden kann. Ob ein eventueller Effekt
von EphB4 auf nicht-proliferierendes Gewebe zu einer Veranderung der Ergebnisse
unserer Studie fuhren wirde, bleibt somit ungeklart.

Zudem bleibt die Frage der Uberlebensdauer der packaging cells und somit die Dauer

der funktionierenden Transfektion nicht eindeutig geklart, trotz der, durch Erber
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nachgewiesenen, Uberexpression des EphB4-Rezeptors im Western-Blot der
subkutanen Xenografts (13).

Die Herstellung eines gemischten Pellets aus Gliomzellen und Phoenix E Zellen soll zu
einer optimalen Transfektion des GefalRsystems innerhalb des wachsenden Tumors
fuhren (13).

4.1.3 Die GefaRanalyse mittels Intravital-Fluoreszenz-Video-Mikroskopie

Die Intravital-Fluoreszenzmikroskopie stellt eine besonders geeignete Methode dar, um
die Fragestellung dieser Studie zu bearbeiten. Die Untersuchung des sich ,in vivo*
entwickelnden Tumorgefallsystems ist unumganglich, um tumorgefalmorphologische
Veranderungen zu erfassen und zu verstehen. Insbesondere Zusammenhange, welche
nicht durch klassische Methodik wie z.B. Immunhistochemie etc., erschlossen werden
konnen, wie z.B. Permeabilitat, des Weiteren Biodistribution, oder Leukozyten-
Endothel-Interaktion, lassen sich durch die intravitalmikroskopische Ansatze erfassen
(5, 6, 11, 12, 154). Hierbei erlaubt im speziellen die Intravitalfluoreszenz-Mikroskopie
durch Epilumineszenz im Vergleich zu anderen, seltener verfigbaren, Techniken (2-
Photon, Multiphotonenmikroskopie), neben einer guten Auflésung von Geweben und
GefalRausdehnung auch eine sehr gut etablierte Beurteilung der Mikroperfusion, bei
eingeschrankter Beurteilung in der Tiefe des Gewebes (max. 100um) (5). Neuere
Techniken wie das ,optical-frequency-domain-imaging® OFDI oder schon oben
erwahnte Multi-Photonen-Mikroskopie erweitern das Feld der Moglichkeiten und lassen
den intravitalmikroskopischen Ansatz zu einer zukunftig entscheidenden Technik in der

Forschung und der klinischen Medizin werden (10).
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Tumorangiogenese und antiangiogene Therapie

Zu Beginn der siebziger Jahre beschrieb Judah Folkman die therapeutischen Chancen
die sich aus der Beobachtung des sich entwickelnden Tumorgefallsystems ergeben. Er
leitete aus seinen Beobachtungen ab, dass ein sich entwickelnder Tumor neue
Blutgefalle ausbilden muss, um Uber das Stadium einer kleinen Ansammlung von
Zellen, die sich durch Diffusion ernahren kann, hinauszukommen (1). Dieser
Zusammenhang war, wie einleitend beschrieben, Grundlage der Idee durch Hemmung
besagter Angiogenese, das Wachstum und somit auch Expansion und Wachstum eines
sich entwickelnden Tumors zu unterbrechen und damit eine neue Therapieoption,

neben zytostatischen oder anderen Medikamenten, zu erschlieen (2).

Bis heute wurden, ausgehend von den initialen Untersuchungen Folkmans, unzahlige
Studien durchgefuhrt, um das Potential des therapeutischen Ansatzes zu ergriunden.
Dies fuhrte zu einem tieferen Verstandnis angiogener Vorgange und
pathophysiologischer Zusammenhange. In die Angiogenese sind verschiedene
Zelltypen wie z.B. Perizyten involviert und sie wird durch  unterschiedlichste
korpereigene Faktoren, Rezeptoren oder intrazellulare Signalwege beeinflusst,
vornehmlich solche, die im Zusammenhang mit der VEGF-Familie stehen. Zudem kann
sie durch Tumorzellen selbst beeinflusst oder nachgeahmt werden (33, 35, 37). Unsere
Studie rickt die Ephrin-Familie, respektive den EphB4-Rezeptor, und seinen Einfluss
auf angiogene Vorgange unter antiangiogener Therapie in den Mittelpunkt. Wie schon
einleitend erwahnt kommt dem Ephrin-Eph-System eine entscheidende Rolle in

Vorgangen der Tumorangiogenese zu. (38, 39, 41).
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42.2 EphB4 vermittelt Ausbildung vaskularer Resistenzen gegenuber

antiangiogener Therapie

In unserer Studie wurden vor allem die ,adaptiven Resistenzmechanismen® beleuchtet
wie nachfolgend dargestellt werden soll. Die GefalRdichte, sowohl die totale (TVD), als
auch die funktionelle (FVD), verblieben in fast allen Gruppen annahernd konstant. In
der Studie, die durch Erber et al. durchgefiihrt wurde, konnten unter Uberexpression
von Eph-B4 ohne Therapie mit Sunitinib ebenfalls keine eindeutigen Veranderungen der
Gefalidichten gesehen werden (13).

Nur die Tumore der pLXSN Gruppe (Kontrollgruppe) unter Therapie zeigten einen
signifikanten Abfall der Gefalidichten, wie es in allen vergleichbaren Untersuchungen
auch mit anderen antiangiogenen Medikamenten gesehen wurde (5, 11-14). Die
Therapiegruppe der Gruppe der EphB4-Uberexpression zeigte diesen Abfall nicht, was
auf einen das Gefalisystem stabilisierenden Effekt von Eph-B4 hindeuten kdnnte.

In frGhen Untersuchungen von Martiny-Baron et al. an mit I6slichem sEphB4
transfizierten Melanom-Xenografts in NMRI-nu/-nu Mausen konnte ein durch sEphB4
vermutete Reduktion der Gefalldichte um 19% im Tumorgefallsystem gefunden
werden. Ahnliche Beobachtungen wurden von Djokovic et al. 2010 berichtet. Diese
verwendeten ein Pankreaskarzinom-Modell in DIlI4 knock-out Mausen, um es mit
|6slichem sEphB4-Alb zu behandeln, also den Uber EphB4 vermittelten Effekt zu
reduzieren, was einer ,down“-Regulation von EphB4 gleichkommt. Die Therapie
resultierte in einer Reduktion der Gefalddichte, welche auf den Einsatz des EphB4-
Antikdérpers zurlckgefuhrt wurde. Auch Studien im Bereich der Therapie des Karposi-
Sarkoms, die eine Hemmung des Ephrin B2/EphB4-Signalweges als Gegenstand
hatten, lieRen eine Reduktion der Gefalldichte erkennen. Diese Studien stiutzen im
Umkehrschluss unsere Ergebnisse, welche, wie im Folgenden ausgeflhrt, einen
gefalstabilisierenden Effekt von EphB4 gezeigt haben (57-59).

Unsere Studie ist aber die Erste, die eine Stabilisierung des Gefallsystems durch
Uberexpression von EphB4 unter antiangiogener Therapie zeigen kann. Somit ist zu
vermuten, dass der Mechanismus der Resistenzbildung Uber ein (von VEGF, PDGF
und allen weiteren durch Sunitinib inhibierten Signalwege) unabhangiges ,Signaling®

vermittelt werden muss.
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Des Weiteren zeigt das Tumorgefaldsystem unter Therapie mit antiangiogenen
Medikamenten eine Erhdéhung des Gefallddurchmessers, was auch durch andere
Studien zuvor gezeigt werden konnte (11, 12, 50, 51, 154). Diese Veranderung lasst
sich auch in der Gruppe der EphB4-Uberexpression sehen. Interessanterweise ist die
Erhéhung des Durchmessers durch die Eph-B4-Uberexpression, sowohl bei den nicht-
therapierten als auch therapierten Tieren, doppelt so hoch wie in der Kontrollgruppe
unter Therapie mit Sunitinib. Somit kommt es durch die Erhéhung der Expression des
Eph-B4-Rezeptors auf den Endothelzellen der Maus zu einer Verbesserung der
Perfusion des Tumors, wie sich an den Ergebnissen der Blutflussraten bestatigen
lassen. Unsere Ergebnisse knipfen damit direkt an Ergebnisse in
immunhistochemischen Untersuchungen von z.B. Noren et al. an, die 2004 zeigen
konnten, dass es durch Expression von EphB4 (welchem die intrazellulare
Tyrosinkinase-Aktivitat fehlte; somit wurde der Effekt vermutlich Uber Ephrin B2
vermittelt) in MDA-MB-435-Tumoren zu einer Erhdhung des GefalRdurchmesser und der
Perfusion der Tumoren kommt (53). Auch Erber et al. stellten ahnliche Veranderungen
des Gefallsystem fest. Neben erweiterten Gefallen konnte auch von lhnen eine erhdhte
Perfusion der EphB4 Tumore gesehen werden (13).

Wahrend die Erhohung der GefalRdurchmesser unter antiangiogener Therapie (ohne
Beeinflussung der Eph-B4 Expression) durch frihere Studien von Vajkoczy et al. im C6
Gliom (Ratte) nicht beobachtet wurden, konnte damals aber ebenfalls eine Erhéhung
der Perfusionsrate verzeichnet werden (5, 6, 7). Dabei sei zu erwahnen, dass damals
Semaxanib (SU 5416), ein Inhibitor von Flk-1/KDR und somit VEGFR2, verwendet
wurde und somit die Ergebnisse nicht direkt vergleichbar erscheinen. Die Ergebnisse
von Erber et al. aus 2004 lieRen ebenfalls keine Veranderung des GefalRdurchmessers
beobachten. Auch hier wurde SU 5416 verwendet (14). Auch Bampi et al. zeigten im
Plattenepithelkarzinom eher eine Reduktion des Gefalldurchmessers oder
morphologische  Veranderungen im Sinne einer Normalisierung des
Tumorgefalisystems unter antiangiogener Therapie, wie sie zuvor auch schon von

anderer Seite postuliert wurden (54-56).

Wie einleitend dargestellt stehen nicht nur die direkt zum Gefaldssystem gehoérenden

Zellen im Interesse der Erforschung des vaskularen Systems oder im Speziellen der
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Tumorangiogenese. Auch die umgebenden mesenchymalen Zellen, und insbesondere
die Perizyten, scheinen eine wichtige Rolle in der Entwicklung und spateren
Beeinflussung mikrovaskularer Vorgange zu spielen (13, 61, 62).

Unsere Studie versuchte die Verdnderungen der Permeabilitdt unter Uberexpression
von EphB4 und antiangiogener Therapie anhand von intravitalmikroskopischer
Bestimmung des Permeabilitatsindex und Immunhistochemischer Farbung von
Perizyten durch Einsatz von Pecam/Desmin zu erfassen. Wie zuvor erwahnt ist die
Verwendung dieser Antikorper mit Einschrankungen in der genaueren Aussage zur
Perizyten-Endothel-Assoziation verbunden, da Desmin nicht nur auf Perizyten zu finden
ist. Trotzdem deuten unsere Ergebnisse daraufhin, dass es, vermittelt durch EphB4
respektive Ephrin B2, zu einer erhohten Assoziation der Endothelzellen mit
umliegenden Zellen mesenchymalen Ursprungs kommt. Wahrend Erber et al. unter
Verwendung von SU 6668 (Blockade von VEGFR-2 und PDGFR-B) keine verminderte
Perizyten-Endothel-Interaktion sehen konnten, fuhrte die Therapie unserer Tumore mit
SU 11248 zu einer Verminderung der Perizyten-Endothel-Interaktion, welche unter
EphB4-Uberexpression wieder tendenziell normalisiert erschien (14). Diese Ergebnisse
korrespondieren mit Erkenntnissen, die von Kimura et al. gewonnen wurden. Dort
wurde durch Verwendung eines I6slichen EphrinB2-Fc Antikdrpers eine Aktivierung des
EphB4-Rezeptors erzielt, welche eine hdhere Assoziation von a-SMA-positiven Zellen
und CD31-positiven Zellen zur Folge hatte. Eine Verwendung eines EphB4Fc-
Antikorpers zur Aktivierung von EphrinB2 fuhrte nicht zu diesen Ergebnissen (64). In
einer Studie von Scehnet et al. wurde beschrieben, dass Injektion von l6slichem
sEphB4 (somit eine Blockade sowohl von ,forward“- als auch ,backward“-signaling) zu
einem weniger reifen Gefallsystem fuhrt (59, 65). EphB4 scheint somit einen
stabilisierenden Effekt auf das Tumorgefalisystem zu haben, welcher unabhangig von
VEGF oder PDGF vermittelt wird. Eventuell wird die Stabilisierung des
Tumorgefaldsystems auch Uber eine verstarkte Rekrutierung oder Differenzierung von
perivaskularen, stabilisierenden Zellen aus Tumorstammzellen vermittelt (63).

Der erhdhte Permeabilitatsindex in der pLXSN-Gruppe unter Therapie, der EphB4wt-
Gruppe und der EphB4wt-Gruppe unter Therapie im Vergleich zur pLXSN-Gruppe ohne
Therapie, deuten auf eine verminderte Permeabilitat des GefalRsystems unter diesen

Bedingungen hin. Somit scheint zum einen die Therapie mit Sunitinib zu einer
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verminderten mikrovaskularen Permeabilitat zu fuhren, was auch in anderen Studien
gesehen wurde (12). Zum anderen fihrt auch die Uberexpression von EphB4 zu einer
Verminderung der Permeabilitidt. Unter Therapie und gleichzeitiger Uberexpression
kommt es sogar zu einer nochmals starkeren Verminderung der Permeabilitat. Des
Weiteren konnten in der pLXSN Gruppe unter Therapie, neben der erhohten
extravasalen Intensitat der Fluoreszenz, eine deutlich starkere Bildung von FITC-

Dextran-Kristallen gefunden werden (siehe Abbildung 20, Seite 56).
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Abbildung 20: Intravital-Konfokale-Laser-Mikroskopie.
Pfeile deuten auf FITC-Dextran Kristalle die sich nach Extravasation von FITC-Dextran
gebildet haben. Dies kann als indirektes Zeichen fir eine hohe Gefalipermeabilitat

gewertet werden.

Diese Ergebnisse stehen in einer Linie mit der Erhdhung der Blutflussrate Q und der
erhdhten Pecam-Desmin-Ratio in der Immunhistochemischen Farbung. Auch durch
Erber et al. konnte eine Reduktion der Permeabilitat des TumorgefalRsystems des
Glioms beobachtet werden, wahrend z.B. Dimova et al. keinerlei Einfluss von EphB4

auf die Permeabilitat in der area vasculosa des Huhn-Embryos sehen konnten (14).

56



4.2.3 EphB4 stabilisiert Tumorwachstum und vermindert Apoptose

Unsere Studie zeigt, dass es unter Uberexpression von EphB4 und Therapie mit
Sunitinib zu einem konstant bleibenden Tumorwachstum kommt. Die Gruppe der
pLXSN-Tumore unter Therapie zeigt im Vergleich dazu ein deutlich vermindertes
GrolRenwachstum. Dabei sind die pLXSN-Tumore unter Therapie mit Sunitinib am Ende
des Beobachtungszeitraumes ca. 50% kleiner als die Tumore der anderen Gruppen.
Zudem zeigen die immunhistochemischen Untersuchungen, dass es durch EphB4 zu
einer verminderten Apoptoserate in den Tumoren kommt. Ein Effekt auf die Proliferation

der Tumorzellen konnen wir nicht nachweisen.

Dass EphB4 zu einer Progression anderer Tumorentitaten flhrt, wurde schon indirekt
von anderen Autoren beschrieben (68, 69). Mehrere Studien in denen I6sliche Formen
von EphB4-Antikorpern eingesetzt wurden zeigen eine deutliche Verminderung des
Tumorwachstums bei Inhibition des EphB4-Signalweges (58, 64) Diese Studien
unterstitzen unsere Ergebnisse und zeigen einen positiven Effekt von Aktivierung des
EphB4-Rezeptors auf das Wachstum der jeweiligen Tumorentitat.

Andere Studien zu diesem Thema postulieren Gegenteiliges. Noren et al. z.B.
beschrieben 2004, dass Aktivierung des EphB4-Rezeptors uber einen l6slichen
EphrinB2-Liganden zu einer Inhibition des Tumorwachstum fihrt und im Umkehrschluss
Aktivierung von EphrinB2 Uber einen EphB4-Liganden zu einem verstarkten
Tumorwachstum fihrt (53). Ahnliche Ergebnisse konnten in anderen Untersuchungen
und in anderen Tumorentitaten gemacht werden (66, 70).

Es ist zu vermuten, dass der Effekt der Aktivierung von EphB4 immer im Kontext der
umgebenden Zellen und der Expression von EphrinB2 gesehen werden muss. So
beschreiben Rutkowski et al., dass alleinige Uberexpression von EphB4 in Prostata-CA-
Zellen (22Rv1) und Brustdrisenepithel (MCF-10A) ohne bindenden Liganden zu einem
verstarkten Wachstum in beiden Zelltypen fuhrt, wahrend es in Gegenwart des I6slichen
Liganden EphrinB2-Fc trotz Uberexpression von EphB4 zu einer Suppression des
Wachstums kommt (67)

Der in unserer Studie gesehene antiapoptotische Effekt von EphB4, wird auch durch

Ergebnisse anderer Studien gestiitzt. Kumar et al. zeigten im Modell eines kolorektalen
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Karzinoms, dass nach Uberexpression von EphB4 eine Reduktion der Apoptoserate zu
beobachten ist (68)

Liu et al. konnten eine erhohte Apoptoserate in Mesotheliomen nach Einsatz von
EphB4-Antikorpern sehen (72). Und auch Spannuth et al. sahen durch therapeutischen
Einsatz von EphB4-inhibierenden Antikorpern stark erhdhte Apoptose-Raten, sodass im
Umkehrschluss eine Uberexpression von EphB4 mit einer verminderten Apoptose-Rate

einhergehen musste (73).

Zur Klarung der wachstumsfordernden oder -hemmenden, proliferationsfordernden oder
—hemmenden und proapoptotischen oder antiapoptischen Effekte von EphB4 werden
weitere Untersuchungen notig sein, um eindeutigere Aussagen treffen zu konnen.
Unsere Studie zeigt, dass es durch EphB4-Uberexpression zu einem verstarkten,
stabileren Wachstum von Tumorgewebe unter antiangiogener Therapie kommt, wie es
auch durch viele andere Studien direkt oder indirekt belegt wurde (58, 64, 68, 73, 88).

In unserer Studie wurde folgender Einfluss auf die ,adaptiven Resistenzmechanismen®
unter Therapie mit Sunitinib gesehen: EphB4 fuhrt unter Therapie mit Sunitinib (I.) zu
morphologischen Veranderungen des Tumorgefal3systems, welche durch eine
stabilisierte funktionelle und totale GefalRdichte, einen erhohten vaskularen
Durchmesser, eine verminderte Permeabilitait und eine erhohte Perfusion der
Tumorgefalde charakterisiert sind.

Des Weiteren kommt es durch EphB4 (ll.) zu einer erhdhten Assoziation mit
perivaskularen Zellen, wobei durch nachfolgende Studien zu klaren sein wird ob es sich
dabei um Perizyten (73), zu Perizyten differenzierte Tumorstammzellen (63), oder
andere stabilisierende Zelltypen, beziehungsweise Mechanismen handelt (32).
AuBerdem vermittelt EphB4 (lll.) die Stabilisierung des Tumorwachstums und eine
Verminderung der Apoptoserate (68, 73, 87).

Diese Erkenntnisse zusammengefasst deuten auf einen durch EphB4 vermittelten
proangiogenen antiapoptotischen Effekt hin, wodurch zum einen Hinweise darauf
gegeben sein koénnten, dass EphB4 flr die, wahrend antiangiogener Therapie

gesehenen, Resistenzmechanismen von Bedeutung sein kénnte (22). Die Betrachtung
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der in der Tumorentitdt angelegten ,intrinsischen Resistenzmechanismen® ist durch

unsere Untersuchungen nicht moglich.

4.2.4 Sind Effekte von EphB4 liber Aktivierung von EphrinB2 vermittelt?

Auf Grund der Tatsache, dass sich diese Arbeit auf die Untersuchung des EphB4-
Rezeptors konzentriert, muss und soll an dieser Stelle auch die Rolle von EphrinB2 kurz
diskutiert werden. Bekanntermalien steht die Wirkung von EphB4 immer in engem
Zusammenhang mit seinem ,Liganden® EphrinB2 und die Zuordnung der durch EphB4
(bei Aktivierung der assoziierten intrazellularen TKI durch Bindung von EphrinB2 als
Jforward-signaling“ definiert (13)) beziehungsweise EphrinB2 (bei Aktivierung Uber
binden von EphB4 als ,backward-signaling® (22)) vermittelten Effekte auf
Vaskulogenese und Angiogenese ist schwierig (39).

Es deutet vieles darauf hin, dass die in unserer Studie gesehenen Effekte auf
Tumorwachstum und Tumorvaskulogenese nicht direkt durch die Aktivierung von
EphB4, sondern Uber das ,backward-signaling“ und EphrinB2 vermittelt werden. So sind
die unseren Ergebnissen entsprechenden Ergebnisse von Erber et al. sowohl unter
Uberexpression des vollstandigen EphB4-Rezeptors, als auch unter Uberexpression
eines EphB4 Rezeptors ohne TKI-Aktivitat, also intrazellulares ,forward-signaling®,
gefunden worden (13). Wohlgemerkt wurde die Transfektion nur in mauseigenen
Endothelzellen und nicht in den verwendeten humanen Gliomzellen vorgenommen (13).
In Untersuchungen von Noren et al. wurden Brustkrebszellen transfiziert welche dann
EphB4 Rezeptoren exprimierten, die intrazellular anstatt mit der TKI-Domane mit einem
EGFP-Molekul verbunden waren. Infolgedessen kam es zu einer verminderten
Expression von EphB4 in den Tumorzellen, sodass der fordernde Effekt auf das
Tumorwachstum auch dem aktivierten ,backward-signaling“ in HUVEC Zellen via
EphrinB2 zugesprochen werden muss (HUVEC, humane Endothelzellen) (53).

Andere Studien an MCF-7 Zellen (Mamma-CA) und ebenfalls HUVEC zeigten, dass
durch Einsatz von sEphB4 sowohl die Phosphorylierung von EphrinB2 als auch die
Phosphorylierung von EphB4 verhindert wird und der antiproliferative Effekt auf einer

Inhibition sowohl des ,backward-“, als auch ,forward-signalings“ beruhen muss (65).
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Es werden weitere Studien durchgefuhrt werden missen, um die genauen
Zusammenhange des komplizierten Ephrin/Eph-,Signalings® zu ergrinden. Der Einsatz
und die Effektivitat der gegen EphB4 gerichteten Antikdrpern und anderen Therapeutika
lasst EphB4 als interessantes Ziel therapeutischer Ansatze bestehen, unabhangig von
der Frage ob diese direkt Uber das ,forward-signaling“ des Eph-Rezeptors oder das

.backward-signaling“ des EphrinB2-Molekuls vermittelt werden.
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5. Zusammenfassung

Eph-Rezeptoren und Ephrin-Moleklle bilden die grote Familie der Tyrosinkinase-
Rezeptoren und haben grof’e Bedeutung in der Embryogenese, Angiogenese und
Tumorigenese. Insbesondere der EphB4-Rezeptor und der EphrinB2-Ligand werden in
verschiedenen Tumorentitaten verstarkt exprimiert und scheinen von essentieller
Bedeutung fur die Entwicklung des Tumorgefallsystems und das Tumorwachstum zu
sein. Der vielversprechende Ansatz der antiangiogenen Therapie hat sich in der
Behandlung einiger Tumorentitaten zum Teil als wirksam erwiesen, sei es im
Nierenzell-Karzinom oder dem Kolorektalen Karzinom. Die Behandlung anderer
Krebserkrankungen gestaltete sich als problematisch und die Ergriundung dieser
ineffektiven Therapie zu Grunde liegenden Zusammenhange und eventueller
Resistenzmechanismen ist derzeit Ziel vieler experimenteller Studien. Vorhergehende
Studien von z.B. Noren et al. oder Erber et al. ricken EphB4 und EphrinB2 in den
Mittelpunkt. Auch unsere Studie versucht den Einfluss von EphB4 auf die
Tumorangiogenes unter antiangiogener Therapie mit Sunitinib im Gliom-Modell zu
untersuchen.

Unsere intravitalmikroskopische Studie zeigt, dass es durch Uberexpression von EphB4
in den Endothelzellen von CD1-Nunu-Mausen zu morphologischen Veranderungen des
Tumorgefalisystems in SF126 kommt und dass diese Veranderung auch oder gerade
unter dem Einsatz des Tyrosin-Kinase-Inhibitors Sunitinib zu beobachten sind. So fuhrt
die Uberexpression von EphB4 zu einem erhdhten mikrovaskuldren Durchmesser, einer
konstanten funktionellen und totalen Gefalidichte, einer verminderten Permeabilitat der
Blutgefalle und einer erhdhten Perfusion des Tumorgewebes. Unsere
immunohistochemischen Untersuchungen zeigen eine durch EphB4 vermittelte erhohte
Assoziation des Endothels mit perivaskuldaren mesenchymalen Zellen, sowie eine
verminderte Apoptoserate unter Therapie mit Sunitinib. Des Weiteren flhrt
Uberexpression von EphB4 zu einem stabilisierten Tumorwachstum unter Therapie.
Einen Effekt auf die Proliferationsraten konnten wir nicht feststellen. Die Ergebnisse
deuten darauf hin, dass EphB4 einen proangiogenen, antiapoptotischen Einfluss auf
das sich entwickelnde mikrovaskulare System im Gliom hat und beteiligt sein kdnnte an

der Entwicklung von Resistenzmechanismen gegenuber antiangiogenen Therapeutika.
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7. Anhang

7.1 Abkilrzungsverzeichnis

22Rv1 -Zellen

a-SMA
ANG-1
ANG-2
CA
CCD
CD1
CD31
CD34
c-kit (SCFR)
Crk (p38)
D
DAPI
DMEM
DMSO
DNA
Dll4
EDTA
Efna1l
Efna2
EGFP
EPC
ERK
FBS
FDA

FLT3 (CD135)

FGF1
FGF2
FITC-Dextran

Flk-1 (KDR, CD309)

FVD
Fyn
GPI
HIF-1a

Zelllinie des Humanen Prostata-Zell-Karzinoms

alpha-smooth-muscel-actin
Angiopoetin-1

Angiopoetin-2

Karzinom

Charged-coupled Device

Cluster of differentiation 1

Cluster of differentiation 31

Cluster of differentiation 34

Stem cell growth factor receptor
Protoonkogen

GefalRdurchmesser

4’ ,6-Diamidin-2-phenylindol
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimethylsulfoxid

Deoxyribunucleic acid

Delta like ligand 4
Ethylenediaminetetraacetic acid
Ephrin A1 Gen

Ephrin A2 Gen

Enhanced Green Fluorescent Protein
Endothelial Progenitor Cells
Extracellular-signal Regulated Kinase
Fetal Bovine Serum

Food ans Drug Administration, USA
Fms-like tyrosine kinase 3

Fibroblast Growth Factor 1

Fibroblast Growth Factor 2
Fluorescein-5-isothiocyanate-Dextran
Fetal Liver Kinase 1

Functional Vessel Density
Tyrosinkinase
Glycosylphosphatidylinositol
Hypoxia-Inducible-Factor-1-alpha
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HUVEC Human umbilical vein endothelial cells

IFVM Intravital-Fluorescent-Video-Microscopy

JAGGED1 Ligand for NOTCH-1-Rezeptor

K Baker-Wyland-Faktor

KDR (Flk-1, CD309) Kinase insert Domain Receptor

KG Korpergewicht

Ki67 Antigen Kiel-67

kD kilo Dalton

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinases

MCF-7 Michigan Cancer Foundation-7 Zelllinie

MCF-10A Michigan Cancer Foundation-10A Zelllinie

MoMuLV Moloney Murine Leukemia Virus

mRNA messenger Ribonucleic Acid

MTP1-MMP Type-l transmembrane Metalloproteinase

NaCl Natriumchlorid

NMRI-nu/-nu Mausstamm

NRP1 Neuropilin-1 Gen

OFDI Optical Frequency Domain Imaging

0S Overall Survival

P Permealbilitatsindex

PBS Phospate Buffered Saline

PDGF-beta Platelet-Derived Growth Factor-beta

PDGFR Platelet-Derived Growth Factor Receptor

PDZ-Domane PSD95/SAP90, Disc large, Zonular occludentes-1-Domane

PFA Perfluoralkoxylalkan

PFS Progression Free Survival

PGC-1a Peroxisome receptor Gamma Coactivator 1-alpha

Pl Perfusionindex

Qv Blutfluss

Ras Rat Sarcoma Protoonkogen

RBCV Red Blood Cell Velocity

ROI Region Of Interest

SDF1-a (CXCL12) Stromal cell-Derived-Factor 1-alpha

c-Src scellular-Sarcoma® Tyrosinkinase

TGF-R Transforming Growth Factor-beta

Tie2 Tyrosine-Kinase with immunglobulin-like and EGF-like
domains 2

TK Tyrosine-Kinase

TKI Tyrosin-Kinase-Inhibitor
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TVD
VEGF-A,B,C
VE-cadherin
VEGFR-2
vSMC

Total Vessel Density

Vascular Endothelial Growth Factor-A,B,C
Vascular Endothelial-cadherin

Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-2

vascular Smooth Muscle Cell
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7.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:
Abbildung 6:
Abbildung 7:
Abbildung 8:
Abbildung 9:

Abbildung 10:
Abbildung 11:
Abbildung 12:
Abbildung 13:
Abbildung 14:
Abbildung 15:
Abbildung 16:
Abbildung 17:
Abbildung 18:
Abbildung 19:
Abbildung 20:

CD1 nu/nu Nacktmaus mit praparierter Rickenhautkammer
Arbeitsplatz Intravitalfluoreszenz-Mikroskopie
Intravitalfluoreszenz-Mikroskopie, ausgewahlte Bilder

Die Veranderung des Gefalddurchmessers ulber die Zeit
Die Veranderung der TVD Uber die Zeit

Die Veranderung der FVD Uber die Zeit

Die Veranderung der Permeabilitatsindices Uber die Zeit
Die Veranderung der Perfusionsindices uber die Zeit

Die Veranderung des volumetrischen Blutflusses Q, Uber die Zeit
Immunhistochemie, CD31/Desmin, ausgewahlte Bilder
Immunhistochemie, CD31/Desmin, Diagramm
Immunhistochemie, Ki67/DAPI, ausgewahlte Bilder
Immunhistochemie, Ki67/DAPI, Diagramm
Immunhistochemie, CD31/Ki67, ausgewahlte Bilder
Immunhistochemie, CD31/Ki67, Diagramm
Immunhistochemie, Caspase 3, ausgewabhlte Bilder

Immunhistochemie, Caspase 3, Diagramm

Intravitale-Konfokal-Laser-Mikroskopie Therapiegruppen, Beispielbilder

Volumen der subkutanen Xenografts tber die Zeit

Intravitale-Konfokale-Laser-Mikroskopie, FITC-Kristalle
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8. Eidesstattliche Versicherung

.ich, Moritz Markel, versichere an Eides statt durch meine eigenhandige Unterschrift,
dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: Der ,Einfluss von Eph B4 auf die
Vermittlung vaskularer Resistenz im Rahmen einer antiangiogenen Therapie®
selbststandig und ohne nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als
die angegebenen Quellen und Hilfsmittel genutzt habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortragen anderer
Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe ,Uniform Requirements
for Manuscripts (URM)“ des ICMJE -www.icmje.org) kenntlich gemacht. Die Abschnitte
zu Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen, statistische
Aufarbeitung) und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und Tabellen)
entsprechen den URM (s.0) und werden von mir verantwortet.

Meine Anteile an etwaigen Publikationen zu dieser Dissertation entsprechen denen, die
in der untenstehenden gemeinsamen Erklarung mit dem/der Betreuer/in, angegeben
sind. Samtliche Publikationen, die aus dieser Dissertation hervorgegangen sind und bei
denen ich Autor bin, entsprechen den URM (s.0) und werden von mir verantwortet.

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen
einer unwahren eidesstattlichen Versicherung (§156,161 des Strafgesetzbuches) sind
mir bekannt und bewusst.”
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