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Kurzfassung

Hintergrund: Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist der am h&ufigsten auftretende und letalste
primdre Hirntumor des Erwachsenen. Trotz multimodaler Behandlungsansétze bleibt die mittlere
Lebenserwartung nach Diagnosestellung anhaltend gering. Eine ausgeprégte Tumorangiogenese
ist eines der pathologischen Kennzeichen des Glioblastoms, sodass antiangiogene Therapieansatze
einen relevanten Stellenwert im Therapieregime haben. Der in den 90er Jahren entdeckte Apelin-
APLNR-Signalweg spielt neben diversen physiologischen Prozessen im menschlichen Korper vor
allem in der embryonalen Angiogenese eine Rolle. Vorangegangene Studien zeigten eine Hochre-
gulierung von Apelin und seines Rezeptors (APLNR) im Gewebe menschlicher Glioblastome und

dort insbesondere in Arealen mikrovaskularer Proliferationen.

Methoden: Um den Einfluss Apelins auf die Vaskularisierung und die GroRenentwicklung des
Glioblastoma multiforme zu analysieren, wurde fir diese Arbeit ein orthotopes Xenograftmodell
humaner Glioblastomzellen (U-87 MG) fur die Maus genutzt und eine von U-87 MG ausgehende
Glioblastomzelllinie mit herabgesetzter Apelinexpression mittels lentiviraler ShRNA-Transduk-
tion geschaffen. Als Versuchstiere dienten einerseits immundefiziente Mausstdmme mit naturli-
cher Apelinkompetenz sowie institutsintern gekreuzte immundefiziente Méause mit reduzierter A-
pelinproduktion. Weiterhin wurde in der Versuchsgruppe mit eingeschrankter muriner und tumo-
raler Apelinexpression Apelin-13-Peptid oder ein Apelinantagonist nach intrazerebral in das Tu-
morgebiet gebracht. Detaillierte stereologische, histologische Schnittbild- und MRT-analytische
Auswertungsmethoden wurden genutzt, um Parameter der Tumorvaskularisation (Vessel Length
Density (Geféallangendichte), Gesamtgefallange, Komplexitat des vaskularen Netzwerks, Gefal-
[/Perizytenanzahl, Gefal-/Perizytenflache, Gefal3-/Perizytendiameter, perizytarer Bedecktheits-

grad sowie Vorkommen von Nekrosen und H&morrhagien) und Tumorvolumina zu vergleichen.

Ergebnisse: Eine Reduktion der Apelinexpression in den Tumorzellen bewirkte eine
Herabsetzung der Tumorvaskularisation. Darlberhinaus fiihrte die Inokulation von Apelin-Knock-
down-Tumorzellen in Knock-out-Tieren zu kombinatorischen Effekten in der Reduktion der
Neoangiogenese und resultierte in einer derart reduzierten Tumorvaskularisation, die sie mit der
im physiologischen Hirngewebe des Striatum vergleichbar werden liel3. Die direkte Infusion von
Apelin in dieses Setting der kombinatorischen Apelindeletion stellte die typische
Tumorvaskularisation wieder her und steigerte die Tumorangiogenese. Der Verlust der
Apelinexpression resultierte des Weiteren in dem verringerten angiogeneseabhangigen

Tumorwachstum. Die verwendeten Methoden erbrachten keine signifikanten Unterschiede
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zwischen den Versuchsgruppen bzgl. des perizytaren Bedecktheitsgrads sowie im Vorkommen

von Nekrosen und Hamorrhagien.

Schlussfolgerung: Diese Arbeit bestétigt die Annahme, dass Apelin-APLNR-Signalwege einen
Einfluss auf die Ausbildung des tumoralen vaskularen GeféaRbetts und Tumorgréflie des verwen-
deten orthotopen Xenograftmodells hat. Des Weiteren liefert sie einen Einblick tber die Funktion
eines weiteren, bisher wenig beachteten, angiogenetischen Faktors in der Pathogenese des
Glioblastoma multiforme und bietet eine Grundlage zu alternativen Therapieansatzen in der Be-

handlung dieser aggressiven Tumorentitat.

Schlagworter: Glioblastoma multiforme, Apelin, Vessel Length Density, Tumorangiogenese
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Abstract
Signaling pathway of Apelin in glioma angiogenesis

Background: Gliomblastoma multiforme (GBM) are the most frequent malignant primary tumors
of the brain. They are highly invasive, infiltrate normal brain tissue and total surgical resection is
difficult. GBM survival and growth is determined by its characteristic intense tumor angiogenesis.
As a result, anti-angiogenic therapies play a significant role in current multimodal treatment strat-
egies and ongoing scientific studies. The peptide hormone apelin, which was first described in
1998 and signals through its G-protein coupled receptor APLNR, is closely associated with em-
bryonic angiogenesis. In addition to that, findings in previous studies show an apelin and APLNR
upregulation in regions of microvascular proliferations in GBM specimens, implying a role in

tumor angiogenesis.

Methods: To investigate apelin-APLNR signaling in tumor growth and pathological vessel for-
mation in glioblastoma multiforme an orthotopic model of tumor formation in the mouse was es-
tablished. Next to the glioma cell line U87MG, expressing high levels of apelin in vitro, an apelin-
lacking U87MG cell line was created by lentiviral ShRNA transduction. Both mice with the ability
to express apelin and mice lacking apelin were used to test for a potential complementary role of
apelin originating from the glioma microenvironment. Furthermore, apelin lacking xenografts in
APLN-knockout-mice were directly infused either with apelin-13 or an antagonist. Detailed anal-
yses of vascularization, glioma growth as well as vascular und pericytal morphology and degree
of pericytal coverage by stereomorphology, MR imaging and immunohistochemistry were con-

ducted in the mentioned test animal groups.

Results: A knockdown of the tumour cell-derived apelin reduced the tumour angiogenesis of
U87-xenografts. An additional depletion of apelin expression in APLN-knockout mice led to an
aggravated decrease in vascularization, which was comparable to healthy striatal vasculature. Di-
rect infusion of the bioactive peptide apelin-13 directed the angiogenesis to normalization. Fur-
thermore, loss of apelin caused a reduction of angiogenesis-dependent tumour growth. The peri-
cytal coverage as well as the incidence of necrosis and hemorrhages did not significantly differ in
relation to the existing apelin level.

Conclusion: Overall, the results suggest that apelin signaling is required for the formation of gli-
oma vascular beds and, consequently, glioma growth. We are anticipating that apelin-APLNR sig-

naling may serve as novel target for anti-angiogenic tumor therapy.

Keywords: Glioblastoma multiforme, apelin, vessel length density, tumor angiogenesis
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1 Uberblick

Das Glioblastoma multiforme (GBM) weist die hdchste Letalitat der von Gliazellen ausgehenden
Hirntumoren auf2, Es ist charakterisiert durch ein duRerst invasives und destruierendes Wachs-
tum, sodass trotz aufwendiger Therapieverfahren mit Kombinationen aus chirurgischer Interven-
tion, Bestrahlung und Chemotherapie die mittlere Lebenserwartung von Patient*innen mit GBM
ab Diagnosestellung zwischen 8,5 — 16 Monaten liegt'*". Um dieses Ergebnis zukiinftig zu ver-

bessern, ist eine Entwicklung alternativer Therapiestrategien von Interesse.

Werden die biologischen und molekularen Mechanismen betrachtet, die die Entstehung und das
Wachstum dieses aggressiven soliden Tumors vorantreiben, lassen sich viele Gemeinsamkeiten
mit Uiber 200 anderen soliden Tumorentitaten finden®. So wird die Ausbildung eines GefaRnetzes,
welches die Tumorzellen mit N&hrstoffen und Sauerstoff versorgt, als Schltsselereignis in der
Entstehung solider Tumore, wie auch dem GBM, betrachtet®. Diesem Ansatz folgend schlug Ju-
dah Folkman erstmals den therapeutischen Angriff auf die Tumorgefale solider Tumoren als

maogliche Strategie zur Beeinflussung des Tumorwachstums vor °,

Ein bedeutender Faktor im Prozess der GefalRneubildung stellt das Peptid vascular endothelial
growth factor (VEGF) dar, welcher in hohem MaRe in malignen Hirntumoren exprimiert wird.
Aus diesem Grund ist VEGF seit einiger Zeit zu einem beliebten Angriffsziel fur antiangiogene
Therapieverfahren geworden und Inhalt vieler therapeutischer Studien im Kampf gegen maligne
Hirntumore. Der anfangliche Enthusiasmus fiir diesen antiangiogenen Therapieansatz wurde je-
doch durch Berichte geschmalert, die tumorale Resistenzen gegen anti-VEGF-Therapien aufzei-
gen und auf eine Adaptation der Neoplasien durch die Aktivierung anderer Aktivatoren der An-
giogenese hinweisen'!. Auf der Suche nach alternativen Therapieansitzen fiir die Behandlung des
GBM ist demnach erneut die Ausweitung der Grundlagenforschung auf dem Gebiet der Tumo-

rangiogenese von hoher Dringlichkeit.

Seit den 1990er Jahren gewann der bis dahin noch weitgehend unbekannte Signalweg von Apelin
(APLN) und seinem Rezeptor (APLNR) an Bedeutung in der angiogenetischen Forschung. So
konnte seit seiner Erstbeschreibung neben einer zentralen Rolle bei der Regulation der embryo-
nalen Angiogenese auch ein Einfluss auf die Tumorangiogenese postuliert werden'2. Die Arbeits-
gruppe um Sorli zeigte, dass eine ektopische Uberexpression von Apelin im subkutanen Tumor
eines Mausmodells mammarer Karzinomzellen das Tumorwachstum und die Bildung von grofRRen

intratumoralen GefaRen fordern kanne,
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Vorbereitend auf diese Arbeit wurde gezeigt, dass Apelin in Geweben des GBM exprimiert
wird**. Um die Rolle von Apelin in der Tumorentstehung genauer zu betrachten, wurde anschlie-
Rend eine Gliomzelllinie generiert, in welcher Apelin spezifisch mittels antisense-RNA herunter-
reguliert wurde. Sowohl die Wildtyp- als auch die generierte apelindefiziente Zelllinie wurden als

orthotope Xenografts in Mdusehirne implantiert.

Unter Anwendung eines komplexen in-vivo-Systems in der Maus soll die Rolle des
Apelin/APLNR-Signalweges in der Pathogenese von Hirntumoren genauer charakterisiert
werden. Das Verhalten von Tumorzellen in dem vielschichtigen Mikromilieu des murinen Hirns
lasst sich mit in-vitro-Methoden nur eingeschrankt modellieren. Im Fokus liegen die hirneigenen
Gefalle der Maus, deren spezifische Antwort auf die eingefiihrten Tumorzellen aus induziertem
Wachstum und Reorganisation (Angiogenese und Vaskulogenese) besteht und die in ihrer
Komplexitat im dreidimensionalen Raum des Hirngewebes nicht zu Ubertreffen sind. Die
Anwendung eines komplexen in-vivo-Systems in der Maus zur Kl&rung der hier aufgeworfenen
Fragen ist somit unerlasslich. Ein besseres Verstandnis tiber einen weiteren, bisher in diesem Feld
wenig beachteten angiogenetischen Faktor in der Pathogenese des GBM, bietet mdglicherweise
eine Grundlage zu alternativen Therapieansatzen in der Behandlung dieser aggressiven

Tumorentitat.

1.1 Angiogenese und Antiangiogenese

Das kardiovaskuldare System ist das erste funktionierende Organsystem im sich entwickelnden
Embryo®®. Wahrend einzellige Lebensformen direkt im Austausch mit ihrer Umgebung stehen,
sind mehrzellige, hoher entwickelte Organismen auf die Transportmechanismen eines Blutge-
faksystems angewiesen. Uberlebensnotwendige Nahrstoffe und Sauerstoff konnen so auf dem
Weg der nur wenige Millimeter reichenden Diffusion in jede Zelle des Organismus gelangen und
den zellul&ren Stoffwechsel sicherstellen. Bei der Entstehung neuer BlutgefaRe, zusammenfassend
Angiogenese genannt, werden drei voneinander getrennte Arten unterschieden: die Vaskuloge-
nese, die Arteriogenese und die Angiogenese im engeren Sinne*8. Obwohl auch physiologisch an-
tiangiogen ablaufende Prozesse existieren, werden heute unter Antiangiogenese in erster Linie
Therapiekonzepte zusammengefasst, die der GefalRneubildung in erkrankten Geweben entgegen-

wirken sollen!”18,
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1.1.1 Morphologischer Aufbau von Blutkapillaren

Anhand von Morphologie und Funktion werden Blutgefalie in Arterien, Arteriolen, Kapillaren,
Venolen und Venen eingeteilt. Die Wande der Arterien, Arteriolen, Venen und Venolen bestehen
aus drei Schichten — der Tunica interna (Endothelzellen), der Tunica media (glatte Muskelzellen)
und der Tunica externa (u. a. Fibroblasten und Extrazellularmatrix). Kapillaren hingegen setzen
sich von innen nach aullen aus einer Schicht Endothelzellen, welche das Kapillarlumen formen,

einer ihnen anliegenden Basalmembran und umgebenden Perizyten zusammen?®.

Unter physiologischen Bedingungen kleiden Endothelzellen das Blutgefalsystem mit einer Ge-
samtoberflache von ca. 7.000 m? ( ~ 6x10% Zellen) vollstandig aus?. Als Beispiele ihrer vielfal-
tigen Funktionen bilden sie die Barriere zwischen Blut und Gewebe, regulieren den kapillaren
Stoffaustausch zwischen diesen Kompartimenten und machen den Informationsaustausch immu-
nologischer VVorgénge zwischen verschiedenen Organen moglich. Das Endothel wird — mit stei-
gender Durchlassigkeit — in drei Typen eingeteilt: kontinuierlich, fenestriert und diskontinuier-

|ich20-23

Basolateral den Endothelzellen aufsitzend befindet sich die Basalmembran, welche als speziali-
sierte Form der extrazellularen Matrix angesehen wird. Sie besteht aus Kollagen Typ IV, Gly-
koproteinen und Glykosaminoglykanen, welche von Endothelzellen, Perizyten und Fibroblasten
gebildet werden. Im standigen Kontakt zu den Endothelzellen der Gefél3e dienen sie der struktu-
rellen Formgebung und tragen bei der Kapillarelastizitat zur Bewaltigung des hydrostatischen Dru-
ckes bei. AuRerdem erwiesen sich einige Bestandteile der Basalmembran, wie Laminin und Kol-

lagen Typ IV, als Schliisselelemente in der Regulation der Angiogenese?,

Der Basalmembran von auRen aufliegend durchdringen Perizyten diese mit feinen Fortsétzen. Sie
dienen als flache Stiitzzellen und nehmen diverse mechanische, metabolische und signalgebende
Aufgaben wahr (folglich Abbildung 1)?. Perizyten und Endothelzellen beeinflussen sich gegen-
seitig in ihrer Mitoserate, der Reifung und in ihrem Uberleben?. Das MaR der Perizytendichte an

der GefaRauBenflache bestimmt den Grad der GefaRpermeabilitat?’.



Uberblick 14

Regulation of extracellular matrix

Regulation of vascular \§§ protein secretion and levels

stability and architecture

Regulation of tight and

adherens junctions _4
and bulk flow fluid £
transcytosis <&~

Regulation of capillary
diameter and blood flow
\ hagocytosis

>

Abbildung 1 — Darstellung einer Kapillare mit Heraushebung perizytarer Funktionen. Neben den darge-
stellten Aufgaben der (1) Beeinflussung von Zellverbindungen der Tight und Adherens Junctions, (2) Re-
gulierung der vaskularen Stabilitat und Architektur, (3) Proteinsekretion zum Aufbau der Extrazellular-
matriX, (4) Regulierung des Kapillardurchmessers und des intravaskuldren Blutflusses sowie der (5) Pha-
gozytose werden perizytédr auch die Synthese und Sekretion von vasoaktiven Agonsisten zur Autoregulation
der BlutgefalRe und die Synthese und Ausschiittung von Bestandteilen der Basalmembran kontrolliert und
umgesetzt (Abbildung von Winkler et al., 2011, ReUseLicenseNumber 4901781491283)%%8,

1.1.2 Gefallneubildung und -reifung

In der dritten Gestationswoche findet die Ausbildung und Spezifizierung der Blutgefal- und
LymphgefaRsysteme im vertebralen Organismus statt. Die Entwicklung des BlutgefaRsystems
nutzt die Prozesse der Vaskulogenese und Angiogenese?®=°,

So werden in der Vaskulogenese neue Blutgefale aus zirkulierenden, endothelialen VVorlauferzel-
len (Angioblasten) gebildet. Angioblasten entwickeln sich urspriinglich aus vom Mesoderm ent-
stammenden Hamangioblasten, welche als bipotente Stammzellen auch Vorldufer hdmatopoieti-
scher Zellen sind. Wahrend der embryonalen Entwicklung ordnen sich Angioblasten lose strang-
artig aneinander und reifen im weiteren Verlauf in einen primaren BlutgefalBplexus aus. Dieser
beschreibt ein sehr einfaches homogenes Netzwerk aus Endothelzellen!>3132 (Abbildung 2). Im
adulten Organismus ist die Vaskulogenese nur in Ausnahmen zu finden, wie beispielsweise bei
kardio- oder zerebrovaskularen Erkrankungen und soliden Tumoren®:,
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Abbildung 2 — Mechanismen der vaskuldaren Entwicklung. Aus dem Mesoderm entsprungene
H&mangioblasten entwickeln sich zu Vorlaufern vaskulérer Endothelzellen und formen so primére kapillére
GefaBwénde (Vaskulogenese). Der Umbau des primaren kapillaren Gefainetzwerkes und die Entwicklung
neuer Gefale durch Proliferation und Migration von Endothelzellen schon bestehender GeféRe
(Angiogenese) sorgt fur den Umbau in reife Arterien und Venen (Abbildung von Oliver et al., 2004,
ReUseLicenseNumber 4901790086537)%.

Wahrend der Angiogenese erwachsen neue BlutgefaRe aus schon existierenden BlutgefaRen — dem
vaskularen Plexus in der Embryonalphase oder reifen GefaRen im adulten Organismus®. Es wer-
den entweder weitlumige BlutgefaRe durch den Vorgang der Intussuszeption (Einstiilpung) ge-
teilt® oder — und haufiger auftretend — es entstehen neue BlutgefaRe durch Kapillarsprossung.
Dabei binden proangiogene Faktoren, wie beispielsweise VEGF, platelet-derived growth factor
(PDGF), hypoxia-inducible factor-1a (HIF-1a), Angiopoetin-2 (Ang-2) und andere (folglich Ab-
schnitt 1.1.3), an spezifische Rezeptoren von Endothelzellen schon existierender BlutgefaRe.
Durch die Aktivierung endothelialer Signalkaskaden werden Enzyme produziert und freigesetzt,
welche die nahe gelegene Basalmembran und die basolaterale Extrazellularmatrix lokal auflosen.
Die freigesetzten Enzyme beinhalten Matrixmetalloproteinasen (MMP), die entsprechend ihrer
Substrate in Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine und membranassoziierte MMP eingeteilt
werden®. Die aktivierten Endothelzellen verandern ihre Interaktionen mit perivaskuldren Zellen
(v. a. Perizyten) und proliferieren und migrieren aus ihrem Zellverband durch die entstehenden
Lacher in der Basalmembran®’. Die Migrationsrichtung wird chemotaktisch durch den Diffusions-
gradienten freigesetzter Wachstumsfaktoren, wie VEGF, Angiopoetin-1 (Ang-1) und basic fib-
roblast growth factor (b0FGF), vorgegeben. Das Vorwartssprossen der neuen Kapillaren wird des
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Weiteren durch als Enterhaken fungierende Adhé&sionsmolekile (Integrine avp3 und a581) un-
terstiitzt33°, Ausgeschiittete MMP losen das Gewebe vor der Spitze der sprossenden Kapillaren.
Die Endothelzellen werden in der Form flacher und bilden nach und nach das Lumen der neu
wachsenden BlutgefaRe aus. Einzelne Kapillarréhrchen aus unterschiedlichen Richtungen verbin-
den sich anschlieBend und formen ein neues Blutgeféalinetz. Proteinaseinhibitoren, wie plasmino-
gen activator inhibitor-1 (PAI-1), verhindern den Abbau provisorischer Extrazellularmatrix in der
Umgebung der neugebildeten GefaRe. PDGF, welches von aktivierten Endothelzellen ausgeschiit-
tet wird, rekrutiert zuletzt Perizyten und glatte Muskelzellen, die sich zur Stabilisierung der neuen

GefaRe von basolateral anlagernt®3740-43,

Von den Prozessen der Vaskulo- und Angiogenese abzugrenzen ist die Arteriogenese, bei der es
sich um die Entstehung von ErsatzblutgefaRen handelt. Im Falle eines auftretenden BlutgefaRver-
schlusses bilden sich aus bereits bestehenden Arteriolen Kollateralgefale, die die Versorgung des
betroffenen Gewebes wieder bereitstellen. Der VVorgang der Arteriogenese spielt vor allem bei

Herz-Kreislauf-Erkrankungen eine Rolle*.

Die Reifung neu entstandener Gefalle wird zu einem Grofteil von Basalmembran und Perizyten
unterstitzt. Die Basalmembran dient als Quelle flr diverse Wachstumsfaktoren fiir Endothelzellen
und Perizyten®“®, Perizyten fordern Uberleben und Reifung der Endothelzellen durch direkte Zell-

zu-Zell-Interaktion und tiber parakrine Mechanismen (folglich Abschnitt 1.1.1)2546,

1.1.3 Molekulare Regulation der Angiogenese

Neuentstehung, Wachstum, Reifung und Uberleben von BlutgefaBen werden auf den Ebenen der
Genexpression, sowie Sekretion und Aktivierung von pro- und antiangiogenen Stimuli strikt re-
guliert. Die vaskuldre Homoostase ist von der Balance dieser Gegenspieler abhangig*®*3. Wird
dieses ausgewogene System gestort, kann eine exzessive Bildung von BlutgefaRen oder eine un-
zureichende Entwicklung des (lokalen) GefaRsystems die Folge sein und den Grundstein fiir ernst-

hafte Erkrankungen legen®.

1.1.3.1 Proangiogene Faktoren

Im Jahr 1996 wurden die Merkmale eines proangiogenen Faktors folgendermafRen definiert*’:

1.  Ein proangiogener Faktor ist an Orten der Angiogenese und nicht im normalen adulten Ge-

webe zu finden. Es sei denn, ein geeigneter Hemmstoff ist zeitgleich vertreten.
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2. Eristinder Lage, durch Diffusion an spezifischen Rezeptoren von Endothelzellen zu binden
und diese zu aktivieren. Hohe Konzentrationen fiihren zu einer vermehrten Bildung neuer
BlutgefaRe.

3. Eine Neutralisation des angiogenen Faktors durch naturliche oder synthetische Hemmstoffe

verhindert den VVorgang der Angiogenese.

Zum heutigen Tag ist eine Vielzahl proangiogener Faktoren bekannt. Zu den bedeutendsten pro-
angiogenen Faktoren gehdren neben VEGF und fibroblast growth factor (FGF) unter anderem
transforming growth factors a und g (TGF o oder B)), Angiopoetine, HIF-1a, Interleukine (IL),
wie bspw. I1L-6, Tumor-Nekrose-Faktor o (TNF o), PDGF und Apelin3143548,

VEGF stellt dabei nach heutigen Kenntnissen ein Schlisselprotein im Ablauf der Angiogenese
dar. Die durch VEGF ausgel6ste Signalkaskade wird als kritisches Ereignis der BlutgefaRneubil-
dung angesehen®#“°. Schon bei der Erstbeschreibung 1983 teilten Senger et al. dem damals als
endothelial cell specific growth factor benannten Protein eine stimulierende Rolle in der Angio-
genese und vaskularen Durchléssigkeit zu. Die VEGF-Familie beschreibt sieben strukturell ahnli-
che, dimere Glykoproteine, wobei sich die Bezeichnung VEGF im Allgemeinen auf den Faktor
VEGF-A dieser Familie bezieht*. Die von VEGF-A aktivierten intrazellularen Signalkaskaden
unterstiitzen die Endothelzellmigration und -proliferation, sowie das Uberleben der Endothelzellen
durch die Ausschiittung antiapoptischer Proteine®#34%%, Die Bedeutung von VEGF-A als Schliis-
selprotein und die Wichtigkeit der strengen Regulation angiogener Prozesse werden in diversen
murinen Experimenten deutlich, in denen sowohl eine verminderte als auch erhdhte Expression
von VEGF-A zu schweren vaskuldren Abnormalitaten fiihrten und welche schon embryonal letal

endeten®%3,

1.1.3.2 Antiangiogene Faktoren

Im Vergleich zu den proangiogenen Faktoren hemmen antiangiogene Faktoren entweder direkt
angiogene Reaktionen von Endothelzellen oder veranlassen indirekt die Blockade bestimmter
angiogener Substanzen. Im ausgewogenen System zur Regulation angiogener Prozesse sind sie
essentielle Gegenspieler der proangiogenen Faktoren®. Bekannte antiangiogenen Faktoren
umfassen unter anderem Angiostatin, Antithrombin 1ll, cartilage-derived inhibitor (CDI),
Endostatin, Fibronektin, Interferon-a und -B (INF-a oder - ) sowie Metalloproteinaseinhibitoren,
Prolactin, Vasostatin, Thrombospondin-1 und -2 (TSP-1 oder -2)83>%5,
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1.1.3.3 Der angiogene Switch

Im gesunden adulten Organismus wird nur selten eine Neubildung von BlutgefélRen benétigt. In
der Entwicklung gebildete, funktionstiichtige Blutgefalie mit intakter Blutzirkulation existieren im
Normalfall, ohne dass ein weiteres BlutgefaBwachstum zu verzeichnen ist. Daher befinden sich
Endothelzellen solange in einem ruhenden Stadium bis ihre Proliferation aktiviert wird. Pro- und
antiangiogene Faktoren halten sich in einem Gleichgewicht, um im Bedarfsfall eine streng regu-
lierte Blutgefalineubildung einzuleiten und wieder zu unterdriicken. Kommt es nun unter bestimm-
ten Voraussetzungen zu einem Umschalten des Ruhezustands in einen Zustand aktiver vaskularer
Neubildung, wird diese Verdnderung als angiogenic switch (angiogenes Umschalten) bezeich-

net37'56.

1.2 Angiogenese bei malignen Tumorerkrankungen

Die Entwicklung von malignen soliden Tumoren ist ein multifaktorielles Geschehen. Ausschlag-
gebend in der Entstehung entartenden Gewebes ist eine Anhdufung spontaner genetischer und
epigenetischer Veranderungen in Zellen, die dadurch Vorteile im Wachstums- und Invasionsver-
halten akquirieren®'’, Hanahan und Weinberg definierten als kritisches Merkmal von entarten-
den Geweben neben bspw. der Fahigkeit der Selbstversorgung, der Ausschiittung von Wachs-
tumssignalen, der Unempfindlichkeit gegeniber wachstumshemmenden Signalen und der Fahig-

keit zur Gewebeinfiltration und Metastasierung auch eine andauernde Angiogenese®”%8,

Schon im 19. Jahrhundert hat die Arbeitsgruppe um Goldmann eine Korrelation zwischen dem
vaskularen System und der Entstehung maligner Erkrankungen hergestellt®. Im Unterschied zur
GeféaRentwicklung in gesundem Gewebe werden die Mechanismen der Angiogenese unter patho-
logischen Bedingungen auf andere Weise reaktiviert®®. Hauptsachlich Inflammation, metaboli-
scher Stress und anhaltende Hypoxie veranlassen das GefdRwachstum im unterversorgtem Ge-
biet** und stéren das Gleichgewicht pro- und antiangiogener Faktoren. Die GefaBneubildung ist
dabei sowohl auf qualitativer, als auch auf quantitativer Ebene fehlgesteuert®43, Heute werden
mehr als 70 Funktionsstorungen auf eine fehlerhafte Angiogenese zurlckgefihrt, wobei sie auf
zwei gegensatzliche Arten — als exzessive oder insuffiziente Angiogenese — zur Entstehung bzw.

Progression dieser Erkrankungen beitragt®>%.,

Bei der insuffizienten Angiogenese sind neue BlutgefalRe in der Anzahl nicht geniigend oder

schlecht ausdifferenziert und somit nicht funktionsttichtig. Endothelzellen konnen Fehlfunktionen
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aufweisen. Die direkte Konsequenz ist die Unterversorgung der nachgeschalteten Organe und Ge-
webe. Folgen umfassen einerseits Wundheilungsstorungen, wie beim weit verbreiteten Diabetes
mellitus, oder andererseits Erkrankungen, dessen Pathogenese teils auf einer insuffizienten Blut-
gefaRbildung fullen, wie Alzheimer, diabetische Neuropathie, amyotrophe Lateralsklerose,

Atherosklerose, Restenosen, Nephropathien und Osteoporose®.

Eine pathologisch uberschieRende BlutgefalRbildung tritt im Rahmen einer exzessiven Angioge-
nese auf. Ursache ist zumeist eine Uberproduktion proangiogener Faktoren in diesem Gebiet,
welche den Einfluss inhibierender Faktoren aufhebt. Diese Situation ist beispielsweise bei Er-
krankungen entzlndlicher Genese, Obesitas, Asthma bronchiale, Multiple Sklerose, Endometri-
ose, Autoimmunerkrankungen, diabetischer Makulopathie, altersbedingter Makuladegeneration,
rheumatoider Arthritis, Psoriasis oder Tumorerkrankungen zu verzeichnen. Neu wachsende Blut-
gefale entstehen um erkranktes Gewebe zu versorgen. Gesundes Gewebe wird zerstort und bei
malignen Neoplasien zusétzlich die Abschwemmung von Tumorzellen in entfernte Korperregio-

nen gefordert.

1.2.1 Hypoxie-induzierte Angiogenese in Tumorgeweben

Neu entstehende Neoplasien werden anfangs durch Nahr- und Sauerstoffdiffusion aus angrenzen-
den BlutgefaRen versorgt. Frithe Studien haben gezeigt, dass Tumormassen eine GréRe von 1 mm?®
nicht ohne die Aktivierung von Angiogenese und die Entwicklung einer eigenen Blutversorgung
iiberschreiten konnen!®’. Erreicht eine Tumormasse also die kritische GroRe von wenigen Milli-
metern, sind die im Zentrum liegenden Tumorzellen mangelhaft versorgt und es kommt zunéchst
zu einem Wachstumsstillstand. Folkman bezeichnete Tumore in diesem Monate bis Jahre anhal-
tenden Zustand als ,,ruhend* (tumor dormancy)*°. Wird diese kritische GroRe dennoch iiberschrit-
ten, entstehen im Zentrum hypoxische Bereiche. Durch Hypoxie ausgeldste Signalwege vermitteln
die Expression proangiogener Faktoren, insbesondere VEGF, und die Neubildung von Blutgefa-
Ren in Richtung minderversorgter Tumorzellen wird angeregt*®6263, Langanhaltende und schwer-
wiegende hypoxische Zustdnde haben sowohl fir Normalgewebe als auch fir Tumorzellen den
Zelluntergang zur Folge. Oftmals besitzen jedoch Letztere die Fahigkeit sich mit zahlreichen Ab-
wehrmechanismen gegeniiber Stressoren, wie Hypoxie, anzupassen. Tumore, die trotz Stressoren
die Fahigkeit besitzen weiter zu wachsen, entwickeln hohe Resistenzen gegen angewandte chemo-
oder strahlentherapeutische MaRnahmen und kénnen mit einer schlechten Prognose korreliert wer-

den*62-8 Neben der Hypoxie-induzierten Tumorangiogenese umfassen andere Ausléser fiir ein
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voranschreitendes Tumorwachstum die Aktivierung von Onkogenen, die Hemmung von Tumor-
suppressorgenen und weitere durch Umgebungsbedingungen verursachte Stressoren, wie reaktive
Sauerstoffspezies, Glukosedeprivation oder der von umliegenden proliferierenden Zellen herbei-

gerhrte Druck?#3:48.62,63,66

In dem Moment, in dem sich das Verhéltnis zwischen pro- und antiangiogenen zugunsten der pro-
angiogenen Faktoren &ndert, dass heil3t der angiogene Switch erfolgt, verwandelt sich ein nicht
durchbluteter mitotisch wenig aktiver Zellverband in einen wuchernden malignen Tumor mit aktiv
proliferierenden und migrierenden Endothelzellen®>, Tumorzellen in hypoxischen Arealen nut-
zen den HIF-1/VEGF-A-Signalweg um mit Hilfe von so aktivierten Endothelzellen und der fol-

genden Hypoxie-induzierten Angiogenese eine Unterversorgung des Gewebes zu minimieren®’.

Der erste Schritt bei der Entwicklung neuer Tumorgefalie aus schon existierenden Gefalstrukturen
besteht in der Auflésung der Zellverbande nativer Blutgefalie. Tumorzellen akkumulieren um exis-
tierende Gefal3e und zerstoren die Zellkontakte zwischen Endothelzellen und der Basalmembran.
Aktivierte Endothelzellen sezernieren VEGF-A und Ang-2, welche die Proliferation, Migration
und das Uberleben von Endothelzellen regulieren, native BlutgefaBwande destabilisieren und die
Abdeckung durch Perizyten senken (vgl. auch Abschnitt 1.1.3.1)3"438"1 |m Folgenden wird die
Basalmembran und die umgebende Extrazellularmatrix durch MMP, bspw. in Glioblastomen ins-
besondere durch die synergistisch wirkenden MMP-2 und MMP-9"2, aufgeldst und die Gefakneu-
bildung mit Hilfe migrierender Endothelzellen setzt ein (vgl. auch Abschnitt 1.1.2)73,

1.2.2 Die Morphologie und Funktion von Tumorgefalien

Bendtigen Endothelzellen in gesunden ausdifferenzierten Geweben Jahre zur Erneuerung®’, reifen
BlutgeféaRe bei temporédr notwendiger Angiogenese, wie z.B. in Verletzungen, schon wesentlich
schneller und sind innerhalb kiirzester Zeit stabil”®. Wahrend im Normalfall die durch eine kurz-
fristig vermehrte Produktion von proangiogenen Faktoren gefiihrte Angiogenese in Arealen von
Verletzungen selbstreguliert wieder deaktiviert wird, kdnnen solide Tumoren, wie Dvorak es be-
zeichnete, als ,,nie heilende Wunden* betrachtet werden’®. Das ausgewogene System von Stimu-
latoren und Inhibitoren ist dort zugunsten der angiogenen Stimulation, insbesondere durch eine
Uberexpression von VEGF, anhaltend gestort*>7®. Neu ausgebildete TumorgefaRe befinden sich
im Vergleich zu Gefalien des gesunden Gewebes in standigem Wachstum und Umbau, sind unreif
und in vielen Gesichtspunkten verschieden. Unreife BlutgefaBnetzwerke von Tumoren prasentie-

ren sich als unorganisiert und ohne hierarchische Ordnung. Die GeféRe sind innerhalb des Tum-
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orgewebes ungleichmaRig verteilt, blind im Gewebe endend, irregulér geformt, dilatiert und ge-
wunden. Eingeschrankte Zell-Zell-Zusammenhalte, das Fehlen einer normalen Ummantelung mit
glatten Muskelfasern, abnorme Basalmembranen und erhdhte Durchléssigkeit fiihren dazu, dass
die neu ausgebildeten MikrogefaRe lecken und den intravaskuldren Druckgradienten nicht auf-
rechterhalten konnen. Interstitielle Hypertension, Odeme des Parenchyms, Hamorrhagien, sowie
die Pradisposition zur Metastasenentwicklung sind die Folge*?76-78,

Das Uberleben von Endothelzellen der TumorgefaRe ist im Gegensatz zu Endothelzellen der Ge-
faRe des Normalgewebes stark von Wachstumsfaktoren, wie VEGF, abhangig’®. Des Weiteren
wird die Reifung der Endothelzellen durch die Beeintrachtigung der Perizyten in malignen Gewe-
ben geschmélert. Perizyten fehlen oder gehen nur insuffiziente Zusammenhalte mit den Endothel-
zellen ein, was die Unreife der GefaRe maRgeblich beeinflusst*®. Strukturell und im Aufbau ab-
norme Basalmembranen beglnstigen in malignen Geweben die Metastasierung maligner epitheli-

aler Zellen und die Proliferation von Endothelzellen (vgl. auch Abschnitt 1.1.2)%.

Morphologische Abnormitéten fuhren in der Gesamtheit zu funktionsuntuchtigen Tumorblutgefa-
Ren, in denen Blut unregelméaRig, langsam oder gar hin- und herpendelnd flielt. Trotz aktiver An-
giogenese ist die Versorgung des wachsenden Tumorgewebes meist nicht ausreichend mdéglich, so
dass anhaltende Hypoxie und die dadurch begunstigte, fortwahrende Freisetzung proangiogener
Faktoren zu einer Uberproduktion des kapillaren Netzwerkes, besonders in der Tumorperipherie,
fuhrt. Dementsprechend zeigen molekulare Analysen der tumoralen Endothelzellen eine Hochre-
gulation diverser Molekile, die eine erhdhte Permeabilitét, Proliferation, Migration und Antiapo-
ptose unterstiitzen, wie bspw. VEGFR oder CD105%. Der geringere Sauerstoffpartialdruck und
die erhohte interstitielle Hypertension schafft ein schadigendes Mikromilieu im umgebenden Tu-
morgewebe. Im Sinne eines Circulus vitiosus beglinstigt dies selektiv das Entstehen eines malig-
nen Phanotyps, der wiederum zu erhéhter Mortalitats- und Morbiditat der erkrankten Patient*in-

nen fihrt*.

1.2.3 Antiangiogene Therapieansatze bei malignen Tumorerkrankungen

Konventionelle Therapieansatze zur Behandlung maligner Neoplasien basieren derzeitig auf den
Séulen der chirurgischen, strahlentherapeutischen und chemotherapeutischen Intervention. Eine
Kombination der Behandlungsansatze wird haufig verfolgt, um die Wahrscheinlichkeit des The-
rapieerfolgs zu erhéhen. Das Behandlungsregime wird je nach Art der Neoplasie, Stadium sowie

allgemeiner Verfassung der Patient*innen individuell gewahlt®,
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Wie oben beschrieben zeigen TumorgefaRe eine unausgewogene und lokale Uberexpression von
proangiogenen Faktoren (wie VEGF), welche in hohem Malie die Durchléssigkeit und die Neu-
bildung der Tumorgefalie beeinflusst. Verschiedene Arbeitsgruppen wiesen mit steigender Malig-
nitat von Bronchial-82, Nieren-8 und Mammakarzinomen®*, Adenokarzinomen der Bauchspei-
cheldriise®®, Tumoren des Magen-Darm-Traktes® und Ovarialtumoren®’ eine erhéhte VEGF-Ex-
pression nach, welche auch mit der Uberlebenszeit der beobachteten Patient*innen korreliert wer-
den konnte. Demzufolge sind VEGF und seine endothelialen Rezeptoren bedeutende Zielstruktu-
ren fiir antiangiogene Therapieansitze in der Tumorbehandlung®”8, Die Zulassung Bevacizumabs
(Avastin®) im Jahr 2005 fiihrte antiangiogene Therapeutika als eine vierte Saule in der Behandlung
maligner Neoplasien ein®. Grundlage dafiir war eine klinische Studie der Phase Il zur Behand-
lung des metastasierten kolorektalen Karzinoms, in der in Kombination mit den Chemotherapeu-
tika Irinotecan, 5-Fluorouracil und Leukovorin ein signifikanter Uberlebensvorteil festgestellt

wurde®,

Bevacizumab ist ein humanisierter monoklonaler Antikérper gegen die 4 Isoformen des humanen
VEGF-A. Er geht mit VEGF-A eine kovalente Bindung ein und verhindert dessen Bindung an auf
Endothelzellen exprimierten Rezeptoren. In der Folge bleiben die Aktivierung der Rezeptoren und
die Signaltransduktion ins Innere der Endothelzellen aus. Diese verbleiben in der Ruhephase und
es erfolgt weder deren Migration, noch Proliferation, welche zur Rekrutierung neuer Blutgefale
notwendig waren® (vgl. Abschnitte 1.1.3.1 und 1.2.1). Die Wirksamkeit von Bevacizumab konnte
bei der Behandlung von weiteren Neoplasien, wie Brustkrebs in Kombination mit Paclitaxel und
Lungenkrebs in Kombination mit Carboplatin und Paclitaxel, nachgewiesen werden®%, sodass
2007 die Zulassung fir die Behandlung des nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms und des meta-

stasierenden Mammakarzinoms erfolgte.

Heute sind neben Bevacizumab weitere antiangiogene Therapeutika zum einen schon als First-
Line-Therapie zugelassen und zum anderen im Fokus der experimentellen und klinischen For-
schung. Entsprechend ihres Blockierungspotentials sprechen sie die Proteine der Angiogenese-
kaskade in unterschiedlichem Mal3e an und kénnen nach Folkmans Einteilung einen wesentlichen,
zwei bis drei solcher oder aber ein breites Spektrum verschiedener Angiogeneseregulatoren blo-

ckieren®.
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1.3 APLNR und sein Ligand Apelin

Die proangiogene Wirkung Apelins und die in der Literatur zunehmend diskutierte Relevanz an-
tiangiogener Therapieansétze bildeten die Grundlage fir diese Arbeit. Die Erstbeschreibung des
Apelinrezeptors (APLNR, auch bekannt als APJ) erfolgte 1993 nachdem verwendete Primer der
Arbeitsgruppe um O’Dowd den Apelinrezeptor statt dem angestrebten VVasopressin-Rezeptor an-
sprachen®®. Er gehort zur groRten Familie der Zelloberflachenrezeptoren, den G-Protein-gekop-
pelten Rezeptoren (G protein-coupled receptors, GPCR). 1998 extrahierte die Arbeitsgruppe um
Tatemoto et al. erstmals das 36-aa-Peptid Apelin aus bovinem Magenextrakt als passenden Ligan-
den fiir den bis dahin verwaisten GPCR APLNR (orphan GPCR)%. 2013 und 2014 wurden mit
ELABELA bzw. Toddler (oder auch Apelin early ligand A, APELA, genannt; Gen: Apela) ein wei-
terer Ligand entdeckt®®%. Obwohl strukturell signifikante Homologien zum Angiotensin-11-Re-

zeptor Typ | (AT1R) existieren, ist es fir Angiotensin Il nicht moglich am APLNR zu bin-
den96'97’100.

Die urspriingliche Form des Apelins als 77-aa-Prapropeptid wird durch ein Gen des langen Arms
des humanen X-Chromosoms (Xg25-26.1) kodiert. In einem posttranslationalen Signalweg
werden Uber eine proteolytische Reifung des C-terminalen Endes verschiedene Apelinpolypeptide
und damit unterschiedlich biologisch aktive Isoformen generiert, welche von Apelin-55
(Proapelin) bis Apelin-12 reichen®1%2  Apelin-36  (Aminosduren 42-77), Apelin-17
(Aminosauren 61-77), Apelin-13 (Aminosauren 65-77) und (Pyr})apelin-13 (der N-terminale
Glutaminrest des Apelin-13 ist zu Pyroglutamat zyklisiert) stellen dabei die prédominierenden und
aktivsten Isoformen dar®"1%, Sowohl APLNR, als auch Praproapelinvorlaufer von Mensch, Maus
und Ratte zeigen hohe Homologien der Aminosauresequenz, was auf eine starke evolutionadre

Konservierung der Gene hinweist'%,

Apelin ruft Gber den APLNR-Signalweg diverse intrazellulare Signalkaskaden hervor, welche
letztendlich die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren zum Ziel haben. Die Verbindung des
APLNR mit einem inhibitorisch wirkenden G-Protein erklart durch Apelin hervorgerufene,
bedeutende intrazellulére Effekte, wie die Hemmung der Adenylylcyclase, die Erhéhung der
intrazelluldaren Kalziumkonzentration und die Aktivierung von ERK (extracellular-signal
regulated kinases), welche eine Relevanz in Prozessen der Zellteilung haben und oftmals im

Rahmen der Onkogenese fehlreguliert sind, wie bspw. bei der Entwicklung eines GBM04105,

Die ersten Studien zu Signalwegen von Apelin und APLNR beinhalteten die Modifikation des
C-terminalen Endes von (Pyrt)apelin-13, bei der Phenylalanin mit Alanin ersetzt wurde und das
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Peptid Apelin-F13A mit antagonistischer Wirkung in vivo entstand. Im Vergleich zu
(Pyrl)apelin-13 wurde gezeigt, dass die durch Apelin ublicherweise gehemmte Bildung von
cyclischem Adenosinmonophosphat (CAMP) bei einer Verbindung von Apelin-F13A und dem
APLNR ausbleibt und eine durch Apelin-13 hervorgerufene Absenkung des Blutdrucks
antagonisiert werden kann%. Andererseits wurde dem Peptid auch nach beobachteter Hemmung
der Adenylatzyklase und APLNR-Internalisierung in funktionalen Assays eine agonistische

Wirkung zugeschrieben®7:108,

1.3.1 (Patho)physiologische Funktionen des apelinergen Systems

Seit der Entdeckung des Apelinrezeptors und dessen natirlichen Liganden Apelin wird eine
ubiquitdre Verbreitung im menschlichen Organismus und die Bedeutung zahlreicher
physiologischer Ablaufe immer ersichtlicher'®1° Expressionsstudien humaner und muriner
Gewebe zeigten eine weitreichende Kolokalisation von APLNR und Apelin sowohl im zentralen
Nervensystem, als auch in peripheren Organen, wie Lunge, Herz, Nieren, Leber, Milz, Brustdruse,
Hoden, Ovarien und Fettgewebe!®*!, Entsprechend des ubiquitidren Vorkommens von Apelin
und APLNR wird ihnen eine regulierende Rolle in physiologischen Prozessen, wie bspw. dem
Immunsystem, der Flussigkeits- und Nahrungsaufnahme, dem Energiestoffwechsel, dem Insulin-
und Glukosestoffwechsel, den neuroendokrinen Mechanismen bei Stressreaktionen,
kardiovaskularen Funktionen und der Angiogenese zugesprochen!®1%  Die Verwendung
polyklonaler Antikérper gegen Apelin deckte immunreaktives Apelin in Endothelzellen kleiner
Arterien von Mesenterium, Omentum, Herz, Lunge, Gastrointestinaltrakt, Milz, Pankreas und
Leber auf''?, Insbesondere die ausgepragte Expression von Apelin und APLNR auf embryonalen
Gefalstrukturen impliziert eine bedeutende regulierende Rolle in der embryonalen Entwicklung
des vaskularen Systems!'®. Entsprechend der zugesprochenen proangiogenen Wirkung sind
insbesondere das Wachstum intersomitischer GefaBe und die parakrine Aktivierung der
embryonalen Angiogenese von Apelin abhangig*?'*. Wihrend Apelin in vitro mitogen auf
choroid-retinalen Endothelzellen des Rhesusaffens wirkt!*, wiesen Studien humaner
Endothelzellen nach Stimulation mit Apelin jedoch keine signifikante Proliferation auf, sondern
zeigten eher eine erhohte endotheliale Migrationstendenz?4, Zudem wurde die Wirkung als
potenter chemotaktischer Faktor ebenfalls in APLNR-exprimierenden Zellen an der Spitze
retinaler GefaRe!'® und in vaskularen glatten Muskelzellen'!®!1" nachgewiesen. Auch auRerhalb
des GefaBRsystems konnte Apelins Rolle als chemotaktischer Faktor in den Signalwegen der

Zellanziehung beispielsweise in lymphatischen Endothelialzellen dargelegt werden'8,
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Die Relevanz des apelinergen Systems in pathophysiologischen angiogenetischen Prozessen
wurde beispielsweise in der portosystemischen Kollateralisierung und viszeralen Neovaskularisie-
rung bei Leberzirrhose und bei portaler Hypertension beobachtet!04119120 |n regenerativ-angioge-
netischen VVorgangen postischamischer Zusténde, wie beispielsweise nach myokardialer Infarzie-
rung zeigte sich, dass Apelin als Lockstoff von zirkulierenden Endothelzellvorlaufern dient%,
Dementsprechend legten Kidoya et al. in einem murinen Ischdmiemodel der Hinterlaufe dar, dass
eine Apelingabe zur funktionellen Besserung flihrte. Die entstehenden BlutgefaRRe waren vergro-
Rert und nicht durchléssig*?*. Pathologische Zustinde, welche mit einem erhohten Level an Apelin
einhergehen, umfassen zum Beispiel die koronare Herzerkrankung, Atherosklerose, Diabetes mel-

litus und die Tumor(angio)genese®41%,

1.3.2 Apelin als potenter Aktivator der Tumorangiogenese

Ahnlich dem physiologischen Vorkommen Apelins in der Entwicklung des vaskularen Systems
wiesen diverse Arbeitsgruppen auch auf eine Bedeutung Apelins im Rahmen der pathologischen
Tumorangiogenese hin. So wurde die Hochregulierung des Apelin-kodierenden Gens in einem
Drittel humaner maligner Neoplasien beobachtet'??. Ein Vergleich der Genexpression in Endothe-
lien von gesunden und neoplastischen Geweben identifizierte Apelin als spezifisches Gen fir Tu-
morendothelien!?®. Masiero et al. arbeitete ber eine Analyse von mehr als 1000 primaren Malig-
nomen des Menschen — darunter 121 Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Halsbereichs, 959
Mammakarzinome und 170 klarzellige Nierenzellkarzinome — heraus, welche Kerngene fur die
Tumorangiogenese in diesen Neoplasien verantwortlich sind und interessanterweise ist Apelin ei-
nes dieser Kerngene!?*, Dementsprechend hat sich gezeigt, dass die Hohe der Expressionslevel
von APLNR und/oder Apelin in Tumorgeweben sowie das Serumlevel von Apelin fir Prognose

und auch Therapieansprechen bei einigen Tumorentititen wegweisend sind*?5-12°,

In der Entstehung solider Tumore scheint Apelin eine vergleichbare Funktion wie VEGF-A in den
Prozessen der GefaRneuentwicklung einzunehmen®??, Die Arbeitsgruppe um Berta et al. beobach-
tete, dass eine Uberexpression Apelins im humanen nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom die
Durchmesser und Anzahl kleiner GeféRe pro Fliche steigert'®. In-vivo-Experimente von Tumor-
zelllinien zeigten bei Apelin-tberexprimierenden Tumoren ein gesteigertes Tumorwachstum, was
auf ein friiheres Einsetzen der Tumorentwicklung bei besserer vaskulérer Versorgung zuruckge-
fiihrt wurde®®'®, Im Kontrast dazu postulieren Kidoya et al., dass Apelin und sein Rezeptor vor-
rangig flr die GefaRreifung, statt fur eine Geféalisprossung in der Tumorangiogenese verantwort-

lich sind. Subkutane Tumorimplantate des murinen Kolon- und Lungenkarzinoms, welche Apelin



Uberblick 26

uberexprimierten, zeigten in ihren Experimenten grofRere Gefélle und keine gesteigerte Gefal-
dichte, auch war das Tumorwachstum eher gehemmt. lhre Hypothese ist, dass die apelininduzierte
Normalisierung der Tumorgeféal3e genutzt werden kann, um die Effektivitat konventioneller onko-

logischer Therapieverfahren zu erhéhen®?.

Die detaillierten molekularen VVorgange der Apelinexpression in malignen Neoplasien sind nicht
abschlieRend geklart. Einige Hypothesen schlieBen die Abhangigkeit von verdnderten Umge-
bungsbedingungen ein, wie bspw. lokale Zustdnde der Hypoxie. Hinweisend auf eine durch Hy-
poxie ausgeltste Apelinaktivitat sind bspw. die Anwesenheit von sogenannten HREs (hypoxia
response elements) in der Promoterregion des Apelin-kodierenden Gens!'4'*2, die die Gentran-
skription fiir Prozesse zur Bewaltigung der Hypoxie anregen, und die zeitweilige erhdhte APLNR-
Expression in retinalen Gefallen wéhrend postnataler Entwicklungsphasen, bei denen es kurzzeitig
zu Hypoxien kommen kann!®®. Dem HIF-1/VEGF-A-Signalweg als Reaktion auf hypoxische Zu-
stdnde (vgl. Abschnitt 1.2.1) entsprechend wurde nachgewiesen, dass HIF-1a die Apelinexpres-
sion in Kardiomyozyten, Adipozyten, Endothel- und vaskularen glatten Muskelzellen reguliert!**-
134 "In zerebralen Neoplasien, GBM im Speziellen, konnte eine hohe Expression von Apelin und
seinem Rezeptor sowie von VEGF-A in Zellen angrenzend des zentralen Nekroseareals, das heif3t
in unmittelbarer Nahe zu hypoxischem Gewebes, nachgewiesen werden (vgl. Abschnitt 1.4.2). Es
ist also naheliegend, dass parakrine Signalwege zwischen Tumorzellen und Endothelzellen in der

GBM-Angiogenese von der kooperierenden Wirkung Apelins und VEGF-As profitieren®.

1.4 Gliome und Glioblastome

Gliome sind Tumore, die dem neuroepithelialen Gewebe entspringen. Sie werden in Abhangigkeit
von ihren prognosebestimmenden histopathologischen und molekulargenetischen Merkmalen
durch die World Health Organization (WHO) in Grad I-1V Klassifiziert!. Tumore ersten Grades
(pilozytische Astrozytome) sind selten und zumeist benigne. Tumore zweiten Grades zeichnen
sich durch nukleére Atypien aus. Die betroffenen Patient*innen haben eine mittlere Uberlebenszeit
von ca. 10 Jahren. Patient*innen, die mit einem Tumor des Grades 11 (anaplastische Astrozytome)
diagnostiziert werden, haben hingegen eine mittlere Uberlebenszeit von ca. 2 Jahren. Tumore vier-
ten Grades (Glioblastoma multiforme (GBM)) nehmen ca. 51 % aller Gliome ein und haben die
schlechteste Prognose mit einer mittleren Uberlebenszeit von 8,5 — 16 Monaten ab Zeitpunkt der
Diagnose'*87. GBM beschreibt unter den astrozytiren Gliomen somit den Tumor hdchster Ma-
lignitat, und es ist gleichzeitig der am haufigsten auftretende primére Hirntumor des Erwachse-

nen*1%. Die jahrliche Inzidenz betragt 3-5 neu diagnostizierte Falle pro 100.000 Einwohner mit
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bis zu zweifach erhohter Inzidenz bei Menschen europider Abstammung im Vergleich zur afro-
amerikanischen oder asiastischen!3®3" Der GroRteil der Patient*innen mit GBM (> 90 %, primére
GBM) stellen sich mit einem rasch verlaufenden klinischen Bild und dem ersten Auftreten eines
Beschwerdebildes Tage oder Wochen vor der Erstdiagnose vor. Wenige GBM (10 %) entwickeln
sich allm&hlich aus Gliomen geringeren Grades (WHO Grad Il oder I11) und werden als sekundare
GBM bezeichnet!®®. Das klinische Bild kann ausgesprochen unterschiedlich ausfallen und hangt
stark von Lokalisation und GréRe des Tumors ab. Haufig auftretende Symptome schlielen fokal
neurologische Defizite (Aphasie, Parésthesie, Hemiparese, visuelle Ausfalle), Personlichkeitsver-
anderungen, Krampfanfalle oder Symptome des erhohten intrakraniellen Drucks, wie Kopf-
schmerzen, Erbrechen oder Ubelkeit, ein'®,

1.4.1 Phéanotypische Charakteristika maligner Gliome

Die Untersuchungsmethode der ersten Wahl in der Diagnostik des GBM ist heute die Schnittbild-
gebung, allen voran die Magnetresonanztomographie (MRT). Meist zeigt dieser raumfordernde
Tumor eine zentrale Nekrosezone und entsprechend der vaskularisierten vitalen Peripherie der
Neoplasie eine ringférmig umgebende Kontrastmittelanreicherung. In T2-gewichteten Sequenzen
der MRT werden des Weiteren das ausgepragte perifokale Odem und die angrenzende diffuse

Tumorinfiltration ersichtlich®.

Maligne Gliome (WHO Grad Il und V) sind vorrangig subkortikal im Bereich der zerebralen
Hemispharen gelegene Tumore der weillen Hirnsubstanz. Obwohl infiltratives Wachstum
Merkmal aller diffusen astrozytaren Tumore ist, fallt das GBM durch sein rapides infiltrierendes
Wachstum in angrenzendes Gewebe auf'*®®, Die Tumorinfiltration erstreckt sich oftmals in den
angrenzenden Kortex und als supratentoriale bilaterale Ausweitung entlang der myelinisierten
Strukturen, wie dem Corpus callosum oder den Fornices, in die kontralaterale Hemisphére oder in
die Temporallappen. Eine andere Art der Tumorextension wird entlang oder innerhalb

perivaskuldrer Rdume beobachtet3:1%°,

Zu den histopathologischen Kennzeichen gehdren in erster Linie ausgepragte Tendenzen zur
Proliferation, Neovaskularisation und Invasion. Die Proliferation von malignen Gliomen ist
deutlich an ubiquitédren Mitosefiguren erkennbar. Das rapide Wachstum des Tumorgewebes hat
zumeist die Entwicklung eines Nekroseareals im Zentrum zur Folge. Tumorzellen umgeben
pseudopalisadenartig diese Nekroseareale und gelten in dieser Konfiguration als besonderes
Merkmal eines GBM?3¢. Weitere Kennzeichen eines GBM sind die Tendenz zur betrachtlichen
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Odembildung und das Risiko spontaner Einblutungen®**!40 Die primaren und sekundéren
Subtypen des GBM (vgl. Abschnitt 1.4) lassen sich histologisch nicht unterscheiden3,

GBM gehoren zu den am starksten vaskularisierten Tumoren des Menschen. Entsprechend der
typischen Charakteristika von Blutgefalien solider Tumoren finden sich demnach auch hier Blut-
gefale mit vergroliertem Durchmesser, einer dyskontinuierlichen Schicht von Perizyten, einer ver-
dickten Basalmembran und hyperplastischen Endothelzellen, die uber die Male proliferie-
ren'41%2 Die charakteristische Odembildung ist vasogen durch dysfunktionale, durchléssige Tu-
morgefale bedingt'®. Exzessive vaskulire Neubildungen sind insbesondere am Rand des Nekro-
seareals und in der peripheren Infiltrationszone des Tumors zu verzeichnen*. Histopathologisch
prasentieren sich diese mikrovaskuldren Proliferationen durch glomerular ausgebildete Kapillar-
schlaufen in girlandenformiger Anordnung#44°, Glioblastome zeigen im Vergleich zu Tumoren
niedrigerer WHO-Grade eine erhohte Dichte des Gefalinetzes. Diverse Studien zeigten, dass das
Maf der Angiogenese ein Faktor zur Bestimmung der Tumorwachstumsrate und eines potenziel-
len Rickfalls im Verlauf der Behandlung darstellt. In der Betrachtung von Gliomen zeigt sich
demnach eine inverse Korrelation zwischen vaskularer Dichte und Uberlebenszeit, wobei eine Zu-

nahme der Vaskularisation die Prognose zum Schlechteren beeinflusst!41146-148,

1.4.2 Tumorangiogenese in Glioblastoma multiforme

Tumorangiogenese ist eines der pathologischen Kennzeichen maligner Gliome!*3. Fiir ihr Wachs-
tum stimulieren die Tumorzellen des GBM die Ausbildung von neuen BlutgefaRen. Die wuchern-
den Gefale sind in ihrer Struktur und Funktion abnormal und tragen zu einer ,,feindlichen* Mikro-
umgebung bei, welche durch einen niedrigen Sauerstoffpartialdruck und einen hohen interstitiellen
Flussigkeitsdruck gekennzeichnet sind. Diese unwirtliche Umgebung des wachsenden Tumors un-
terstlitzt den entscheidenden Selektionsdruck fiir den malignen Phéanotyp sowie die daraus resul-
tierende erhohte Morbiditat und Mortalitat bei GBM™®.

VEGF-A wird nicht nur als wichtigster proangiogener Faktor in der pathologischen Angiogenese
betrachtet*®, sondern wird zudem in den meisten GBM stark (iberexprimiert. Seine Rezeptoren
kénnen unter anderem auf den TumorgefaRen detektiert werden*®. Rong et al. wiesen darauf hin,
dass die fur das GBM kennzeichnende Pseudopalisadenzellen auftreten, wenn das Tumorgewebe
in hypoxische Zustande gerat. Sie Uberexprimieren HIF-1 und produzieren proangiogene Faktoren,
wie bspw. VEGF und IL-8. Demnach konnen Zustdnde der Hypoxie, das Auftreten von
pseudopalisadenartigen Zellen und mikrovaskulére Hyperplasien, welche die Grundlage fir neu

ausgebildete TumorgefaBe und die periphere Tumorexpansion ausmachen, in Verbindung
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gebracht werden®®. Dementsprechend stellten Kalin et al. dar, dass Pseudopalisadenzellen neben
VEGF auch Apelin und APLNR exprimieren. Diese Beobachtung und zusétzliche Ergebnisse der
Arbeitsgruppe um Cox et al. lassen auf eine Hypoxie-induzierte Aktivierung Apelins
schlieRen'?* Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass vorher mit Hilfe des endothelialen
Markers CD31 identifizierte intratumorale mikrovaskulére Proliferationen Apelin und APLNR in
hohem Mal3e exprimieren (vgl. Abbildung 3). Die hohe Expression wurde vor allem in Gegenden
der GefaRverzweigung und -aussprossung detektiert'4. Das gleichzeitige Vorkommen von Ligand
und Rezeptor in diesen Regionen deutet auf eine autokrine Signalibermittlung hin. Weitere
Hinweise fir die Beteiligung Apelins an der Gliomentstehung erbrachte die Entdeckung des
Tumorsuppressorgens hHSS1 (Human Hematopoietic Signal peptide-containing Secreted 1). In
Microarray-Expressionsanalysen von U-87-Gliomzellen, welche gezielt hHSS1 tiberexprimierten,

zeigte insbesondere das Apelin-betreffende Gen eine bedeutende Runterregulierung®?.
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Abbildung 3 — Expression von Apelin und APLNR in GBM. Darstellung der RNA-Expression von (a)
CD31, (b) VEGF, (c) Apelin und (d) APLNR mittels In-situ-Hybridisierung in aufeinanderfolgenden
Schnitten von Proben humaner GBM. Wéhrend Pseudopalisadenzellen (*) in Regionen der Nekrose
VEGF exprimieren, markiert die Farbung mit CD31 die TumorgefaBe (Pfeilkdpfe). Sowohl Apelin, als
auch APLNR kann in mikrovaskularen Proliferationen (Pfeilkdpfe) und Pseudopalisaden (*) angrenzend
der nekrotischen Areale detektiert werden (adaptiert nach Kélin et al., 2007, ReUseLicenseNumber
4901790244431)™,

1.4.3 Therapeutische Strategien zur Behandlung maligner Gliome

Als haufigster maligner Hirntumor des Erwachsenen mit aggressivem und diffusem infiltrativen
Wachstum sowie dementsprechend oftmals rapidem klinischen Verlauf stellt das GBM die Pati-
ent*innen und Behandelnden vor medizinische und psychosoziale Hiirden'*>!42, Trotz multimo-
daler Behandlungskonzepte, welche heutzutage typischerweise chirurgische, strahlentherapeuti-

sche und chemotherapeutische Verfahren beinhalten, berichten klinische Studien weiterhin von
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mittleren Uberlebensraten zwischen 8,5 — 16 Monaten und einer 2-Jahres-Uberlebensrate von
26 - 33 %*67,

Obwonhl trotz des Einsatzes von fluoreszenzgestitzten Verfahren zur intraoperativen Sichtbarma-
chung der Tumorzellen mittels 5-Aminolevulinsédure und makroskopisch vollstdndiger Entfernung
der Tumoranteile hdufig jedoch vereinzelte Tumorzellen in situ verbleiben, bildet die chirurgische
Tumorentnahme die Basis derzeitiger Therapiestandards in der Behandlung des GBM. Patient*in-
nen mit neu diagnostizierten GBM erfahren mit Hilfe einer chirurgischen Intervention eine rasche
Linderung ihrer Symptomatik und Studien wiesen auf die Verbesserung der Gesamtprognose nach
initialer maximal moglicher Resektion hin®%2, Bei einer initialen Tumorlokalisation in problema-
tischen Arealen, wie dem priméren Motorkortex und Corpus callosum, stellt eine partielle Entfer-
nung der Neoplasie die einzige Option dar. In 20 - 30 % der Félle ist die operative Intervention
schon initial nicht durchfuhrbar und lediglich eine diagnostische Probenentnahme wird durchge-
fiihrt*>1%3, In Kombination mit der chirurgischen Intervention besteht die Option biologisch ab-
baubare Implantate, welche Uber ca. 3 Wochen das Chemotherapeutikum Carmustin lokal abge-
ben, im Resektionsareal zu hinterlassen (sogenannte Carmustin-Wafer). Klinische Studien in der
Anwendung bei malignen Gliomen zeigten zwar insgesamt einen moderaten Uberlebenszugewinn,
jedoch in der Gruppe der Glioblastome keinen Zusatznutzen. AuRRerdem wurden im Behandlungs-
verlauf Wundheilungsstérungen, erhéhte Odemneigung, intrakranielle Infektionen und Tendenzen

zu Krampfanfallen beschrieben®*1%5,

Die Kombination chemotherapeutischer und strahlentherapeutischer Ansatze als Therapiestandard
fult vor allem auf den Ergebnissen von Stupp et al., welche zeigten, dass eine Kombination von
Temozolomid, ein alkylierendes Zytostatikum, und der regional angewandten Strahlentherapie die
mittlere Uberlebenszeit von 12,1 auf 14,6 Monate im Vergleich zur alleinig angewandten Radiatio
erh6ht!#?, Heutige chemotherapeutische Schemata der Wahl beinhalten in der Mehrzahl Temozo-
lomid. Patient*innen, welche mit diesem Zytostatikum behandelt wurden, zeigten im Vergleich zu

mit anderen Praparaten behandelten Patient*innen die hochsten mittleren Uberlebenszeiten®%,

Studien orthotoper Tiermodelle wiesen darauf hin, dass das Wachstum von GBM und die
Vaskularisation stark VEGF-A-abhéngig ist (vgl. Abschnitt 1.4.2) und analog die Inhibierung von
VEGF-A-Signalkaskaden das Tumorwachstum signifikant reduziert, indem Neovaskularisation
und Proliferation unterdriickt wird®®”**8, Demnach wurde in Forschung und Entwicklung viel
Hoffnung in eine zielgerichtete Therapie gegen VEGF oder den VEGF-Rezeptor gelegt. Die ersten
Studien bewiesen zunachst die Effektivitit von VEGF-Inhibitoren'®®, wie Bevacizumab (vgl.
Abschnitt 1.2.3), welches 2009 die Zulassung fiir die Therapie des GBM-Rezidivs erhielt'®°. Im
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Verlauf zeigte sich in klinischen Studien jedoch kein Vorteil im Langzeituberleben der
beobachteten Patient*innen mit GBM und Bevacizumab-Therapie®:1®2, Untersuchungen im
praklinischen Kontext fiihren das Therapieversagen auf eine Resistenzentwicklung gegen die anti-
VEGF-Therapie zuriick, welche durch die Hochregulation zusatzlicher angiogener Faktoren
entsteht'®3164 - Auch eine Induktion von Tumorzellinvasion oder die Akquise bestehender
HirngefaRe fiir die Tumorversorgung stehen in der Diskussion®1¢°-16° Die Beobachtung, dass
GBM teils unterschiedlich auf die antiangiogene Therapie reagieren, wird zunehmend auf
interindividuelle Heterogenitéaten dieser Tumorentitéat zurtickgefiihrt. Genetische Stratifikationen
wiesen auf verschiedene Subtypen von GBM (proneural, mesenchymal und klassisch) mit
Unterschieden in Prognose und Therapieverhalten hin'’. Insbesondere proneurale und klassische

GBM zeigen sich empfénglich fir die antiangiogenen Therapiestrategien®?.

Neben den antiangiogenen Therapieansatzen ist zusatzlich die Immuntherapie in den Fokus der
Therapieentwicklung geriickt, im Rahmen dessen Vakzine, T-Zell-gezielte-Therapien und
Checkpointinhibitoren untersucht werden'’?17®,  Letzteres umfasst Antikorper gegen
Oberflachenstrukturen, wie bspw. die regulierenden Immuncheckpoints cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4 (CTLA4) and programmed cell death protein 1 (PD-1), mit hemmender
Wirkung auf die Immunantwort von tumorinfiltrierenden T-Zellen. Sie sollen eine dysfunktionale
Immunantwort gegen das Tumorgewebe korrigieren. Obwohl die Immuntherapie einen Einfluss
auf das Uberleben bei Patient*innen mit anderen Tumorentitaten, wie bspw. Neoplasien der Haut,
Lunge oder des Kopf-Hals-Bereichs, haben, erbrachten Phase-111-Studien beim GBM bislang
keinen Anstieg des Gesamtiiberlebens!’2173,

1.5 In dieser Arbeit verwendete Maus- und Xenograftmodelle

1.5.1 Immundefiziente Mausmodelle

In den Vorarbeiten fiir das in dieser Arbeit verwendete orthotope Tumormodell wurde initial der
immunkompetente Inzuchtstamm C57BL/6 den etablierten, immundefizienten Mausstdmmen
Rag1, Rag2 und cyRag (oder auch Rag1"), Rag2t) und Rag2")/y."), recombinase activating gen-
Knock-out) gegeniibergestellt!’””-1"°, Da bei Immunkompetenz des Wirtes die eingebrachten hu-
manen U-87-Zellen zeitnah abgerdumt wurden und die Menge der Einflussfaktoren auf das zu

beobachtende Wachstum hoher waére, richtete sich im weiteren Verlauf der Experimente die Auf-
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merksamkeit auf immundefiziente Inzuchtstdmme. Diese wurden mit einem Ape-
lin-Knock-out-Modell (siehe auch Abschnitt 1.5.1) gekreuzt und so ein Vergleich zwischen natur-

lich existierendem versus fehlendem Apelinvorkommen im murinen Wirt moglich.

Die Mausstdmme Ragl, Rag2 und cyRag sind heute etablierte Modelle fur wissenschaftliche im-
munologische und onkologische Fragestellungen. Humane und murine Organismen, welche nicht
in der Lage sind Ragl und Rag2 zu exprimieren oder eine Mutation der Gene aufweisen, zeigen
vorrangig Defizite des adaptiven Immunsystems. Das Ausreifen immunkompetenter Lymphozy-
ten sowie die Entwicklung variabler Immunglobuline und T-Zell-Rezeptoren bleiben aus, da der
Prozess der somatischen Rekombination nicht stattfinden kann. Immunkompetente B- und T-Zel-
len fehlen®8L | ediglich natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) kénnen noch heranreifen. Ihre An-
zahl ist in Ragl-und Rag2-defizienten Mausen sogar erhoht'®182 Das Rag2(")/y.O-Mausmodell
hat den Vorteil weder NK-, B-, noch T-Zellen ausbilden zu konnen'’®. Aufgrund des fehlenden
adaptiven Immunsystems sind diese Mausstdmme bei fehlender Abstol3ungsreaktion insbesondere
zur allo- oder xenogenen Transplantation von Gewebszellen jeglicher Art (Tumorzellen, hamato-

poetischen Stammzellen etc.) geeignet®’®.

1.5.2 Murine Knock-out-Modelle von Apelin und APLNR

Nullmutationen des APLNR- bzw. des Apelin-Gens wirken sich im murinen Phanotyp
unterschiedlich ~ aus®.  Mause  mit  einer  Nullmutation des  APLNR-Gens
(APLNR-Knock-out-Mdause) pflanzen sich nicht nach Mendelschen Regeln fort. Die Anzahl der
Neugeborenen pro Wurf ist gering und der Hauptteil der Jungtiere verstirbt aufgrund mangelhafter
mdatterlicher Versorgung. Ein Grofteil der Mé&use zeigt eine Wachstumsretardierung und
kardiovaskulare Entwicklungsstérungen!®. Homozygote Mutanten zeigen eine verstarkte
Reaktion auf Angiotensin Il im Vergleich zu Wildtypméausen. Doppelmutanten, denen sowohl der
AT1R als auch APLNR fehlen, verzeichnen einen hoheren mittleren Blutdruck als M&use, denen
ausschliel3lich der AT:R fehlt, was auf die gegenregulierende Wirkung Apelins zu Angiotensin 11
in der Blutdruckregulation  hinweist'®*. Die kardiale  Kontraktilitit ist bei
APLNR-Knock-out-Mé&usen in Ruhe nur minimal verringert, unter Belastung jedoch immens
eingeschrankt'®, Des Weiteren zeigen diese Mause eine abnorme Regulation der

Fliissigkeitshomdostase bei osmotischem Stress, das heit Salziiberhang oder Wasserentzug®.

Méause, denen Apelin fehlt (APLN-Knock-out), sind lebensféahig, fertil, erscheinen gesund und
zeigen eine normale Entwicklung, einschlieRlich einer normalen Herzentwicklung®3188,

APLN-Knock-out-Méause pflanzen sich in Bezug auf die Nullmutation nach Mendelschen Regeln
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fort. Ahnlich wie APLNR-Knock-out-Mause zeigen APLN-Knock-out-Mause wenig
eingeschrankte kardiale Funktionen in Ruhebedingungen und eine relevante Einschrankung der
Belastungsfihigkeit unter  Stress'®. Das vaskulire System betreffend fiel in
APLN-Knock-out-Mé&usen eine verringerte retinale Vaskularisation mit einhergehender
eingeschrankter okuléarer Entwicklung auf. Apelin scheint dementsprechend eine Voraussetzung
fiir die Hypoxie-induzierte Angiogenese in der retinalen GefaRentwicklung zu sein'®’. Embryonal
zeigen APLNR-Knock-out-Mause diinnere intersomitsche Blutgefae und postnatal dinnere
BlutgefaRe in der Trachea und der Haut'®®, Ersteres wurde mit kongruenten Ergebnissen in der
Kaulquappe bestatigt'#!4, Die physiologische Aktivierung der Diameterzunahme von BlutgefaRen
uber den Ang-1-getriggerten Mechanismus erscheint in APLN-Knock-out-Mausen nicht

funktionstiichtig®°.

1.5.3 Das U-87-Xenograftmodell des malignen Glioms

Fur ein geeignetes Modell zur Untersuchung des Apelin/APLNR-Signalweges in malignen Glio-
men wurden in Vorbereitung auf diese Arbeit verschiedene Tumorzelllinien auf die Expression
von Apelin hin untersucht. Wahrend die im Mausmodell haufig verwendete murine Gliomzelllinie
GL261'%019 keinerlei Apelinexpression und andere humane Zelllinien, wie bspw. U-373 MG
(ATCC®: HTB-17™), lediglich eine geringe Apelinexpression zeigte, bestatigte sie sich zu einem
hohen MaR in der humanen Gliomzelllinie U-87 MG*2. Um die Rolle des aus den Tumorzellen
stammenden Apelins ebenfalls und verlasslich beurteilen zu kénnen, fiel die Wahl auf U-87 MG.
Die Zelllinie U-87 MG wurde 1966 von J. Ponten und Kollegin als eine von mehreren humanen
Zelllinien maligner Astrozytome extrahiert und der Wissenschaft zuganglich gemacht. Urspriing-
lich entstammten die Zellen dem GBM eines 44-jahrigen europiden Patienten®31%,

Um die Rolle von Apelin in der Tumorentstehung genauer bewerten zu kénnen, wurde in VVorarbeit
dieser  Versuchsreine  zudem die  Gliomzelllinie  U-87shApelin  (im  Folgenden
U-87-Apelin-Knock-down, U87AKD) generiert, in welcher Apelin spezifisch tiber eine antisense-
RNA vermittelte Abschaltung herunterreguliert wurde. Eine Modulation von Apelin in humanen
GBM-Zellen ist ebenfalls im Mausmodell pathophysiologisch bedeutsam, da die
Aminosauresequenz des bioaktiven Apelin-13 humanem und murinem Ursprungs identisch ist
(vgl. auch Abschnitt 1.3)'*. Um die Modulation zu erreichen wurde die humane Zelllinie U-87 MG
mit zielspezifischen lentiviralen Partikeln transduziert. Lentiviren dienen im Allgemeinen als
virale Vektoren und machen einen Gentransfer in Zielzellen moglich. Mit einer Infektion der

gewunschten Zelle werden gezielt fremde Gene eingeschleust und die Produktion des genetischen
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Materials der Vektoren veranlasst. Bei lentiviralen Vektoren handelt es sich um
replikationsinkompetente Viruspartikel, in denen an Stelle von Regionen, die virale
Strukturproteine kodieren, Expressionskassetten mit dem zu Ubertragendem Fremdgen in das
Genom eingesetzt wurden. Zur Transduktion der U-87-Zellen wurden small hairpin RNA
(shRNA) fur Apelin verwendet, die durch den Mechanismus der RNA-Interferenz die flr die
Apelinproduktion codierenden Gene stilllegt und eine stabile U-87-Zellinie mit 90 % verminderter
RNA-Expression fir Apelin (U-87shApelin bzw. U87AKD) hervorbringt. Die Zellproliferation
und -form der U87AKD-Zelllinie sind in vitro mit der Mutterzelllinie U-87 MG vergleichbar'®?,

Als Negativkontrollen der Gentransduktion dienten mit lentiviralen Kontrollvektoren (Non-
silencing-shRNA, pGIPZ non-silencing shRNAmir lentiviral control vector) transduzierte Zellen
(Non-silencing-Control-U-87-Zellen, im Folgenden U87NSC). Die eingebrachte shRNA wird
zwar im endogenen Ablauf der RNA-Interferenz eingeschlossen, sie besitzt jedoch keine
Homologien zu Genen von S&ugetieren, so dass trotz erfolgreicher Transduktion keine mRNA des
Saugetiergenoms beeinflusst werden kann. Die Transduktion hat somit keine Auswirkung auf die
Proliferation, Uberlebensfihigkeit, Morphologie oder das Verhalten der Zielzellen und Effekte im
experimentellen Vergleich der beiden Zelllinien sind nicht auf die lentivirale Verénderung

zurickzufiihren.

Positivkontrollen wurden mit EG5-shRNA-Vektoren (Kinesin-5; EG5-GIPZ lentiviral ShRNAmir
positive control) generiert 1°2. EG5 ist ubiquitir vorkommend und die shRNA-Transduktion zeigt
in jeder Zelllinie Expressionsminderungen auf mRNA- und Proteinlevel. EG5 wird durch das
KIF11(kinesin family member 11)-Gen kodiert und ist ein Protein der Kinesinfamilie, welches in
der Mitose die Spindelentstehung und Chromosomenmigration unterstiitzt'*®. Eine Inaktivierung
der EG5-Aktivitat, ob chemisch oder durch die Stilllegung des EG5-Gens mittels lentiviraler EG5-
shRNA-Vektoren, resultiert in einer fehlerhaften Ausbildung der mitotischen Spindel, der Hem-
mung des Zellzyklus in der Prometaphase und in der Konsequenz in einer verminderten Zell-

proliferation®//1%,

Die eingebrachte sShRNA der beschriebenen Zelllinien ist mit dem griin fluoreszierenden Protein
(GFP) markiert, so dass alle erfolgreich lentiviral transduzierten Zellen unter dem Fluoreszenz-

mikroskop erkennbar sind.
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2 Ziele

Der priméare Hirntumor Glioblastoma multiforme gehort zu den aggressivsten Neoplasien im
menschlichen Korper!®®. Trotz multimodaler Behandlungsansatze bleibt eine mittlere Uberlebens-
zeit zwischen 8,5 - 16 Monaten nach Diagnosestellung bestehen'*%’. Eine ausgepragte Tumoran-
giogenese mit der Ausbildung unreifer und in ihrer Struktur und Funktion abnormaler Tumorge-
faRe ist eines der pathologischen Kennzeichen maligner Gliome**#®, sodass die Kontrolle der
Blutversorgung ein vielversprechendes Ziel in der Behandlung des Glioblastoma multiforme dar-
stellt. Studien antiangiogener Therapieansétze (bspw. anti-VEGF) deuten auf eine Resistenz der
Tumore durch die Hochregulation anderer angiogener Faktoren hin'!, sodass die Betrachtung wei-
terer angiogener Mechanismen in der Tumor(angio)genese hochmaligner Hirntumoren und die
Exploration zusétzlicher antiangiogener Therapieansatze erforderlich ist. Der in den 90er Jahren
entdeckte Apelin-APLNR-Signalweg spielt neben diversen physiologischen Prozessen im
menschlichen Korper vor allem in der embryonalen Angiogenese eine Rolle!®®10.113 \/orange-
gangene Studien zeigen eine Hochregulierung von Apelin und APLNR im Gewebe menschlicher
Glioblastome und dort inshesondere in Arealen mikrovaskularer Proliferationen®. Dementspre-
chend stellt sich die Frage, welchen Einfluss Apelin auf die Vaskularisierung und das Wachstum
des GBM hat und ob der Apelin-APLNR-Signalweg ggf. sogar eine Voraussetzung flr die Tumo-
rangiogenese und das Tumorwachstum ist. Auch ist bedeutsam, ob Apelin eine Relevanz fiir den
reduzierten Reifegrad, die abnorme Morphologie und die erh6hte Durchlédssigkeit von Tumorge-
falen hat, da insbesondere dies die erhdhte Morbiditat und Mortalitat von GBM bedingt. Studien
zu Apelin-uberexprimierenden, extrakraniellen Neoplasien postulieren, dass Apelin und sein Re-
zeptor vorrangig fir die Gefalreifung, statt fiir eine GeféalRsprossung in der Tumorangiogenese
verantwortlich sind und dass die apelininduzierte Normalisierung der TumorgefaRe genutzt wer-

den kann, um die Effektivitat konventioneller onkologischer Therapieverfahren zu erh6hen®!.

Um den Einfluss der Apelinexpression auf GefaRausbildung, -reifung und/ oder -durchléssigkeit
im GBM zu untersuchen sowie deren Bedeutung fir das Tumorwachstum zu beleuchten,
verwendete ich etablierte orthotope Xenograftmodelle humaner Glioblastomzellen (U-87 MG).
Die intrazerebrale Implantation von Glioblastomzellen mit regelrechter und herabgesetzter
Apelinexpression im Vergleich soll zeigen, dass eine adaquate Apelinexpression als
Voraussetzung fir die Neovaskularisation in GBM dient. Der zentralen Arbeitshypothese nach
verzeichnen U-87-Xenografts mit herabgesetzter Apelinexpression 4 Wochen nach Implantation
weniger dichte GeféRBnetze im Vergleich zu Xenografts mit regelrechter Apelinexpression. Die

Beantwortung dieser Hauptfragestellung erfolgt anhand der Vessel Length Density
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(GeféaRlangendichte) in immunhistochemisch gefarbten Schnitten von U-87-Xenografts mit
unterschiedlichem Apelinexpressionslevel in Tumor und Versuchstier. Um die Rolle von Apelin
zu bekréftigen besteht die Annahme, dass extern appliziertes Apelin in der Lage ist den gering
vaskularisierten Phanotyp in U-87-Xenografts mit herabgesetzter Apelinexpression zu korrigieren.
Des Weiteren erwarte ich, dass ein niedriges Apelinexpressionslevel das angiogen getriebene
Tumorwachstum reduziert und dass demzufolge die Tumorvolumina bei U-87-Xenografts mit
herabgesetzter Apelinexpression 4 Wochen nach Implantation in der akquirierten MRT-
Bildgebung kleiner ausfallen. Gemall der Annahme, dass ein Defizit Apelins zu unreiferen und
permeableren Gefdllen fihrt, sollten im Rahmen einer Nebenfragestellung Analysen zur
Morphologie und Anzahl der vaskuldren und perizytdren Strukturen eine VergroRerung der
Diameter, eine Reduktion der eingenommenen Flache und der Anzahl sowie eine herabgesetzte
Anzahl von durch Perizyten bedeckten GefélRe einnehmen. Ebenfalls gehe ich davon aus, dass
Xenografts mit reduziertem Apelinvorkommen bei herabgesetzter Gefareife eher zu Nekrosen
und Blutungen neigen. Diese Nebenfragstellungen kann die Grundlage fiir weiterfiihrende Studien
zur vaskularen Reifung und Funktionstiichtigkeit in der Tumorangiogenese bilden. Eine
Bestatigung der Hauptfragestellungen er6ffnet die Hoffhung, den Apelin-APLNR-Signalweg als
neue therapeutische Zielstruktur zu nutzen, um (ber eine Blockade der Tumorangiogenese eine

Reduktion des Wachstums von GBM zu erreichen.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchsaufbau und Studienprotokoll

Fur das orthotope Gliommodell dieser Arbeit wurden unter anderem unbehandelte U-87 MG-Zel-
len (American Type Culture Collection (ATCC®), Zugangsnummer: HTB-14™, LGC Standards
GmbH, Wesel, Deutschland, im Weiteren Wildtyp, U87WT) in murine Hirne inokuliert und deren
Wachstum beobachtet. Neben Zellen, die als Kontrolle des lentiviralen Gentransfers mit einer non-
silencing-shRNA (Open Biosystems, GE Healthcare Dharmacon, St. Leon-Rot, Deutschland)
transduziert wurden®®? (vgl. auch Abschnitt 1.5.3, US87NSC), wurden U-87-Zellen mit herabge-
setzter Apelinexpression (U87AKD) verwendet. Die institutsintern durchgefiihrte Transduktion
der Zellen konnte anhand der Markierung der verwendeten shRNA mit griin fluoreszierendem
Protein (GFP) tUberprift werden und erleichterte das Auffinden der Tumorzellen in Gewebeschnit-
ten. Als Mausmodelle wurden einerseits etablierte immundefiziente Mausstamme Ragl, Rag2 und
cyRag verwendet, welche natirlicherweise physiologische Apelinexpressionslevel zeigen (im
Weiteren als eine Gruppe zusammengefasst und als Wildtyp bezeichnet [bezogen auf das im Ver-
suchstier vorkommende Apelin], WT). Der immundefiziente Mausstamm Rag2 (B6.129S6-
Rag2™Fwa)18l \wyrde institutsintern mit einem Apelin-Knock-out-Modell*®¢1%2 (vgl. auch Ab-
schnitt 1.5.1) gekreuzt und so der Vergleich mit Mausen mit herabgesetztem Immunsystem und
deletierter Apelinexpression moglich gemacht (Rag2/APLN-Knock-out; im Weiteren Apelin-
Knock-out, AKO; vgl. Tabelle 1). Um homozygote Tiere und damit eine sichere Merkmalsaus-
pragung generieren zu kénnen, wurden zur Identifizierung der verschiedenen Mausgenotypen —
Status der Apelin-, Ragl-, Rag2-, cy- und Wildtyp-Allele — institutsintern die Apelin-, Ragl-,
Rag2-Knock-out-Region sowie die cy-Mutation mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

vervielfaltigt und per Gelelektrophorese analysiert'8:186,
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Tabelle 1 — Versuchsgruppen unter Angabe von U-87-Zellart und Versuchstiergenotyp (* die Xenotrans-
plantation von U87WT in Rag2/APLN-Knock-out-Mause erfolgte nicht, da lediglich die Gruppe
U87WT / WT fur den Vergleich zur Kontrollgruppe U887NSC / WT von Nd&ten war, um einen Einfluss der

Transduktion auszuschlief3en)

Genotyp Ragl, Rag2, c)Rag Rag2/APLN-Knock-out
U-87-Zellen
Us7WT USTWT / WT *
UB7NSC US7NSC / WT US7NSC / AKO
U87AKD US7AKD / WT US7AKD / AKO

Die orthotope stereotaktische Implantation der U-87-Zellen wurde nach vorbeschriebener Me-
thode durchgefiihrt®?. Die stereotaktische Implantation von U-87-Zellen erfolgte 1 mm anterior
und 1,5 mm rechts lateral des Bregmas (vgl. Abbildung 4) und in 4 mm Tiefe im Bereich des
Nucleus caudatus des Putamens. Rekonstruierbare Implantationslokalisationen wurden mittels ei-
ner stereotaktischen Haltevorrichtung mit integrierter Messeinheit zur Bestimmung des vertikalen
Bewegungsumfanges und einem reproduzierbarem Injektionsprotokoll gewahrleistet. In einer 1 pl
Microliter™.-Spritze wurden 1 ul mit 1 x 10° wachstumsfahige U-87-Zellen in Medium ohne Er-
ganzungsmittel (DMEM, Dulbecco's Modified Eagle Medium, ThermoFisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) Uber eine 22 G-Kanile (Hamilton, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Deutschland) langsam manuell tber 2 min injiziert und nach der Injektion
wurde die Spritze fur 1 min in Position gehalten, bevor die vorsichtige Entfernung schrittweise

1 mm/min erfolgte.
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Abbildung 4 — Koordinaten zur stereotaktischen Inokulation von U-87-Zellen. U-87-Zellen wurden 1 mm
anterior und 1,5 mm lateral des Bregmas in einer Tiefe von 4 mm im Bereich des Putamens plaziert (Punkt-

markierung; adaptiert nach Glass, 2005, Copyright 2005 Society for Neuroscience)?®,

Bei einem Teil der Versuchstiere wurde am Tag 10 nach Inokulation der U-87-Zellen miniosmo-
tische Pumpen® (ALZET, Model 1002, Brain Infusion Kit 3, Charles River, Wilmington, Mas-
sachussetts, USA) nach vorbeschriebener Methode implantiert'®? und so die kontinuierliche Gabe
von artifiziellem Liquor (artificial cerebral spinal fluid, aCSF, Herstellung wie von ALZET be-
schrieben: http://www.alzet.com/products/guide_to_use/cfs_preparation.html), Apelin-13-Peptid
(30 ug in aCSF; (Pyrhapelin-13, Ap13; Bachem AG, Bubendorf, Schweiz) oder Apelin-F13A
(30 ug in aCSF; ApF13A%; Bachem AG, Bubendorf, Schweiz) intrazerebral (i. ¢.) in das Tumor-
gebiet gesichert (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2 — Versuchsgruppen in der Interventionskohorte

i. c.-Gabe aCSF Apelin-13 Apelin-F13A

Versuchsgruppe

U87AKD / AKO UB7AKD / AKO / aCSF U87AKD / AKO/Apl3  UB7AKD /AKO / ApF13A

An bis zu vier Zeitpunkten — in den Wochen 1, 2, 3 und 4 — nach Inokulation der U-87-Zellen
wurden kernspintomographische Aufnahmen des Neurokraniums durchgefuhrt und die Méuse je
nach Kohorte im Anschluss euthanasiert. Nach Perfusion, Fixierung und Sektion der Mdausehirne
wurden Gefrierschnitte dieser angefertigt sowie histologische und immunhistochemische Féarbun-
gen erzeugt. Zur Beantwortung der wissenschaftlichen Fragestellungen wurden im weiteren Ver-

lauf MRT-analytische, stereologische, bildanalytische und semiquantitative Auswertemethoden
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angewendet. VVon besonderem Interesse waren die Volumenbestimmung, der Wachstumsverlauf
und die Phénotypen der Xenografts im Vergleich der verschiedenen Versuchsgruppen. In Bezug
auf die Phanotypen wurden sowohl die Tendenz zur Ausbildung von Nekrosen und Blutungsnei-
gungen als auch die Gefalidichte, die von vaskuldren Strukturen eingenommene Flache, der Ge-
falkdurchmesser und die Gefalreife (Grad der Bedecktheit durch Perizyten) beurteilt. Der Ver-
gleich mit gesundem Hirngewebe der kontralateralen Hemisphére wurde in Einzelfallen ebenfalls

durchgefuhrt. Der experimentelle Ablauf ist in Abbildung 5 dargestelit.

#
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Abbildung 5 — Experimenteller Ablauf (ohne Interventionskohorte). Fiur das orthotope Gliommodell wur-
den mittels lentiviralem Gentransfer transduzierte U-87 MG-Gliomzellen in murine Hirne inokuliert. Die
Versuchsgruppen ergaben sich aus der Kombination von Xenografts mit regelhafter (U87NSC) oder mit
herabgesetzter Apelinexpression (U87AKD) und Versuchstieren mit physiologischem Apelinexpressions-
level (WT) oder deletiertem Apelinvorkommen (AKO). An bis zu vier Zeitpunkten — in den Wochen 1, 2,
3 und 4 — nach Inokulation der U-87-Zellen wurden kernspintomographische Aufnahmen des Neurokrani-
ums durchgefiihrt und die M&use im Anschluss euthanasiert. Gefrierschnitte der Mausehirne wurden an-
gefertigt und histologische, sowie immunhistochemische Farbungen erzeugt. Zur Beantwortung der wis-
senschaftlichen Fragestellungen wurden im weiteren Verlauf MRT-analytische, stereologische, bildanaly-

tische und semiquantitative Auswertemethoden angewendet.
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3.2 Versuchstierhaltung und -demografie

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden mit weiblichen und méannlichen, adulten
Maéusen mit einem altersabhéngigen Korpergewicht von > 20 g durchgefihrt. Die verwendeten
Mausstdamme wurden uber die Forschungseinrichtung fir Experimentelle Medizin (FEM) bezo-
gen. Der genetische Hintergrund aller Stdamme war stets der Inzuchtstamm C57BL/6. Wéhrend der
gesamten Zeit der Zucht und Versuchsdurchfuihrung wurden die Mduse in der FEM versorgt. Die
Tierhaltung erfolgte in spezifiziert pathogenfreier Umgebung bei einem zwoélfstiindigen Licht-
Dunkel-Rhythmus. Die Luftfeuchtigkeit und Raumtemperatur (RT) wurde bei 59 % = 2 % und
22 °C £ 1 °C gehalten. Die Verabreichung von Futtermittel und Trinkwasser erfolgte ad libitum.
Die Versuchstiere wurden in Gruppen von 2 - 6 Mausen auf Standardeinstreu in Kunststoffkéfigen

mit Metallabdeckungen gehalten.

Alle in dieser Arbeit beschriebenen Versuchsdurchfihrungen sind durch das Landesamt fur Ge-
sundheit und Soziales, Berlin, genehmigt und nach den Richtlinien des United Kingdom Coordi-
nating Committee on Cancer Research (UKCCCR Guidelines for the Welfare of Animals in Ex-

perimental Neoplasia) durchgefiihrt?®?,

Insgesamt wurden 227 Versuchstiere beobachtet, wobei 13 Tiere (5,7 %) entweder vorzeitig ver-
storben sind (n = 9; 4,0 %) oder bei Erreichen des humanen Endpunkts (n = 4; 1,8 %) getttet wur-
den. Uber die Gesamtheit betrachtet waren die Versuchstiere zu 54,6 % weiblich (n = 124) und zu
45,4 % mannlich (n = 103). Im Mittel betrug das Alter der Tiere bei Implantation der Xenografts
128 Tage mit einem Minimum bei 31 Tagen und einem Maximum bei 496 Tagen
(25. Perzentile = 79 Tage, 50. Perzentile = 118 Tage, 75. Perzentile = 140 Tage). Die Implanta-

tion von miniosmotischen Pumpen erfolgte bei 45 Tieren (19,8 %).

3.3 Perfusion, Fixierung und Sektion der Mausehirne

Die Versuchstiere wurden zu den jeweiligen Zeitpunkten in Woche 1, 2, 3 und 4 nach
intrazerebraler Implantation der U-87-Zellen mit Pentobarbital (Narcoren®, Merial, Halbergmoos,
Deutschland) in eine tiefe Narkose gelegt. Bei ausgesetzter Atmung und fehlender
Tiefensensibilitat wurde die Bauch- und Brusthohle am in Riickenlage fixiertem Tier er6ffnet und
die linke Herzkammer an der Herzspitze punktiert. Es erfolgte die transkardiale Perfusion mit
10 ml isotonischer Kochsalzlésung (0,9 %; Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) und
anschlieflend die Perfusion mit wenigstens 10 ml Fixanslosung aus 4 % Paraformaldehyd (PFA,;

Merck, Darmstadt, Deutschland) in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS; BiochromAG, Berlin,
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Deutschland). Anschliel3end erfolgte die Dekapitation zur Entnahme des murinen Hirns. Mit einer
kleinen chirurgischen Schere wurde die Kopfhaut beginnend am Foramen magnum entfernt und
die Kalotte temporal beidseits von okzipital nach rostral sowie das Os nasale in der Frontalebene
durchtrennt. Die Hirne wurden sorgfaltig im Ganzen unter Durchtrennung von zufiihrenden und
abgehenden GeféaRen und Nerven aus den Kranien entnommen und zur weiteren Fixierung in 4 %
PFA/PBS bei 4°C fir einige Stunden gelagert, um homogenere Markierungen in der
Immunhistochemie zu erreichen. Im Anschluss wurden die Hirne zur Kryoprotektion bei der
Anfertigung von Gefrierschnitten in einer 30 %igen phosphatgepufferten Zuckerlésung (Sigma-
Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland) transferiert und bis zu ihrem Absinken im 15 ml
Falkontube bei 4 °C aufbewahrt. Die Fixierung mittels Sucrose basiert darauf, dass
Zuckerldsungen tber 10 % hyperton sind und dem Gewebe Wasser entziehen. Sobald eine Isotonie
entsteht, sinkt das eingebrachte Gewebe ab. In der Weiterverarbeitung kann so die Rate an
Kryoartefakte reduziert werden, welche entstehen, weil im Gewebe verbliebenes Wasser beim

Gefrieren expandiert und Zellmembrane und Gewebe zerstort?%3,

3.4 Anfertigung von zerebralen Gefrierschnitten

Zur immunhistochemischen und histologischen Analyse des Hirngewebes wurden 30 um dicke
Frontalschnitte mit Hilfe eines rotierenden Gefriermikrotoms (Microm Cryostat HM 560, Microm
GmbH, Walldorf, Deutschland) angefertigt. Hierzu wurden die ganzen Hirne nach Abtrennung
des Cerebellums unter Verwendung von Tissue-Tek (Sakura Finetek, Alphen aan den Rijn, Nie-
derlande) aufrecht auf einem Korkplattchen fixiert und fur 1 h bei -20 °C im Innenraum des Ge-
friermikrotoms abgekihlt. Nach dem Einspannen in den Objekthalter wurden erste Schnitte der
Bulbi verworfen und mit Beginn der Hemisphé&ren kontinuierlich alle Gefrierschnitte schematisch
auf Objekttrager bzw. als free-floating-Schnitte gesammelt (vgl. Abbildung 6). Das Sammeln der
Schnitte wurde beendet sobald makroskopisch kein Tumorgewebe sichtbar war oder das Ende der
Hemispharen okzipital erreicht wurde. Die Temperatur des Objekthalters wurde bei -21 =1 °C,
die des Messers bei -23 = 1 °C gehalten.
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Abbildung 6 — Anfertigung von Gefrierschnitten. (a) Darstellung eines vorbereiteten murinen Hirns vor
Beginn des Schneidens, (b) Gefrierschnitt, (c) Querschnitt eines murinen Hirns nach Sammlung einiger
Schnitte mit Blick auf ein eingeblutetes Xenograft und (d) Sicht auf das Innere eines Gefriermikrotoms mit
Uberblick tiber verwendete Materialien.

Die angefertigten Schnitte wurden in Mikrotiterplatten (Multiwell™, 24 Well, BD Falcon®, BD
Labware, Franklin Lakes, NJ, USA) und auf Objekttragern (R. Langenbrinck, SuperFrost®, Plus
Objekttrager, Emmendingen, Deutschland) so gesammelt, dass jeder entstandene Schnitt in Ab-
folge in einer Vertiefung bzw. auf einem Objekttrager weiter (in horizontaler Richtung) aufgefan-
gen wurde. Eine Sammlungsreihe bestand aus 9 Schnitten: Schnitte I-111 in den ersten drei Vertie-
fungen der Microtiterplatte, Schnitte 1\VV-V1 auf drei Objekttragern und Schnitte VII-1X in den
né&chsten (und letzten drei) Vertiefungen der Microtiterplatten. Das heif3t jeder der ersten 9 Schnitte
hatte einen eigenen Sammlungsort. Die n&chsten und Ubernéchsten 9 Schnitte wurden entspre-
chend in Abfolge zur ersten Schnittreihe gegeben, sodass Vertiefung I-111 und VII-1X bzw. Ob-
jekttrager IV-V1 jeweils drei Schnitte enthielten. Danach wurde eine neue Reihe begonnnen. Dem-
entsprechend entstanden 9 Serien (I-1X), wobei in jeder Serie die systematische Sammlung jedes
9. Schnitts gewéhrleistet wurde. Die auf den Objekttrdgern gesammelten Schnitte (Serien 1V-VI,
jeweils 3 Schnitte pro Objekttrager) wurden Uber Nacht bei 4 °C gelagert und am nachsten Tag
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gefarbt oder bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung eingelagert. Die in Mikrotiterplatten aufge-
fangenen Schnitte (Serien I -111 und VII-IX, jeweils 3 Schnitte pro Vertiefung) wurden zur Kryo-
protektion in phosphatgepufferte Glycerollésung (300 ul/Vertiefung; 150 ml Ethylengycol
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland), 125 ml Glycerol (Roth, Karlsruhe, Deutschland),
250 ml 0,1 M POA4-Puffer, pH = 7,4) bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt. Um flr
die verwendeten Auswertemethoden einen Uberblick tiber den gesamten Tumor zu gewahrleisten,
wurden komplette Serien einzelnen Farbemethoden zugeordnet und jeweils fir jede Farbemethode

die gesamte Serie gefarbt.

3.5 Histologische Farbemethoden

Fur die histologischen Féarbemethoden wurden lediglich die auf Objekttrager aufgezogenen
Schnitte verwendet (Serien 1V-VI, jeweils 3 Schnitte pro Objekttrager). Vorbereitend auf die His-
tologie wurden Objekttrager aus der Lagerung in 4 °C fur 10 min in kaltes Aceton (Merck, Darm-
stadt, Deutschland) gebracht und anschliefend 10 min bei RT getrocknet. Objekttrédger aus der
Lagerung in -80 °C wurden 20 min bei RT aufgetaut, 10 min in kaltes Aceton inkubiert, 7 min in
Chloroform (Merck, Darmstadt, Deutschland) fixiert und 10 min bei RT getrocknet.

3.5.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) ist eine Routinefarbemethode in der Histologie,
welche mit zwei Einzelfarbungen die Unterscheidung verschiedener Gewebestrukturen moglich
macht. Hamalaun, die aufbereitete Form von Hamatoxylin, farbt basophile Strukturen, wie Zell-
kerne oder das raue endoplasmatische Retikulum, blau an. Eosin farbt alle eosinophilen Struktu-

ren, wie Zellplasmaproteine und Teile der Extrazellularmatrix, rot an?%,

Nach dreiminutiger Inkubation in gereiftem Hamalaun nach Mayer (Merck, Darmstadt, Germany)
wurden die zu farbenden Schnitte unter laufendem Leitungswasser fur 3 min geblaut. Anschlie-
Rend folgte die Gegenfarbung mit Eosin (Eosin-G-Losung; Roth, Karlsruhe, Deutschland) fur
20 sec und je ein kurzes Waschen in Leitungswasser und destilliertem Wasser. Das Entwéssern
der Schnitte erfolgte Uber eine aufsteigende Alkoholreihe. Dazu wurden sie je 30 sec in 70 % und
80 % sowie je 1 min in 96 % und 100 % Ethanol (Herbeta Arzneimittel, Berlin, Deutschland) ge-
geben. Danach wurden die Schnitte zweimal 1 min mit Xylol (J.T. Baker, Deventer, Niederlande)
behandelt und abschlieRend mit dem Eindeckmedium Roti® Histokitt Il (Roth, Karlsruhe,
Deutschland) unter Verwendung von Deckglaschen (R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutsch-
land) eingedeckt.
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3.5.2 Eisenfarbung

Mit der Eisenfarbung, auch Berliner-Blau-Reaktion genannt, lasst sich Hamosiderin nachweisen.
Dieses besteht aus Bruchstiicken von Ferritin und Proteinen, welche zusammen einen wasserun-
I6slichen Komplex bilden. Als unphysiologische Form des Speichereisens ist es nur intrazellular
als phagozytéres Abbauprodukt (z. B. in Makrophagen) zu finden und kommt besonders im Be-
reich von Hamorrhagien vor. Das nativ goldgelbe Hamosiderin farbt sich in der Berliner-Blau-

Reaktion blau an.

Initial wurden die Schnitte mit Aqua dest. gespult. In einem Gemisch aus gleichen Anteilen von
2,5 % Ferrocyankalium (Roth, Karlsruhe, Deutschland) und 2 % Salzsdure (Roth, Karlsruhe,
Deutschland) wurden die Schnitte anschlieBend fir 15 min inkubiert und dann kurz erneut in Aqua
dest. gespult. Nachfolgend wurden sie fur 1 min in Kernechtrot-Aluminiumsulfat-Losung (Wal-
deck, Minster, Deutschland) gegeben. Nach erneuter Spiilung in Aqua dest. folgte das Entwassern
der Schnitte uber eine aufsteigende Alkoholreihe. Dazu wurden sie je 30 sec in 70 % und 80 %
sowie je 1 min in 96 % und 100 % Ethanol gegeben. Im Anschluss wurden die Schnitte zweimal
1 min mit Xylol behandelt und abschlieRend mit dem Eindeckmedium Roti® Histokitt 1l unter

Verwendung von Deckglaschen eingedeckt.

3.6 Immunhistochemische Farbemethoden

Fur die Immunhistochemie wurden die in Mikrotiterplatten gesammelten Hirnschnitte verwendet.
Zur Vorbereitung wurden die zu farbenden Schnitte unter Einhaltung des Sammelschemas in eine
neue 24-Well-Mikrotiterplatte transferiert und zweimal 5 min in PBS gewaschen um die Schnitte

von der Glycerollésung zu reinigen.

Die verwendeten Marker zur Farbung von Endothelzellen und Perizyten sind unter Angabe der
Verdinnung in Tabelle 3 und Tabelle 4 gelistet. Zur Bestatigung der Reaktion wurden Schnitte
desselben Versuchstieres als Negativkontrollen parallel in einem separaten Well auf der Mikroti-
terplatte mitgefarbt. Anstelle der jeweiligen Marker wurden jedoch PBS bei sonst identischem

Farbeprotokoll verwendet.
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Tabelle 3 — Verwendete Endothelzellen- und Perizytenmarker

Marker Spezifitat Verdiinnung Hersteller / Handler
CD31 Ratte anti-Maus 1:50 BD Pharmingen™, Heidelberg, DE
Vector Laboraties: Biozol
IB4 - 1:100 Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, DE
Desmin Kaninchen anti Maus/Ratte/Mensch 1:200 Abcam, Cambridge, UK

Tabelle 4 — Verwendete Konjugate zur Endothelzellen- oder Perizytenfarbung (*Sekundarantikdrper bzw.
**Enzymkonjugat)

Marker Konjugate Wirt  Reaktivitdt  Verdinnung Handler
Cy3 AffiniPure Donkey

CD31 anti-Rat 1gG (H+L)* Esel Ratte 1:100 Dianova, Hamburg, DE

IB4 ExtrAvidin®-Cy3™ ** - - 1:50 Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Alexa Fluor® 647-Affini-

Desmin Pure Goat anti-Rat 1gG Ziege Ratte 1:200 Dianova, Hamburg, DE

(H+L) (Cy5)*

3.6.1 Gefalfarbungen (IB4,CD31)

Zur GeféaBRfarbung wurden Antikorper gegen CD31 (codierendes Gen: PECAM-1) und das bioti-
nylierte Isolectin B4 (IB4) (im Falle der Interventionskohorte) verwendet. Das Thrombozyten-
Endothelzellen-Adhésionsmolekiil (engl. platelet endothelial cell adhesion molecule, PECAM-1),
welches auch CD31 genannt wird, ist ein transmembranes Glykoprotein, welches zu hohem Mal3
im Endothelium unreifer und reifer Gefale exprimiert wird?®. IB4 ist ein Glykoprotein, welches
auf Erythrozyten der Blutgruppe B, Microglia, unmyelinisierten primér afferenten Neuronen und
perivaskularen Zellen des Hirns zu finden ist. Neben der Blutgruppentypisierung wird es vielfach

als ein Marker fiir Endothelzellen von Maus, Ratte, Kaninchen und Ziege verwendet?%:207,

Fur die immunhistochemische Farbung unter Verwendung von Antikérpern gegen CD31 wurden
die Schnitte nach initialer Vorbehandlung fiir 1 h mit einer Losung aus PBS-T und 10 % spezies-
angepasstem Normalserum des Esels (Vector Laboratories: Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, Deutschland) behandelt, um unspezifische Epitope auf den Zelloberflachen zu blockieren.
Danach folgte tiber Nacht die Inkubation mit Antikdrpern gegen CD31 in PBS-T und 5 % spezies-
spezifischem Normalserum des Esels bei 4 °C. Am ndchsten Tag wurden die Schnitte dreimal
10 min in PBS gewaschen und mit Cy3-Sekundérantikdérpern (vgl. Tabelle 4) in PBS-T und 5 %
speziesspezifischem Normalserum des Esels behandelt. Lichtgeschutzt wirkten die Sekundaranti-
korper fur 1 h bei Raumtemperatur ein. Nach mehrmaligem Waschen in PBS (3 x 10 min) wurden

die Schnitte in einem Wasserbad aus destilliertem Wasser mit Hilfe eines Pinsels und weiterhin
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unter Einhaltung des Sammlungsschemas auf Objekttrager gezogen. An einem lichtgeschitzten
Ort wurden die Schnitte fur 30 min getrocknet und anschliefend mit einem wassrigen Eindeck-
mittel (Aquatex®, Merck, Darmstadt, Deutschland) und einem Deckglas eingedeckt. Am Folgetag
wurden die Rénder der Deckglaser mit einer Schicht aus Nagellack versiegelt um ein Austrocknen

des wassrigen Eindeckmittels und das Eintreten von Luftblasen unter das Deckglas zu vermeiden.

Im Fall der Farbung mit 1B4 wurden die Schnitte nach oben beschriebener VVorbehandlung mit
dem 1B4-Reagenz und 0,3 % Triton®-X-100 in PBS (PBS-T; Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland) tber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nédchsten Tag wurden sie dreimal fir 10 min in
PBS gewaschen und mit Cy3 markiertem ExtrAvidin® in PBS-T in Aluminiumfolie zum Schutz
vor Licht eingeschlagen und fir 30 min bei RT auf dem Wippschittler behandelt. Nach
zweimaligem Waschen in PBS fur jeweils 5 min wurden die Schnitte wie oben beschrieben auf
Objekttréager aufgezogen und nach 30-minttigem Trocknen in wéssrigem Eindeckmittel und
Deckglasern eingedeckt. Am Folgetag erfolgte die Applikation von Nagellack.

Die Anti-CD31-Cy3- und Anti-1B4-Cy3-Féarbung wurde fir einige Schnitte als Doppelfarbung in
Kombination mit Antikorpern gegen Desmin durchgefiihrt. Die Ausfiihrung ist im Abschnitt 3.6.2
beschrieben.

3.6.2 Farbung der Perizyten (Desmin)

Die Farbung der Perizyten erfolgte unter Verwendung von Antikérpern gegen Desmin (codieren-
des Gen: DES). Desmin ist ein Intermediérfilament und kommt im Allgemeinen in der Skelett-
muskulatur, wie auch in der glatten Muskulatur, vor und dient als klassischer Marker vaskularer
glatter Muskelzellen. Jedoch hat sich gezeigt, dass auch Zellen mit kontraktilen Eigenschaften,
wie Perizyten, diesen Oberflichenmarker exprimieren®®. Fiir Doppelfarbungen mit Antikérpern
gegen CD31 und Desmin bzw. IB4 und Desmin wurde lediglich der Inhalt eines Wells (3 Schnitte)
einer Serie mit einer Doppelfarbung versehen. Bei der Herstellung der Verdinnungen der Primar-
bzw. Sekundérantikérper wurden stets beide Primarantikorper bzw. beide dazugehérigen Sekun-
darantikorper in die Verdunnung gebracht (vgl. Abschnitt 3.6.1). Es wurde Normalserum der Ziege
(Vector Laboratories: Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH, Eching, Deutschland) verwendet. Die
Einwirkzeit der Sekundarantikdrper ExtrAvidin® und Alexa Fluor®-Cy5 verlangerte sich gegen-

uber der Einzelfarbung von einer 30-mindtigen Inkubation auf 1 h.
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3.7 Kernspintomographische Aufnahmen der murinen Hirne

Die kernspintomographischen Aufnahmen wurden mit entsprechend der in Frisch et al. beschrie-
benen Methode in einem Kleintier-MRT (FOV 2,60 cm, S1 0,50/0,50 mm) in den Wochen 1, 2, 3
und 4 nach Implantation der U-87-Zellen von Dr. sc. nat. R. Kalin durchgefihrt!®2, Die Versuchs-
tiere wurden mittels Inhalationsnarkose mit Isofluran immobilisiert (induziert mit 3 % und auf-
rechterhalten mit 1,5 - 2 %, 0,5 I/min bei 100 % O; Forene, Abbot, Wiesbaden, Deutschland).
Wihrend der Aufnahmen wurde die Atemfrequenz (physiologisch 50 - 90 /min, ideal 70 /min)
dauerhaft Gberwacht (Small Animal Monitoring & Gating System, SA Instruments, Stony Brook,
New York, USA). Zur Bilderstellung des murinen Neurokranium wurden T1- und T2-gewichtete
2D Turbo Spin-Echo Sequenzen benutzt (Parameter fir T1: TR / TE =800/ 10,6 ms, RARE Fak-
tor 2; fur T2: TR/ TE = 4200 / 36 ms, RARE Faktor 8) und 20 axiale Schichten mit einer Schicht-
dicke von 0.5 mm, einem Field of View von 2,60 x 2,60 cm und einer Matrix von 256 x 256 Pixeln
akquiriert. Die T2-gewichteten MRT-Aufnahmen wurden mit ImageJ 1.46 (Wayne Rasband, NIH,
USA) in das Analyseformat umgewandelt (.img) und mit Analyze 5.0 (AnalyzeDirect, KS, USA)
ausgewertet. Dabei wurden Tumorregionen in jedem Schnittbild unter Verwendung der automati-
schen Markierungsfunktion (Autotrace) oder manuell (Polygon) markiert und anschlieBend mit
Hilfe der Software aus markierten Flachen und der Schichtdicke von 0,5 mm das Tumorvolumen
pro Versuchstier automatisch errechnet (Sample Options > Summing: ON > Sample: alle Slices >
Log Stats: ON > Sample Images). Kernspintomographische Aufnahmen wurden von der weiteren
Analyse der Tumorvolumina ausgeschlossen, wenn die Bildgebung ohne Tumornachweis blieb,
sich eine Fehlimplantation, bspw. in das Ventrikelsystem, zeigte oder im Verlauf der Bildgebung

ein Wachstum nach intraventrikuléar oder extrakranial nachgewiesen werden konnte.

3.8 Stereologische Analyse

Um eine Uber das gesamte Xenograft aussagekraftige Analyse des GeféaRstatus (und der Tumor-
volumina) zu gewahrleisten und den Selektionsbias zu minimieren (vgl. Abschnitt 5.1.1), wurde
fur jedes Versuchstier eine komplette Serie der systematischen Sammlung eingeschlossen. Auf
diesem Weg konnte tber Stichproben im Abstand von 270 um zueinander (9 Schnitte) der gesamte
Tumor im Uberblick dargestellt werden. Zur stereologischen Analyse wurde die Software Ste-
reolnvestigator® 10.21.1 (MicroBrightField Bioscience, Williston, VT, USA) in Kombination mit
einem Olympus-BX53-Mikroskop (Olympus, Tokyo, Japan) und einem motorisierten Objekttisch
(MicroBrightField Bioscience, Williston, VT, USA) verwendet. Die Auswertung des GefaRstatus

erfolgte stets mittels Space-Ball-Methode, im Rahmen dessen fiir die Berechnung der VLD die
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Erhebung des Tumorvolumens als ersten Schritt im Workflow der Methode notwendig war?%%-212,
Zu Beginn des Versuchsvorhabens wurde unabhédngig davon bei einer kleinen Stichprobe, die
Cavalieri-Methode zur Analyse der Tumorvolumina als bereits in VVorarbeiten der Arbeitsgruppe
etablierte Methode angewendet?*3, Die Cavalieri-Methode wurde im Verlauf dieser Arbeit von der

Analyse der MR-Bildgebung zur Begutachtung des Xenograftwachstums abgelost.

3.8.1 Die Cavalieri-Methode
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Abbildung 7 — Darstellung der Cavalieri-Methode zur Bestimmung des Tumorvolumens mittels Punktzéh-
lung. (a) HE-gefarbtes Préparat mit eingeblendetem Raster. (b) Entlang des Rasters gesetzte gelbe Markie-
rungen im Bereich des Tumorareals.

Das Tumorvolumen einiger Xenografts wurde mit Hilfe der HE-geféarbten Hirnschnitte und unter
Verwendung der in der Arbeitsgruppe bereits etablierten Cavalieri-Methode in Verbindung mit
einer Punktzihlung (vgl. Abbildung 7) berechnet?'4. Zur mikroskopischen Einstellung wurden ein
Plan-Apo-N-Objektiv mit 1,25- (numerische Apertur (NA): 0,04), UPlan-FL-N-Objektiv mit 4-
(NA: 0,13) oder 10-facher (NA: 0,3) VergroRerung (Olympus, Tokyo, Japan) verwendet. Initial
wurde nach Aufsuchen des Schnittes der Cavalieri Estimator in der Stereolnvestigator®-Software
aufgerufen und ein nicht rotiertes Raster mit einem Rasterabstand von 40 um x 40 um Uber dem
Schnitt generiert. Die Schnittdicke wurde bei 30 um und das Schnittintervall bei 9 festgelegt. Im
Serial Section Manager wurde die Mounted Thickness von 12 um gewéhlt. Mit Hilfe von punkt-
formigen Markierungen (Marquee Mode, Snap to Grid Mode) wurde anschlieBend das Areal des
Tumors flr jeden Schnitt einzeln gekennzeichnet. Die Markierungen aller verwendeten Schnitte
eines Versuchstieres wurden durch die Software in ein Gesamtvolumen umgerechnet. Die Berech-

nung erfolgte unter Beriicksichtigung folgender Parameter: Intervall der analysierten Stichproben,
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Schnittdicke, VergrofRerung und RastergroBe (vgl. Formel 1). Tumore, die ausschliel3lich Wachs-

tum aufRerhalb des Kortex zeigten, wurden ausgeschlossen.

n 7 berechnetes Volumen
)l = A,mE <Z Pi) A, = g2 A, miteiner Markierung assoziierte Flache
— m  Intervall der analysierten Schnitte
t,t (durchschnittliche) Schnittdicke
g P; gezéhlte Markierungen
/ ' RastergroiRe
b)[v] =t kz | — g
) vl : @ — max(a’) k  Korrekturfaktor
j=1 ' P s
a' projezierte Flache

[v] korrigiertes Volumen
Formel 1 — Formeln der Cavalieri-Methode zur Berechnung des Tumorvolumens. (a) Errechnetes Volu-

men, (b) Korrigiertes Volumen der analysierten Stichprobe unter Einbeziehung von Uberprojektion.

3.8.2 Die Space-Ball-Methode

Unter Benutzung der geleiteten Auswertemethode Space-Ball-Workflow der Software Stereoln-
vestigator® 10.21.1 (MicroBrightField, Williston, VT, USA) in Kombination mit einem Olympus-
BX53-Mikroskop (Olympus, Tokyo, Japan) und einem motorisierten Objekttisch (MicroBright-
Field, Williston, VT, USA), wurde der Gefal3status der U-87-Xenografts analysiert. Die am Ende
resultierende Komplexitat des vaskuldren Netzwerks (Anzahl der Markierungen / Anzahl analy-
sierter Quadrate des Rasters, gleichzusetzen mit der durchschnittlichen Anzahl von Gefalverzwei-
gungen, VN) und GefaRlangendichte (Vessel length density, VLD, in mm/mm3) erméglichen ob-
jektive Aussagen uber das Ausmald der voranschreitenden Tumorneoangiogenese durch Kapil-
larsprossung (VN) und die vorliegende Vaskularisation des analysierten Gewebes unabhé&ngig von
der TumorgroRe (VLD)20%-212,

Die Space-Ball-Methode basiert auf dem Ansatz, dass anhand der Anzahl der Schnittstellen von
tubuléren Strukturen und einer zweidimensionalen Flache die Lange der beobachteten tubuléren
Strukturen errechnet werden kann. Dabei sind die Strukturen umso l&nger, je hoher die Anzahl der
Schnittstellen sind. Die Bedingung fir diesen Ansatz ist die Isotropie — die Unabhangigkeit der
Ausrichtung im Raum — von der zur Analyse genutzten Flache, der zu analysierenden tubuléren
Strukturen oder beiden. Im Rahmen der Space-Ball-Methode wird unter Verwendung einer isotro-
pen Kugel (oder Halbkugel fiir Gewebe geringer Schnittdicke) die GefaRlange eines Systems aus
sich dreidimensional verzweigenden GefélRen anhand der Schnittstellen mit der konvexen Kugel-
oberflache berechnet (vgl. Abbildung 8)?®. In der Analyse des GefaRstatus mittels Space-Ball-

Methode kam jeweils eine komplette Serie der immunhistochemisch mit Antikérpern gegen CD31
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oder gegen 1B4 geférbten Schnitte zum Einsatz. Die GFP-markierten Tumorzellen erschienen un-
ter Verwendung des FITC-Filters grun fluoreszierend und konnten so sicher vom Normalgewebe

abgegrenzt werden.

DN EBWN -

I=1 I1=3 [=2 I=1 I=0

Abbildung 8 — Darstellung der Space-Ball-Methode. (a) Anwendung der Space-Ball-Methode im
U-87-Xenograft mit Markierung der Schnittstellen in blau (CD31/Cy3-Farbung). (b) Dreidimensionale
schematische Darstellung des verwendeten kugelformigen Messkorpers im Gewebe, welcher (c) in zwei-
dimensionalen Ebenen (n = 8; nur teilweise abgebildet) mit Abstanden von je 2 um auf der Z-Achse ring-
formig abgebildet wird. Die Anzahl der Schnittstellen (1) von Messkorper und tubuléren Strukturen ist
proportional zur Lange der tubuldren Strukturen im untersuchten Gewebe (adaptiert nach Mouton, 2002,
ReUseLicenseNumber 4901790481316)%%,

In der Durchfiihrung des Space-Ball-Workflows wurden initial jeweils die Anzahl der zu analysie-
renden Schnitte, die Schnittdicke der unbehandelten Proben (30 um, Section Cut Thickness) und
das Intervall der auszuwertenden Schnitte (n = 9) angegeben. In geringer Vergrolierung (in Ab-
héngigkeit der TumorgroRe ein Plan-Apo-N-Objektiv mit 1,25- [NA: 0,04] oder UPlan-FL-N-Ob-
jektiv mit 4-fach [NA: 0,13]) wurde das gesamte Tumorareal eines Schnittes abgebildet und als
Region of Interest (ROI) umrandet. Die durchschnittliche Schnittdicke der behandelten und auf
die Objekttrager aufgetragenen Proben (Mounted Thickness) wurde nach Austestung der durch-
schnittlichen Schnittdicke an einigen Schnitten als 25,2 um flr die Gesamtheit der analysierten

Schnitte festgelegt. Bei vorliegender geringer Schnittdicke der Stichproben wurde die Space-Ball-
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Methode nach Mouton angepasst und eine Halbkugel verwendet. Der Radius der durch die Soft-
ware generierten Halbkugeln wurde als 20 um definiert. Im Anschluss wurde ein Raster mit einem
Rasterabstand von entsprechend 250 pm x 250 um, 880 um x 1000 um bzw. 1200 um x 1200 um
uber dem Tumorareal generiert. Im Rahmen der Methodenentwicklung wurde die Rastergrofie
demzufolge im Verlauf ausgetestet und veréndert. In hochster VergroRerung (40-fach [NA: 0,75])
wurden in jedem Quadrat des Rasters alle Ebenen Uber die Schnittdicke scharf gestellt, so dass
sich die theoretisch dreidimensionale Halbkugel als zweidimensionaler, im Durchmesser sich ver-
andernder Ring prasentierte. Alle Gefalie, die diesen Ring schnitten, sowie Gefaliverzweigungen
innerhalb des Rings wurden einzeln markiert (vgl. Abbildung 8).

Erfasste Parameter beinhalteten die Anzahl generierter und analysierter Quadrate des Rasters tiber
dem Tumorareal (Number of Sampling Sites), die durch die Space Balls errechneten GefaRlangen
(in um), Anzahl der gesetzten Markierungen, Tumorvolumen (in um?®) und Tumorfliche (in um?).
So konnten die Komplexitat des vaskuldren Netzwerks (VN; Anzahl der Markierungen/Anzahl
analysierter Quadrate des Rasters, der durchschnittlichen Anzahl von Gefallverzweigungen ent-
sprechend) und die GefaBlangendichte (VLD, in mm/mm?) bezogen auf das Tumorvolumen, wel-
ches im Rahmen der Space-Ball-Methode erhoben wurde, fiir jedes Xenograft ermittelt werden
(vgl. Formel 2).

n  Anzahl der ausgewerteten Schnitte
Q; gezahlte Uberschneidungen

n I v analysiertes Volumen
a)L = 2 x (Z Qi) X —X—, v = xyt a Oberflache der Halbkugel
P a ssf ssf Anteil der ausgewerteten Schnitte an der
Gesamtheit der Schnitte
L RastergrofRe in x-Ausrichtung
b)VLD = % RastergroRe in y-Ausrichtung

Schnittdicke
Tumorvolumen

< TR R

Formel 2 — Formeln zur Bestimmung der GefaRlange (L) und der Gefalangendichte (VLD) errechnet

anhand der Anzahl von Schnittstellen zwischen GefaRen und der generierten Halbkugel2%®:25,
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3.9 Bildanalytische Auswertung der GefaRe und Perizyten

Neben der Untersuchung der Vaskularisation und der TumorgréfRe waren morphologische
Charakteristika der GefaRe und Perizyten im Gruppenvergleich von besonderem Interesse, um
indirekte Rickschlisse auf mogliche funktionelle Unterschiede der GeféBe zwischen den
Versuchsgruppen schlieBen zu kénnen. So wurde durch eine zusétzliche Methode die Anzahl der
GefaBe und Perizyten, die von den Gefdllen bzw. Perizyten eingenommene Flache pro
Untersuchungsareal, der Gefaldurchmesser sowie die Form von Gefalen und Perizyten
untersucht. Neben einer Analyse des Tumorareals wurde auch das Normalhirn der Gegenseite bei
einigen Versuchstieren einbezogen. Die immunhistochemisch gefarbten Schnitte mit
Doppelfarbung anti-Desmin/Cy5 und anti-CD31/Cy3 (vgl. auch Abschnitt 3.6.2) wurden zu
diesem Zweck fotografiert (AxioVision 4.8.2.0, Carl Zeiss Microlmaging, Gottingen,
Deutschland) und mit CellSens Dimension Desktop 1.6 (Olympus Corporation, Tokyo, Japan)
analysiert. VVon jedem Schnitt wurden jeweils 4 reprasentative Aufnahmen des Tumorareals (und
ggf. des Normalhirns der Gegenseite) in 20-facher VergroRerung angefertigt. Da der Inhalt eines
Wells (3 Schnitte) pro Serie mit dieser Farbung versehen wurde, wurden jeweils 12 Aufnahmen
(3 Schnitte & 4 Aufnahmen) fiir Tumorareal (und Normalhirn) in die Analyse einbezogen.
Vorbereitend wurde das Bild in CellSens kalibriert (0,4957 um/Pixel x 0,4957 um/Pixel) und der
Kontrast aller Bilder eingestellt (Image Processing, Auto Contrast: L 0,1 %, R 0,1 %). Die
Analyse der GefaRe oder der Perizyten erfolgte unter Verwendung von Graubildern der jeweiligen
Kandle (anti-CD31/Cy3 fur Gefal- und anti-Desmin fiir Perizytenanalysen). Fur den Grad der
Bedecktheit wurde auf das Mischbild in Farbe zuriickgegriffen. Um eine automatisierte
Bildanalyse zu aktivieren, wurde die durch die Software schrittweise geleitete Analysefunktion
Count and Measure genutzt. Die Mindestgrél3e der zu erfassenden GefaR- oder Perizytenobjekte
(Detection Options > Minimum Obiject Size) wurde auf 25 Pixel festgelegt. In Abhangigkeit der
Signalintensitdt wurden durch die Software nach Einstellung eines Schwellenwerts fir zu
wertende Intensitédten Gefal- oder Perizytenobjekte definiert. Die Gefal3analyse erfolgte mit einem
adaptierten Schwellenwert (Adaptive Threshold, Intensity Adaption: 112, Intensity Value: adaptiert
bis 256) und die Analyse der Perizyten bzw. der Bedecktheit mit einem manuell eingestellten
Schwellenwert (Manual Threshold). Der Schwellenwert wurde so gewéhlt, dass die groRtmdogliche
Objektanzahl durch die Software erkannt wurde ohne falsch positive Objekte im umliegenden
Gewebe auszuwdhlen. Im Anschluss wurden die morphologischen Charakteristika der definierten

Gefal3- und Perizytenobjekte teils manuell, teils automatisiert mit Hilfe der Software analysiert.
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Durch manuelle Markierung wurde ermittelt, wie viele GefaRe mit Perizyten bedeckt sind und wie
hoch der Anteil von nicht bedeckten Gefalien oder einzeln vorkommenden Perizyten im Vergleich
zur Gesamtanzahl der Gefalle bzw. Perizyten im Untersuchungsareal ist (siehe Abbildung 9).
Dazu erfolgte jeweils die Bildung eines Verhaltnisses: GefaR-Ratio = Anzahl der GefélRe ohne
Perizyten / > (Anzahl der Gefalle ohne Perizyten + Anzahl der GeféRe bedeckt durch Perizyten)
und Perizyten-Ratio = Anzahl der Perizyten ohne GeféBe /) (Anzahl der Perizyten ohne

GefaRe + Anzahl der Perizyten, welche Gefélie bedecken).

_ Desmin

Abbildung 9 — Bildanalytische Auswertung von Perizyten und Gefallen mittels CellSens in immunhisto-
chemisch geféarbten Schnitten mit Doppelfarbung anti-Desmin/Cy5 (Perizyten) und anti-CD31/Cy3 (Ge-
faRe). (a) Definierte Objekte der Perizyten im Graubild (in petrol), (b) definierte Objekte der Gefale (in
rot) und Perizyten (in blau) im Mischbild in Farbe mit Markierung von GefélRen ohne perizytarer (gelbes
Kreuz) und mit perizytarer Bedeckung (grines Kreuz).

Die automatische Bildanalyse erfolgt anhand der Funktion Count and Measure, welche die vorher
festgelegten Uber den Schwellenwert definierten Objekte registriert und auswertet. Die zu
erhebenden Analyseparameter konnen in der Dialogbox Class Measurement spezifiziert werden.
Zum besseren Einblick in die morphologischen Charakteristika der GefaRe von U-87-Xenografts

wurden die folgenden Parameter genauer betrachtet:

e Durchschnittliche Objektanzahl (gleichzusetzen mit Anzahl der Gefé3e oder Perizyten) pro

analysiertem Auswertungsareal (Site)

e Durchschnittlicher Anteil der eingenommenen Objektflachen pro Auswertungsareal oder
uber alle Auswertungsareale, welcher den Anteil der Fl&che aller erhobenen Objekte in
einem Auswertungsareal (in %) zusammengefasst oder tber alle Untersuchungsareale ge-
mittelt (in %) angibt
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e Automatisch erhobener, gemittelter, interner Objektdurchmesser (in um), welcher durch
die kiirzeste Verbindung zwischen dem Objektmittelpunkt und der &ul3eren Begrenzung zu
beiden gegeniiberliegenden Seiten definiert ist. Der interne Objektdurchmesser verlauft zu
keiner Zeit aulRerhalb des Objekts

e Durchschnittliche minimale Distanz zum Nachbarobjekt (in um)

3.10Semiquantitative Analyse zur Blutungs- und Nekroseneigung

Vor dem Hintergrund der in 1.4.1 beschriebenen histologischen Charakteristika wurden das Auf-
treten von Hamorrhagien und Nekrosen in einer Stichprobe von Xenografts mit herabgesetzter und
erhaltener Apelinexpression verglichen. Die eingeschlossenen Xenografts waren nicht Teil der
Interventionsgruppe, die Xenografts waren mindestens 25 Tage in situ und es lag zum Messzeit-

punkt 2 Wochen nach Tumorinokulation kein im MRT detektierter Ventrikeleinbruch vor.

3.10.1 Analyse der Blutungsneigung

Zur Analyse der Blutungstendenz wurden die histopathologisch gefarbten Schnitte unter Verwen-
dung eines Lichtmikroskops (Carl Zeiss Microlmaging, Goéttingen, Deutschland) mit A-Plan-Ob-
jektiven (Carl Zeiss Microlmaging, Géttingen, Deutschland) in 5- (NA: 0,12), 10- (NA: 0,25), 20-
(NA: 0,45) und 40-facher (NA: 0,65) VergrofRerung bewertet. Komplette Serien in HE-Féarbung
wurden in einem ersten Analyseschritt ausgewertet. Himorrhagien wurden registriert, wenn Eryth-
rozyten frei im Gewebe aulRerhalb der Gefalie (d.h. extravasal) abzugrenzen waren. Zur Quantifi-
zierung der vorherrschenden Blutung wurde eine dreistufige Skala entwickelt (vgl. Abbildung
10). Fir jeden Schnitt wurde anhand der Skala eine Bewertung notiert und Gber alle Schnitte ein
Mittelwert errechnet, wobei die Graduierung mittels ,,-“ =1, ,,+*“=2 und ,,++*“ = 3 erfolgte. In
einem zweiten Schritt wurden als objektiver Kontrollmechanismus Eisenfarbungen von ausge-
wahlten Schnitten durchgefuhrt, um die Einschdtzung zum Vorliegen einer Hamorrhagie zu vali-
dieren (vgl. Abbildung 11).
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Abbildung 10 — Schweregradeinteilung von Hamorrhagien in U-87-Xenografts in (a-c) ,,-* = keine Blu-
tungszeichen, (d-f) ,,+* = wenige Blutungszeichen und (g-i) ,,++* = deutliche Blutungszeichen in HE-ge-
farbten Praparaten. Die Bildauswahl wurde unabhéngig der Versuchsgruppen zur Verbildlichung der Skala
getatigt. Pluszeichen (+) markieren prominente BlutgefédRe mit intraluminalen Erythrozyten. (a-b), (d-e)
und (g-h) stellen jeweils zwei Bildbeispiele fur die unterschiedlichen Stufen der Blutungsskala in 20-facher
VergroRerung dar, wobei Sternchen (*) extraluminale Erythrozythen als Aquivalent einer Hamorrhagie
markieren; (c), (f) und (i) umfassen Beispiele in 2-facher VergroRRerung. Pfeilkdpfe zeigen den Tumorrand

der Xenografts (TU) und Pfeile markieren Areale mit Hdmorrhagien.
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Abbildung 11 — Beispielbild zur Eisenfarbung eines U-87-Xenografts mit Markierung der Blutungsareale
(Pfeile), 60-fache VergroRerung. Die Berliner-Blau-Reaktion macht von Makrophagen aufgenommenes
Héamosiderin (sogenannte Hamosiderophagen) in Arealen stattgehabter Blutungen in blau sichtbar. Bei-
spielhaft ist entsprechend ein mittels dieser Eisenfarbung behandeltes Tumorareal eines Versuchstiers der
Gruppe AKD / WT dargestellt in einem Blutungsareal der Graduierung ,,++* (deutliche Blutungszeichen).

3.10.2 Analyse der Nekroseneigung

Die Neigung zu Nekrosen wurde in ganzen Serien der HE-gefarbten Schnitte mit Hilfe eines Licht-
mikroskops (Carl Zeiss Microlmaging, Gottingen, Deutschland) mit A-Plan-Objektiven (Carl
Zeiss Microlmaging, Gottingen, Deutschland, vgl. auch Abschnitt 3.10.1) analysiert und entspre-
chend auf Nekrosezeichen, wie mangelnde Kernfarbbarkeit, Karyopyknose (Schrumpfung des
Zellkerns), Karyolyse, Eosinophilie, homogene Férbbarkeit des Zytoplasmas, evtl. dystrophische
Verkalkung, Verlust der Zellgrenzen bei Zerstérung der Zellmembran, Demarkation im Randbe-
reich (Phagozytose, Entziindung) und Pseudopalisadenstellung der umgebenden Zellen? (vgl. Ab-
bildung 12), untersucht. Das Vorhandensein einer beliebigen Auspragung nekrotischer Areale

wurde notiert (vorhanden/nicht vorhanden).
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Abbildung 12 — Beispielbilder von nekrotischen Arealen in U-87-Xenografts in HE-gefarbten Praparaten
(Bildauswahl unabhangig der Versuchsgruppen). Pfeilkdpfe markieren Regionen von Pseudopalisaden und
die Bilder (d-f) zeigen Karyopyknosen, Apoptosen und Zelltriimmer (Karyolysen und Verlust der Zellgren-
zen) als Zeichen zahlreicher in Untergang befindlicher oder auch bereits untergangener Zellen. Rechteckige
Rahmen in (a-c) umranden die Auswahl der VergroBerung von (a) in 4-facher zugehdrig (d) in 40-facher,
von (b) in 10-facher zugehdrig (e) in 60-facher und von (c) in 10-facher zugehérig (f) in 60-facher Vergro-
Rerung.

3.11 Statistische Analyse

Die statistische Analyse und die Grafikerstellung wurden mit SPSS 23 (SPSS Statistics, IBM,
Ehningen, Deutschland) durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden fir intervallskalierte Daten nume-
risch als Mittelwerte (M) + Standardabweichung (Standard Deviation; SD) sowie grafisch in
Boxplots unter Angabe von Minimum, 1. Quartil, Median, 3. Quartil und Maximum dargestelit.
Eine Uberpriifung auf Normalverteilung der Daten erfolgte mittels grafischer Uberpriifung (His-
togramm, QQ-Plot) und dem Test nach Shapiro-Wilk?!%2'7, Die Varianzhomogenitit der Daten
wurde mittels des Levene-Tests tiberpriift?'8, Im statistischen Vergleich kam bei zwei unverbun-
denen Versuchsgruppen in Abhéngigkeit von Normalverteilung und Varianzhomogenitat entwe-
der ein t-Test filr unabhingige Stichproben nach Gosset?!® (normalverteilte Daten mit vorliegender
Varianzhomogenitat) ein Welch-Test??%22! (normalverteilten Daten mit fehlender Varianzhomo-
genitat) oder ein Mann-Whitney-U-Test??2 (nicht normalverteilten Daten) zum Einsatz. Bei zwei
verbundenen Versuchsgruppen wurde ein t-Test fir abhdngige Stichproben (normalverteilte Da-
ten)?2% oder ein Wilcoxon-Test (nicht normalverteilte Daten)?%* angewandt. Bei mehr als zwei un-
verbundenen Versuchsgruppen wurde jeweils in Verbindung mit dem Post-Hoc-Test nach Dunn-
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Bonferroni entweder die einfaktorielle Varianzanalyse??® (Analysis of Variance, ANOVA; nor-
malverteilte Daten mit vorliegender Varianzhomogenitét), der nichtparametrische Test nach
Kruskal-Wallis??® ([nicht] normalverteilten Daten mit fehlender Varianzhomogenitit) oder die
mehrfaktorielle Varianzanalyse??’ (> 1 Gruppierungsvariable) angewendet. Die GroRe des Effek-
tes wird mittels Korrelationskoeffizient r als Mall des Zusammenhangs (Interpretation: r =0,1
kleiner Effekt, r = 0,3 — 0,5 mittlerer Effekt, r > 0,5 starker Effekt) verdeutlicht. Zur Analyse der
dichotomen Variablen der Blutungs- und Nekroseneigung wurde der Binomialtest verwendet??8,
Multiples Testen wurde mit Bonferroni-Korrektur bericksichtigt und die Signifikanzwerte

(p-Werte) werden wie folgt angegeben: *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p < 0,001%%°,

3.12Fotographien und digitale Grafikprogramme

Zum einen wurden die immunhistochemisch gefarbten Hirnschnitte mit einem Mikroskop vom
Typ Zeiss Observer.Z1 begutachtet und ber die angeschlossene Axio-Cam-MRC-Kamera mit
Hilfe der Bildverarbeitungssoftware AxioVision 4.8.2.0 (Carl Zeiss Microlmaging, Gottingen,
Deutschland) fotografiert. Zum anderen wurde eine Olympus-XM10-Kamera in Kombination mit
einem Olympus-BX53-Mikroskop (Olympus, Tokyo, Japan) benutzt. Fur die histologisch geférb-
ten Schnitte wurde ein Olympus-BX50-Lichtmikroskop, die angeschlossene Olympus-DP25-Ka-
mera (Olympus, Tokyo, Japan) und die Bildverarbeitungssoftware cell*D (Olympus Soft Imaging
Solutions GmbH, Miunster, Deutschland) verwendet. Die Bildbearbeitung und -beschriftung er-
folgte mit den Programmen GIMP (GNU Image Manipulation Program, Version 2.8.10), Adobe®
Photoshop® CS3 (Adobe®, San Jose, CA, USA) und Microsoft PowerPoint (Microsoft Office,
Redmond, USA).
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4 Ergebnisse

4.1 Der durch Apelinvorkommen in Tumor und Wirt bedingte Effekt

auf die Vaskularisierung in U-87-Xenografts

Fur die Versuchsdurchfihrung stand im zentralen Interesse, ob und welche der parakrinen und
autokrinen Signalmechanismen Apelins die Tumorangiogenese des GBM beeinflussen, vgl. Ab-
bildung 13. Zum einen wurde der Anteil der tumorzellbedingten Apelinexpression an der Tumo-
rangiogenese im Sinne des parakrinen Expressionsmechanismus durch den Vergleich von
U-87-Zellen mit vorhandener (U87NSC) und mit eingeschrankter Apelinexpression (U87AKD)
adressiert. Zum anderen konzentrierten sich die Versuche auf den Einfluss von Apelin, welches in
der Tumorumgebung ausgeschuttet wird. Im Prozess der Tumorangiogenese wachsen Gefalle des
Wirts in das Tumorareal ein und endotheliale Zellen dieser sprossenden Kapillarspitzen exprimie-
ren Apelin in autokriner Form!+230-232 Welche Rolle dieses von vaskularen Strukturen des Wirts
ausgeschittete Apelin Gbernimmt, wurde durch den Vergleich von Versuchstieren, deren Apelin-

expression physiologisch (WT) oder fehlend (AKO) ist, realisiert.
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U87NSC/WT U87AKD/WT U87NSC/AKO U87AKD/AKO

200 pm|{CD31 200 pm CD31 200 pm |CD31 200 pm

Desmin 200 pm | Desmin 200 pm [ Desmin 200 pm (Desmin 200 pm

Desmin/CD31 200 pm|Desmin/CD31 200 pm |Desmin/CD31 200 pm [Desmin/CD31 200 pm

Abbildung 13 — Die apelinabhangige Vaskularisation von U-87-Xenografts . Transfizierte U-87-Zellen mit
vorhandener (U87NSC) oder mit fehlender Apelinexpression (U87AKD) wurden immundefizienten Mé&u-
sen mit physiologischer (WT) oder eingeschrankter (AKO) Apelinausschittung implantiert und wuchsen
innerhalb von 4 Wochen zu orthotopen Xenografts heran. Immunhistochemische Férbungen von Xeno-
grafts 4 Wochen nach Inokulation mit Antikérpern gegen CD31 (vaskulére Strukturen) und Desmin (Peri-
zyten) sind nach Versuchsgruppen geordnet und jeweils als Einzelfarbung — CD31 (in rot) und Perizyten
(in blau) — und als Doppelfarbung dargestellt (20fache Vergroerung). Weille Pfeilspitzen markieren Ge-
faRe ohne nachweisbare perizytare Bedeckung in der Doppelfarbung der Versuchsgruppe U87AKD / AKO.

Die GeféaRanalyse mittels Space-Ball-Methode der so entstehenden vier Versuchsgruppen weist
auf eine Korrelation zwischen dem vorhandenen Level an Apelin und dem AusmaR der Tumoran-
giogenese hin, gemessen an VLD (n = 39, p < 0,001, nichtparametrischer Test nach Kruskal-Wal-
lis), der GesamtgefaRlange (n = 39, p < 0,001, nichtparametrischer Test nach Kruskal-Wallis) und
der Komplexitat des vaskuldren Netzwerks (n =39, p <0,001, nichtparametrischer Test nach
Kruskal-Wallis). Herabgesetzte Mengen des zur Verfugung stehenden Apelins im Xenograft
fhrte zu einer signifikanten Reduktion der Tumorvaskularisation vier Wochen nach Implantation
der Tumorzellen. Liegt neben einer Reduktion der Apelinexpression in den U-87-Tumorzellen
auch eine Deletion der Apelinausschittung im murinen Wirt vor, wird diese Wirkung verstarkt
und die Neoangiogenese weiter reduziert. So prasentieren die Xenografts der Gruppe

U87NSC / WT vier Wochen nach Implantation eine sehr dichte Vaskularisierung im Tumorareal
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(VLD = 3979 mm/mm?3), wahrend Xenografts der Zelllinie US7AKD in Tieren des Apelinwildtyps
(US7AKD / WT) im Vergleich dazu eine um ca. 60 % reduzierte VLD von 1574 mm/mm?3 aufzeig-
ten (vgl. Abbildung 14a und Tabelle 5; p = 0,003, Post-Hoc-Analyse nach Dunn-Bonferroni;
r =0,77). Die Injektion von U87NSC in AKO-Mause resultierte in einer maRiggradigen, nicht-
signifikanten Reduktion der VLD auf 2574 mm/mm? (im Vergleich zu US7NSC / WT um 35 %,
p = 0,329, Post-Hoc-Analyse nach Dunn-Bonferroni), was darauf hinweist, dass vor allem das
durch Tumorzellen ausgeschiittete Apelin proangiogene Wirkungen zeigte. Die kombinierte Ab-
lation der Apelinexpression in U-87-Zellen und im Wirt der Versuchsgruppe U87AKD / AKO blo-
ckiert die Tumorangiogenese im hochsten MaRe (VLD = 756 mm/mm?). Sie fiihrte zu einer 81 %
geringeren Gefalilangendichte im Vergleich zur Kontrollgruppe (p < 0,001, Post-Hoc-Analyse
nach Dunn-Bonferroni; r =1,15) und lag damit unter den bisher berichteten Werten zwischen

1142 mm/mm?3 und 1359 mm/mm? fiir den tumorfreien Hippocampus adulter Mause!%22%3,

Tabelle 5 — Ergebnisse von VLD, Netzwerkkomplexitat und Gesamtgefalilange vier Wochen nach Implan-
tation unter Angabe der Versuchstieranzahl pro Gruppe. Die starkste Reduktion von VLD, vN und Gesamt-

gefaBlange ist in der Versuchsgruppe U87AKD / AKO zu verzeichnen.

VLD Netzwerkkomplexitat Gesamtgefallange  Gesamt-

M (D) M (SD) M (SD) in mm an(fghl
. UB7NSC /WT 3979 (395) 6,90 (2,70) 195962 (82751) 8
é Zé UB7AKD / WT 1574 (714) 2,35 (1,07) 45853 (36085) 12
g S UB7NSC/AKO 2574 (1146) 4,28 (1,44) 39016 (37574) 9
U87AKD / AKO 756 (294) 1,18 (0,48) 21706 (21131) 10
Gesamtanzahl (n) - - - 39

Entsprechend der VLD Kkorreliert die Komplexitat des vaskuldren Netzwerks mit dem Level der
vorhandenen Apelinexpression in den implantierten U-87-Zellen und im murinen Wirt (vgl. Ab-
bildung 14b sowie Tabelle 5). Wiesen die Xenografts der Kontrollgruppe (U87NSC / WT) mit
6,90 eine hohe Komplexitat des vaskuldren Netzwerks auf, reduzierte die sowohl in Tumor, als
auch Wirt eingeschrankte Apelinausschiittung der Versuchsgruppe (U87AKD / AKO) die durch
den Mechanismus der Kapillarsprossung vorangetriebene Tumorneoangiogenese in hochstem
Malie (p < 0,001, Post-Hoc-Analyse nach Dunn-Bonferroni; r = 1,17). Eine durchschnittliche An-
zahl von Geféllverzweigungen von 1,18 in dieser Versuchsgruppe deutet auf eine niedrige (nahezu
lineare) Komplexitat des vaskuldren Netzwerks und einen geringen Stellenwert der angiogenen

Kapillarsprossung im Tumorwachstum hin. Dieses Ergebnis entspricht erneut geringeren Werten



Ergebnisse 63

als im tumorfreien Striatum (VN = 2,6)!%2. Im Gegensatz zur VLD und vN als MaB der durch Ka-
pillarsprossung vorangetriebenen Tumorangiogenese zeigt sich die Gesamtgeféallange (VLD mul-
tipliziert mit dem individuellen Tumorvolumen) im Gruppenvergleich bei allen Versuchsgruppen
mit eingeschrankter Apelinexpression, unabhangig vom tumoralen oder murinen Vermdgen Ape-

lin auszuschditten, reduziert (vgl. Abbildung 14c sowie Tabelle 5).

Zusammenfassend zeigen die durchgefiihrten Versuche, dass sowohl die parakrin (vom Tumor)
als auch die autokrin (Uber die vaskuldren Strukturen des Wirts) gesteuerte Apelinausschuttung
mafRgebliche Auswirkungen auf die Tumorangiogenese des GBM hat und das Ausmal? dieser be-

stimmt.
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Abbildung 14 — Sowohl die Apelinausschittung des Tumors als auch die des Wirts beeinflussen die durch
Kapillarsprossung vorangetriebene Tumorangiogenese von U-87-Xenografts. Das mittels der stereomor-
phologischen Space-Ball-Methode analysierte Gefélinetz zeigte im Vergleich zur Kontrollgruppe
(UB7NSC / WT, n = 8) eine Reduktion von (a) VLD, (b) vN und (c) GesamtgefaRlange in der Gruppe mit
eingeschrankter Apelinexpression der Tumorzellen (U87AKD / WT, n = 12). Ein zusétzlicher Verlust der
murinen Apelinausschittung in der Versuchsgruppe U87AKD / AKO (n = 10) fiihrte im Vergleich der Mit-
telwerte zur starksten Unterdriickung der Tumorvaskularisation mit Reduktion der VLD um 81 %, der vN
um 83 % und der Gesamtgefalilange um 89 %. Wahrend die Ergebnisse zur Komplexitat des vaskularen
Netzwerks die Resultate der VLD spiegeln, war die Gesamtgefal3lange in allen Versuchsgruppen mit ver-
minderter Apelinexpression (unabhdngig von tumoraler oder muriner Herkunft) stark herabgesetzt. Dar-
stellung der statistischen Signifikanz mittels *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 nach nichtparametri-
schem Test nach Kruskal-Wallis und Post-Hoc-Analyse nach Dunn-Bonferroni; U87NSC / AKO, n = 9.
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4.2 Die spezifische Wirkung des Apelin-13 auf die GefaRdichte im neu

gebildeten TumorgefaBnetz von U-87-Xenografts

Weiterfuhrende Versuchsreihen adressierten die Frage, ob die Apelindefizienz unseres Mausmo-
dels AKO zu Alterationen in Signaltransduktionskaskaden angiogener Prozesse fiihrt oder ob die
Apelinantwort mittels des Apelinrezeptors potenziell weiterhin besteht. Dazu erfolgte die konti-
nuierliche Gabe von bioaktivem Apelin-13-Peptid in das U87AKD / AKO Xenograft von 8 Ver-
suchstieren ab Tag 10 bis vier Wochen nach Tumorimplantation (U87AKD / AKO / Ap13, vgl.
Abschnitt 3.1). Im Vergleich zur Kontrollgruppe dieses Settings, welche lediglich die Infusion von
artifiziellem Liquor erhielt, ergab sich eine partielle Rekonvaleszenz der Tumorneovaskularisa-
tion, erkennbar an der hoheren GefaRlangendichte von 2734 mm/mm? (US7AKD / AKO / Ap13)
versus 1269 mm/mm® (U87AKD /AKO/aCSF, n=8, p=0,005 Mann-Whitney-U-Test,
r = 0,68) und der htheren Komplexitét des vaskularen Netzwerks von 4,17 versus 2,13 (p = 0,005,
Mann-Whitney-U-Test, r = 0,68); vgl. Abbildung 15. Im Gegensatz dazu konnte bei einer Gabe
des am C-terminalen Ende mutierten Peptids Apelin-F13A, welches in der Vergangenheit bereits
als Antagonist des APLNR verwendet wurde®1%2 (vgl. Abschnitt 1.3), keine signifikante Veran-
derung der Tumorangiogenese in der Interventionsgruppe U87AKD / AKO / ApF13A (n=7,
VLD = 1419 mm/mm?3, vN = 2,13) im Vergleich mit der Kontrollgruppe U87AKD / AKO / aCSF
festgestellt werden (pvio = 0,397 und pw = 0,694, Mann-Whitney-U-Test, vgl. Abbildung 15).

Die Ergebnisse unterstiitzen die These, dass obwohl es dem Mausmodell AKO an endogenem A-
pelin mangelt, es jedoch in der Lage ist auf exogenes oder auf aus dem Tumor stammendem Apelin
zu reagieren. Dieser Umstand fuigt sich in die bisher ausgefiihrten Ergebnisse einer graduell ge-
hemmten Vaskularisation der Versuchsgruppen in Abhéngigkeit von tumoral oder murin vorhan-
denem Apelinvorkommen ein (vgl. Abschnitt 4.1). Fehlendes Apelin in den Tumorzellen oder im
Wirt fuhrt zu Xenografts mit reduzierter Vaskularisation im Vergleich zu unangetastetem Apelin-
vorkommen. Eine Reduktion in sowohl Tumorzellen und murinem Wirt resultierte hingegen in
einem synergistischen antiangiogenen Effekt. Die partielle Rekonvaleszenz des vaskularen Pha-
notyps durch die Hinzugabe des Peptids Apelin-13 zu Xenografts mit deletierter Apelinproduktion
zeigt im Umkehrschluss, dass die vaskuldren Parameter VLD und vN spezifisch durch Aktivierung

von Apelinsignalkaskaden beeinflusst werden.
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Abbildung 15 — Eine exogene Apelingabe rettet den vaskulér defizitdren Phanotyp von U87AKD / AKO.
Als Interventionsstudie erfolgte in der Versuchsgruppe mit herabgesetzter Apelinproduktion in Tumor und
Wirt (U87AKD / AKO) die intratumorale Infusion von bioaktivem Apelin-13-Peptid (Ap13, n = 8), artifi-
ziellem Liquor (aCSF, n = 8) oder am C-terminalen Ende mutiertem Peptid Apelin-F13A (ApF13A,n=7)
mittels miniosmotischer Pumpe ab Tag 10 bis zur Euthanasie 4 Wochen nach Inokulation. Die Gabe von
30 ng Apelin-13-Peptid in das Tumorareal erhdhte die Xenograftangiogenese in U87AKD / AKO-Mausen,
gemessen an (a) VLD und (b) vN, im Vergleich zur alleinigen Gabe von artifiziellem Liguor (aCSF) und
bewirkte so eine partielle Rekonvaleszenz der Tumorneovaskularisation in der sowohl tumoral als auch
murin apelindeletierten Versuchsgruppe. Weder die (a) VLD noch die (b) vN wurden durch einen Antago-
nisten von Apelin (ApF13A) signifikant beeinflusst. Darstellung der statistischen Signifikanz mittels
**p < 0,01 nach Mann-Whitney-U-Test.

4.3 Hemmung des von der Angiogenese abhangige Tumorwachstums

in U-87-Xenografts bei Verlust der Apelinexpression

Um den Effekt von Apelin auf das Tumorwachstum beurteilen zu kénnen, wurden die Tumorvo-
lumina der orthotopen U-87-Xenografts sowohl histologisch nach Euthanasie der Versuchstiere
als auch in vivo ber die Zeit mittels longitudinaler kernspintomografischer Bildgebung (MRT)
analysiert. Die inokulierten U-87-Tumorzellen wuchsen innerhalb von 4 Wochen insbesondere in
der Kontrollgruppe U87NSC / WT zu kompakten und sehr grof3en Xenotransplantaten heran bevor
die Tiere euthanasiert wurden. Im Vergleich dazu wurde bei Tumoren in einer Umgebung mit
fehlender Apelinexpression (U87NSC / AKO, U87AKD / AKO) kleinere Tumorvolumina detek-
tiert, vgl. Abbildung 18 und Abbildung 19.
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4.3.1 Analyse der Tumorvolumina mittels Cavalieri-Methode

Abbildung 16 — Mittels HE-Farbung aufbereitete Xenografts der Versuchsgruppen (a) US7NSC / WT, (b)
U87NSC / AKO, (c) UB7AKD / WT und (d) U87AKD / AKO vier Wochen nach Implantation in 2-facher
VergroBerung zeigen kleinere Tumorvolumina in den Versuchsgruppen mit reduziertem vaskularen A-
pelinvorkommen (U87NSC / AKO und U87AKD / AKO). Pfeilkdpfe markieren den Tumorrand der Xeno-
grafts (TU).

Die Analyse der Tumorvolumina mittels Cavalieri-Methode wurde zu Beginn des Versuchsvorha-
bens neben der MRT-Analyse als erste Sichtung des Wachstumsverhaltens bei einer kleinen Stich-
probe durchgefihrt. Die Versuchsgruppe U87NSC / AKO wurde erst zu einem spéteren Zeitpunkt
im Versuchsvorhaben ergénzt und ist somit in dieser Ergebnisdarstellung nicht erwéhnt. Die mit
Hilfe der Cavalieri-Methode ermittelten Tumorvolumina vier Wochen nach Implantation zeigten
bei geringer GruppengroBe keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen
US7NSC / WT (n = 4; M = 51,88 mm?, SD = 25,29 mm?®), US7AKD / WT (n = 5; M = 44,05 mm?,
SD = 19,81 mm®) und U87AKD / AKO (n = 2; M = 31,09 mm?3, SD = 7,08 mm®), p = 0,518, nicht-
parametrischer Test nach Kruskal-Wallis; vgl. Abbildung 17), jedoch lieRen sie eine geringere
TumorgrolRe in der Gruppe mit murin und tumoral herabgesetzter Apelinexpression
U87AKD / AKO entsprechend der kernspintomographischen Ergebnisse erkennen.
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Abbildung 17 — Tumorvolumina in HE-gefarbten Schnitten ermittelt nach Cavalieri-Methode bei einem
Tumoralter von vier Wochen nach Inokulation ergeben keinen signifikanten Unterschied zwischen den
untersuchten Versuchsgruppen (n. s., p = 0,518, nichtparametrischer Test nach Kruskal-Wallis,

n=4,5, 2), wobei eine um 40 % geringere Tumorgroie in der Gruppe mit murin und tumoral herabge-
setzter Apelinexpression U87AKD / AKO auffiel.

4.3.2 Kernspintomographische Bildgebung und Analyse der Tumorvolumina von

U-87-Xenografts

Longitudinale MRT derselben Versuchstiere lieRen die Beobachtung des Tumorwachstums in vivo
im Verlauf zu (vgl. Abbildung 18). Die Bildgebung der analysierten MRT (ohne
Interventionskohorte) wurde an bis zu vier Zeitpunkten (1 - 4 Wochen) nach Implantation des
Xenografts durchgefiihrt, wobei dies im Median am 8. Tag nach Implantation (postoperative day,
POD, MRT I; n =39; PODmin =6 d; PODmax =9 d), 14. POD (MRT II; n = 113; PODmin = 13 d;
PODmax = 15d), 21.POD (MRT IlIl; n=67; PODmin=18d; PODmax=22d) und 27.POD
(MRT IV; n=82; PODmin=25d; PODma=29d) stattfand. Die Xenotransplantate aller
Versuchsgruppen nahmen exponentiell an GroRe zu, jedoch steigerten sich die Tumorvolumina
der Versuchsgruppen mit verminderter Apelinausschittung im Wirt (U87NSC/AKO und
U87AKD / AKO) im Vergleich zu den Gruppen mit reguldarem Apelinvorkommen in der
Tumorumgebung (U87NSC / WT und U87AKD / WT) zu einem geringeren Grad (vgl. Abbildung
18).
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Abbildung 18 — Kernspintomographische Aufnahmen von U-87-Xenografts zeigen im Verlauf ein apelin-
abhangiges Tumorwachstum. Sowohl die (a) Bildauswahl der MRT von U-87-Xenografts in murinen Hir-
nen in situ, geordnet nach Untersuchungszeitpunkten und Versuchsgruppen (T2-gewichtete Sequenzen;
ohne Interventionsgruppen), als auch die (b) Quantifizierung der Tumorvolumina im MRT (ber die ver-
schiedenen Messzeitpunkte (1-4 Wochen nach Xenograftimplantation) zeigen einen stetigen Anstieg der
Tumorvolumina Gber die Zeit. Die Tumorvolumina der Versuchsgruppen mit verminderter Apelinausschit-
tung im Wirt (U87NSC / AKO und U87AKD / AKO) verzeichneten jedoch im Vergleich zu den Gruppen
mit apelinkompetenten Tieren (U87NSC / WT und U87AKD / WT) einen geringeren Zuwachs.
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Vor allem Xenografts in einem Milieu mit nahezu fehlender Apelinausschittung
(U87AKD / AKO) neigten schon zum Zeitpunkt MRT | und MRT 11 zu signifikant kleineren Tu-
morvolumina im Vergleich zu den Versuchsgruppen U887NSC /WT (MRT | und Il p <0,001,
r =0,87 und ry =0,52) und U87AKD / WT (MRT I p = 0,017, r; = 0,58; nichtparametrischer Test
nach Kruskal-Wallis und Post-Hoc-Analyse nach Dunn-Bonferroni). Zu den Untersuchungszeit-
punkten MRT Il und IV prasentierten die Versuchstiere mit deletierter Apelinexpression (sowohl
UB7NSC / AKO als auch U87AKD / AKO) die kleinsten Xenografts (MRT IlI: p < 0,001, n =67
und MRT IV: p < 0,001, n =83; nichtparametrischer Test nach Kruskal-Wallis). Im Gegensatz
dazu zeigten U-87-Tumore mit herabgesetzter Apelinproduktion in murinen Wirten mit intaktem
Apelinvorkommen (U87AKD / WT) zu allen Zeitpunkten MRT I-1V keinen signifikanten Grof3en-
unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe mit lentiviraler Kontrolltransfektion US7NSC / WT
(vgl. Tabelle 6 und Abbildung 19).

Tabelle 6 — Tumorvolumina nach Versuchsgruppe zu den Zeitpunkten MRT I-IV

Tumorvolumen

MRT | MRT Il MRT Il MRT IV
M (SD) in M (SD) in M (SD) in M (SD) in
3 n 3 n 3 n 3 n
mm mm mm mm
VITSC 521(153) 9 626(200) 39 1802(1878) 25  7537(S877) 27
(5]
(o
(o
s USTAKD 408(144) 11 533(252 34 1700(986) 14 7662(5920) 26
(2]
=
[&]
g USINSC 4330083 4  504(356) 19  583(285) 11 2303(30,86) 13
g / AKO
UBTAKD  220(079) 15  371(235) 21 7.83(667) 17  3744(4524) 17

/ AKO
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Abbildung 19 — Verlust des vaskuléren Apelins fiihrt zu kleineren Tumorvolumina von U-87-Xenografts
in longitudinal erhobenen MRT (a) drei oder (b) vier Wochen nach orthotoper Implantation von
U-87-Zellen. Versuchsgruppen mit reduziertem Vorkommen des vaskuléren Apelins (U87NSC / AKO,
und U87AKD / AKO) wiesen bis zu 69 % bzw. 44 % kleinere Tumorvolumina als die Kontrollgruppe mit
erhaltener Apelinproduktion im Wirt (U87NSC / WT) vier Wochen nach Implantation auf;

NmrTin = 25, 14, 11, 17 und nwrniv = 27, 26, 13, 17; *p < 0,05, **p < 0,01 nach durchgefiihrter Post-Hoc-

Analyse nach Dunn-Bonferroni.

4.4 Das Apelinlevel hat keinen Einfluss auf die Morphologie von

GefaRen und Perizyten in U-87-Xenografts

Entsprechend der Hypothese, dass TumorgeféaRe unreifer und permeabler als GefalRe des Normal-
gewebes sind, war der Status der Perizyten und insbesondere der Bedecktheitsgrad der Tumorge-
fale durch die Perizyten in U-87-Xenografts —auch im Vergleich zum Normalgewebe des Gehirns
der Gegenseite — von besonderem Interesse. Das MaR der Perizytendichte an der Gefallaul3enfla-
che kann als Indikator fiir den Reifegrad der Gefalie und deren Funktion, wie die GefaBpermeabi-
litat?’, dienen (vgl. auch Abschnitte 1.1.1 und 1.2.2 sowie Abbildung 1). Bekanntermafen prasen-
tieren sich neu ausgebildete TumorgefdRe im Tumorgewebe ungleichmélig verteilt, teils blind
endend, irreguldr geformt und dilatiert (vgl. auch Abschnitt 1.2.2 zur Morphologie von Tumorge-
faken)*276-"8 Nachdem die ersten Versuche bestitigten, dass Apelin die durch Kapillarsprossung
verursachte Tumorneoangiogenese und auch das AusmaR der Vaskularisierung im Tumorgewebe

von U-87-Xenografts beeinflusst, sollte mittels der bildanalytischen Begutachtung von immunhis-
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tochemisch gefarbten Schnitten die fur maligne Gewebe typische Morphologie der Gefalie besta-
tigt, ein moglicher Einfluss Apelins auf diese Morphologie aufgedeckt und durch die kombinierte
Betrachtung von GeféalRen und Perizyten indirekte Riickschliisse auf funktionelle Unterschiede der
GefaRe zwischen den Versuchsgruppen gezogen werden. So wurde zunadchst durch eine zuséatzli-
che Methode jeweils fur Gefél3e und Perizyten die Anzahl, die eingenommene Flache pro Unter-
suchungsareal, der Abstand zueinander und der Durchmesser im Gruppenvergleich untersucht
(vgl. auch Abschnitt 3.9 zur Methodik).

Die Ergebnisse der bildanalytischen Auswertung der GefaRe korrelieren stark mit denen der in
Abschnitt 4.1 beschriebenen stereomorphologischen Analyse mittels Space-Ball-Methode. Bei so-
wohl in Xenograft als auch im murinen Wirt eingeschrankter Apelinexpression ist im Vergleich
zur Kontrollgruppe mit erhaltenem Apelinvorkommen insbesondere die Anzahl der detektierten
GefaBe  signifikant  herabgesetzt (U87AKD/AKO:M =75, SD=9; n=7 Vs
UB7NSC / WT: M =132, SD =52; p = 0,045, Post-Hoc-Analyse nach Dunn-Bonferroni, r = 0,71,
vgl. Abbildung 20a). Die sonstigen Parameter (durch GeféaRe eingenommene Flache, Distanz der
GefaRe zueinander und GefalRdurchmesser) zeigten keine signifikanten Unterschiede, wenn auch
die vaskular eingenommene Flache bei herabgesetzter tumoraler Apelinexpression in den Ver-
suchsgruppen U87AKD / AKO (M =5,85%, SD =2,09 %) und U87AKD /WT (M =5,84 %,
SD = 1,98 %) im Vergleich zur Gruppe U87NSC / WT (M = 8,45 %, SD = 2,09 %) 31 % geringer
ausfiel (p = 0,097, einfaktorielle Varianzanalyse, vgl. Abbildung 20b) und der Gefallabstand sich
bei in Xenograft und Tumorumgebung herabgesetzter Apelinexpression im Vergleich zum erhal-
tenen Apelinvorkommen tendenziell vergroBert zeigte (U87AKD /AKO: M = 34,64 um,
SD =2,95 pum vs. U87NSC / WT: M = 29,78 um, SD =5,45 um; p = 0,170, einfaktorielle Vari-
anzanalyse, vgl. Abbildung 20c). Die GefaRe der U87AKD-Xenografts im AKO-Wirt wiesen
(nicht  signifikant) groRere  Diameter im  Vergleich zur  Kontrollgruppe auf
(UB7AKD / AKO: M = 11,09 um, SD = 2,28 um vs. US7NSC / WT: M = 9,98 um, SD = 1,85 pm;
p = 0,669, nichtparametrischer Test nach Kruskal-Wallis, vgl. Abbildung 20d).



Ergebnisse 73

a b
%
200— - | °

~ %‘ g 15,0

SE ¢ =

22 8~ 12,57

== =2

25 1507 s °= ®

LU - -
= 2T 100
o2 = 3
58 =z

T 1007 ~% 75—

> £ %=
2 g (5%

v 7 i
Q ; 50— =
U 2,5_ [e]
T I ] T I : | ] Il I T T I T [ T I T I T
US7NSC /USTAKD /UBTNSC /UBTAKD / US7NSC /USTAKD /USTNSC /USTAKD /
WT WT AKO AKO WT WT AKO AKO
Versuchsgruppen d Versuchsgruppen
C
45+
144 o

40

30

Mittelwert (nm)

0“5

Gefille U-87 Interner Durchmesser
Gefiille U-87 Distanz Nachbarobjekt
Mittelwert (um)

20

| T I ' I ' | T I ' | I I
USTNSC /USTAKD /USTNSC /USTAKD / UBTNSC /USTAKD /U87NSC /U88TAKD /
WT WT AKO AKO WT WT AKO AKO

Versuchsgruppen Versuchsgruppen

Abbildung 20 — Apelinverlust fiihrt zu einer verminderten GeféRanzahl. (a) Mause mit U-87-Xenografts
wurden vier Wochen nach Implantation euthanisiert und die anti-CD31/Cy3 immunhistochemisch gefarb-
ten Schnitte der Tumore mittels Cellsens analysiert. Morphologische Charakteristika der Gefalle standen
im Fokus und lediglich die durchschnittliche GefaRanzahl pro Auswertungsareal in der Versuchsgruppe
mit herabgesetzter Apelinexpression in Xenograft und Tumorumgebung (U87AKD / AKO) zeigte sich sig-
nifikant reduziert im Vergleich zur Kontrollgruppe; * p < 0,05; Post-Hoc-Analyse nach Dunn-Bonferroni.
(b-d) Die sonstigen Parameter zeigten sich statistisch nicht signifikant verschieden, wobei die Versuchs-
gruppen mit reduziertem Apelinvorkommen im Tumor tendenziell (b) eine geringere von den GefaRen ein-
genommene Flache (bezogen auf das Auswertungsareal, in %, p = 0,097; einfaktorielle Varianzanalyse),
(c) groRere vaskulare Diameter (p = 0,669; nichtparametrischer Test nach Kruskal-Wallis) und (d) einen
groReren Abstand der GeféalRe zueinander (p = 0,170 im statistischen Vergleich aller vier Versuchsgruppen
in der einfaktoriellen Varianzanalyse) verzeichneten; U87NSC/WT:n=7, U87AKD/WT:n=9,
UB7NSC / AKO: n =7 und U87AKD / AKO: n=7.
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Der perizytare Bedecktheitsgrad oder das MalR der Perizytendichte der U-87-Xenograftgefalie
wurde erhoben, um als indirekten Ruckschluss auf mogliche unterschiedliche Reifegrade und
funktionelle Unterschiede der Xenograftgefalie in den Versuchsgruppen zu dienen. Er wurde durch
das Verhéltnis von perizytéar nicht bedeckten Gefalen zur Gesamtheit der Gefdlle (Summe aus
perizytar nicht bedeckten Gefédllen und durch Perizyten bedeckte Geféale) definiert. In mittels
immunhistochemisch gegen CD31 (Gefdlle) und Desmin (Perizyten) gefarbten Schnitten (vgl.
Abbildung 13) wurde der Eindruck geweckt, dass der perizytare Bedecktheitsgrad insbesondere
in der Versuchsgruppe mit reduziertem Apelinvorkommen in Tumor und Wirt reduziert sei. Die
bildanalytische Untersuchung zeigte jedoch, dass das Mal} der Perizytendichte nicht signifikant
zwischen den Gruppen differierte und vor allem die Versuchsgruppe mit reduzierter, vaskulérer
Apelinexpression U87NSC / AKO (M =0,18, SD =0,11) den geringsten Bedecktheitsgrad
vorwies (U87NSC/WT (M =0,24, SD =0,13), U87AKD/WT (M =0,20, SD=0,06), und
U87AKD / AKO (M = 0,21, SD = 0,10), p = 0,901, nichtparametrischer Test nach Kruskal-Wallis,
vgl. Abbildung 21a). Wurde die alleinige Zahl der perizytar nicht bedeckten GeféaRe bezogen auf
das Tumorareal betrachtet, ergab sich ein analoges Bild zur Auswertung der
Tumorvaskularisierung (vgl. Abschnitt 4.1), was als Begleiterscheinung der apelinabhangigen
Reduktion der GeféaRdichte interpretiert werden muss. Die herabgesetzte Verfligbarkeit von Apelin
fihrte demnach =zu einer geringeren Anzahl von perizytdr bedeckten Tumorgefalien
(UB7NSC / WT (M = 315, SD = 104), UB7AKD / WT (M =249, SD =93),
UB7NSC / AKO (M =316, SD=122) und U87AKD/AKO (M =180, SD=37), p=0,032,
nichtparametrischer Test nach Kruskal-Wallis). So konnten bei alleiniger Reduktion der
Apelinproduktion in den Tumorzellen in der Gruppe U87AKD /WT noch keine signifikante
Veranderung, jedoch immerhin 21 % weniger mit Perizyten bedeckte GefaRe (p = 0,233, Post-
Hoc-Analyse nach Dunn-Bonferroni) und bei zusétzlich vorhandener Deletion der
Apelinausschittung im murinen Wirt in der Gruppe U87AKD / AKO eine Verstarkung des Effekts
mit einer signifikanten Reduktion um 43 % im Vergleich zur Kontrollgruppe U87NSC /WT
beobachtet werden (p =0,045, Post-Hoc-Analyse nach Dunn-Bonferroni, r=0,741, vgl.
Abbildung 21b).
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Abbildung 21 — Die perizytdre Bedecktheit wird nicht vom Apelinvorkommen beeinflusst. Immunhisto-
chemisch gegen CD31 (Gefélie) und Desmin (Perizyten) gefarbte Schnitte von U-87-Xenografts vier Wo-
chen nach Implantation wurden mittels Cellsens analysiert. (a) Der perizytédre Bedecktheitsgrad von
U-87-XenograftgefaRen wurde durch das Verhaltnis von nicht bedeckten GefaRen zur Gesamtheit der Ge-
faRe (Summe aus nicht bedeckten GeféaRen und durch Perizyten bedeckte Gefalle) definiert und dient als
indirekter Riickschluss auf den Reifgrad und die Durchlassigkeit der TumorgeféalRe. Es besteht bei fehlen-
dem Unterschied zwischen den Versuchsgruppen kein sicherer Hinweis auf eine apelinabhangige Wirkung,
p = 0,901, n. s. im nichtparametrischen Test nach Kruskal-Wallis. (b) GeméaR der reduzierten Vaskularisie-
rung in der Versuchsgruppe mit Apelinverlust in Tumor und Wirt unterschied sich die Anzahl der durch
perizyten bedeckten GefaRe bezogen auf das untersuchte Tumorareal signifikant im Vergleich zur Kon-
trollgruppe, *p<0,05 nach durchgefilhrter  Post-Hoc-Analyse  nach ~ Dunn-Bonferroni;
UB7NSC / WT: n=7, U87TAKD / WT: n = 8, UB7NSC / AKO: n =7 und U87AKD / AKO: n = 6.

Entsprechend der reduzierten GefaRdichte konnte auch die niedrigste Perizytenanzahl (Objektan-
zahl in der perizytenspezifischen Farbung; vgl. Abschnitt 3.9) in Xenografts der Versuchsgruppe
mit herabgesetzter Apelinexpression in Tumor und Wirt festgestellt werden (U87AKD / AKO,
M =99, SD =5; im Vergleich zu U87NSC / AKO (M =161, SD =49), p = 0,014, Post-Hoc-Ana-
lyse nach Dunn-Bonferroni, r = 0,81, vgl. Abbildung 22. Die Perizytenanzahl in den anderen Ver-
suchsgruppen wich in diesem Analyseverfahren nicht signifikant von der Kontrollgruppe ab. Und
auch die sonstigen erhobenen Parameter fur Perizyten im Tumorareal (durchschnittliche perizytéare

ObjektgroRe, Anteil der eingenommenen Flache der Perizytenobjekte bezogen auf das Auswer-
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tungsareal und interner perizytarer Durchmesser) zeigten keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Versuchsgruppen und damit keine relevante Abhéngigkeit vom Apelinvorkommen, vgl.
Abbildung 22.

Werden die gleichen Parameter fiir Perizyten des Normalhirns der Gegenseite betrachtet und die
Ergebnisse mit denen in den U-87-Xenografts verglichen, zeigte sich im Tumorgewebe — mit einer
Ausnahme in der Gruppe U87AKD / AKO — eine hohere Anzahl von Perizyten sowie in allen
Gruppen gesteigerte PerizytengréRen im Tumorgewebe und damit einhergehende erhohte
perizytare Diameter und durch die Periyzten eingenommene Flachen, vgl. Abbildung 22. Diese
Ergebnisse sind kongruent zu den allgemeinen Erfahrungen bisheriger Studien zur
Tumorgefallmorphologie. Die erhohte Gefalidichte in  Tumoren und die dilatierten
GefaRlumen*>7®"® resultieren im Gegenzug in einer erhdhten Anzahl von Perizyten im
Xenograftgewebe. Erneut am ehesten einer Begleiterscheinung der reduzierten
Tumorvaskularisation entsprechend unterschied sich die Perizytenanzahl in den Xenografts der
Gruppe U87AKD /AKO im Vergleich zum Normalhirn nicht (Mu.s7 =99, SDug7=5 vs.
Mnormalhim = 95, SDnormalhim = 22; p = 0,624, t-Test fur abhé&ngige Stichproben, vgl. Abbildung
22). Die Perizyten des Normalhirns waren jeweils in GroRe, Diameter und Anzahl in allen
Versuchsgruppen nahezu identisch, was beweist, dass der Verlust der Apelinexpression im
Apelin-Knock-out-Modell keinen Einfluss auf die Perizytenmorphologie und -anzahl im

Normalgewebe per se hat.
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Abbildung 22 — U-87-Xenografts zeigen neoplasietypische Verdnderungen der Perizyten im Vergleich
zum Normalhirn der Gegenseite. (a) Eine Analyse von immunhistochemisch, mittels perizytenspezifischer
Farbung (Desmin) behandelte Schnitte von U-87-Xenografts vier Wochen nach Implantation offenbarte
eine héhere Anzahl von Perizyten im Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe. Eine Ausnahme
bildete die Gruppe U87AKD / AKO, welche im Tumor entsprechend der verringerten Gefalidichte eine dhn-
liche Perizytenanzahl wie im Normalgewebe vorwies. (b) Auch die durch Periyzten eingenommene Flache
pro Auswertungsareal, (c) die Perizytengrofie und (d) der perizytare Diameter stellten sich im Tumorareal
signifikant groRer dar als im Normalgewebe. Analyse der Perizyten in U-87-Xenografts der vier Versuchs-
gruppen: * p < 0,05, nach durchgeflhrter Post-Hoc-Analyse nach Dunn-Bonferroni. Vergleich der Perizy-
ten von U-87-Xenografts und des Normalhirns der Gegenseite (innerhalb der Versuchsgruppen): * p < 0,05,
** pn < 0,01 und *** p < 0,001 nach durchgefiihrtem t-Test fur abh&ngige Stichproben oder Wilcoxon-Test;
UB7NSC /WT: n=5, UB7TAKD / WT: n =8, US7NSC / AKO: n =7 und U87AKD / AKO: n =7.
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4.5 Vorkommen von Hamorrhagien und Nekrosen in U-87-Xenografts

Bedingt durch anhaltende Wachstums- und Umbauprozesse in der Tumorneoangiogenese sind Tu-
morgefale oftmals unreif und morphologisch abnorm. Dadurch entstehen funktionsunttichtige Ge-
falnetze, welche wachsendes Tumorgewebe trotz aktiver Angiogenese nicht ausreichend versor-
gen. Konsekutiv treten hypoxische Areale auf und eine erhdhte vaskulare Durchlassigkeit resul-
tiert in Geféal3leckagen und eine verminderte Aufrechterhaltung des intravaskularen Druckgradien-
ten*>7%-8_ Die markantesten Kennzeichen des GBM sind dementsprechend durch rapides Wachs-
tum auftretende Nekroseareale im Zentrum der Neoplasie®®, die Tendenz zur betrichtlichen Odem-
bildung und das Risiko spontaner Einblutungen®**>140, Die in der Literatur postulierte Annahme,
dass Apelin und sein Rezeptor vorrangig fur die GefaBreifung in extrakraniellen Neoplasien zu-
stéandig sei, und die bisher fehlende Betrachtung funktioneller Untersuchungen des Gefélinetzes
von U-87-Xenografts, begriindeten die Analyse der Blutungs- und Nekroseneigung in Abhéngig-
keit vom Level der Apelinexpression. Insgesamt wurden die HE-geféarbten Schnitte von 52 Xeno-
grafts vier Wochen nach Implantation analysiert, eine Graduierung von Himorrhagien (,,keine®,
»wenige* und ,,deutliche Blutungszeichen*) erhoben und das Vorhandensein von Nekrosen notiert
(vgl. Tabelle 7). Die in der Literatur beschriebene Haufigkeit von 53 % zum Auftreten von Ha-
morrhagien (inkl. Mikroblutungen) in GBM#* wurde in der Kontrollgruppe mit 62,5 % Inzidenz
erflllt, jedoch nicht signifikant tberschritten (p = 0,307, Binomialtest). Bei fehlender Apelinex-
pression in Xenograft und/oder Wirt traten im Gegensatz dazu signifikant seltener intratumorale
Blutungen auf als fur GBM im Allgemeinen angenommen (pus7akp/wrt = 0,006,
pus7nsc/ ako = 0,012, pusrakp /ako = 0,021, Binomialtest). Das Auftreten von Nekrosen zeigte sich
fiir alle Versuchsgruppen signifikant geringer als die in Studien vorbeschriebenen 76 - 88 %235-2%
(Pkontron = 0,008, pus7akp/wt < 0,001, pusnsc/ako = 0,001 bzw. pus7akp/ako < 0,001, Binomial-
test). Obwohl die Xenografts der Kontrollgruppen (U87WT / WT und U87NSC / WT zur Erhéhung
der GruppengroRe zusammengefasst) gemal} der angewendeten Bewertung in ,,keine®, ,,wenige®
und ,,deutliche Blutungszeichen® (vgl. Abschnitt 3.10) 44 % haufiger zu Hdmorrhagien und 38 %
hé&ufiger zu Nekrosen als die Tumore der Gruppe U87AKD / AKO (vgl. Tabelle 7) neigten, waren
in der Post-Hoc-Analyse nach Dunn-Bonferroni keine Unterschiede zwischen den Versuchsgrup-

pen signifikant.
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Tabelle 7 — Vorkommen von Hamorrhagien und Nekrosen in U-87-Xenografts. Die Graduierung der Ha-
morrhagien erfolgte mittels Einteilung nach ,keine®, ,,wenige* und ,,deutliche Blutungszeichen, wobei
»wenige* und ,,deutliche Blutungszeichen als Bestitigung einer existierenden Blutung mit ,,ja“ in der Ta-

belle zusammengefasst wurden.

Vorkommen von Hamorrhagien Nekroseneigung
ja nein Mittelwert ja nein
(n, %) (n, %) (Min; Max) (n, %) (n, %)
Kontroll 10 (62,5 %) 6 (37,5 %) L37 9 (56,3 %) 7 (43,8 %)
ontrollgruppe , , , ,
grupp ’ ° (1,00; 2,75) ’ ’
<3
o 1,20
2 UB7AKD / WT 3 (18,8 %) 13 (81,3 %) 0 (0 %) 16 (100 %)
> (1,00; 2,74)
<
S 1,01
2 UB7NSC / AKO 1(11,1 %) 8 (88,9 %) 3(33,3%) 6 (66,7 %)
S (1,00; 1,07)
1,04
U87AKD / AKO 2 (18,2 %) 9 (81,8 %) 2 (18,2 %) 9 (81,8 %)
(1,00; 1,25)

Eine Uberlegung war, dass insbesondere gesteigerte TumorgroRen das Auftreten von
Hamorrhagien und Nekrosen fordert. Dementsprechend wurden sowohl Hamorrhagien als auch
Nekrosen in der Kontrollgruppe vor allem in Xenografts signifikant hoheren VVolumens in der
MRT vier Wochen nach Implantation nachgewiesen (vgl. Abbildung 23 und Tabelle 8,
PHamorrhagie = 0,012 bzw. pnekrose = 0,019, Welch-Test). In allen anderen Versuchsgruppen zeigte
sich kein signifikanter Unterschied der TumorgréfRe zwischen Féllen mit oder ohne Blutungen
bzw. Nekrosen (U87AKD /WT: pHamorrhagie = 0,923; U87NSC / AKO: pHamorrhagie = 0,667 bzw.
Pnekrose = 0,548, UB7AKD / AKO: PHamorrhagie = 0,218 bzw. pnekrose = 0,218, Mann-Whitney-U-
Test). In den Gruppen U87NSC /AKO und U87AKD / AKO wurden im Gegenteil dazu auch
Blutungszeichen und Nekrosen in weniger groRen Tumoren verzeichnet und die Xenografts der
Gruppe U87AKD / WT (n = 16) prasentierten in der Gesamtheit unabhdangig vom Tumorvolumen
keine Nekrosen. Die Tumorvolumina der Xenografts mit sichtbaren Blutungszeichen unterschied
sich zwischen den Versuchsgruppen nicht signifikant, p = 0,329 im nichtparametrischen Test nach
Kruskal-Wallis. Im Gegensatz dazu war in der Versuchsgruppe U87NSC/AKO das
Tumorvolumen der Xenografts mit aufgetretener Nekrose signifikant Kleiner als die
Tumrovolumina der Kontrollgruppe, p = 0,039, Post-Hoc-Analyse nach Dunn-Bonferroni.
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Abbildung 23 — Hamorrhagien und Nekrosen in Korrelation mit der TumorgréRe. In HE-Schnitten analy-
sierte (a) Blutungs- und (b) Nekrosezeichen wurden mit dem Tumorvolumen korreliert, welches in vier
Wochen nach Implantation angefertigten kernspintomographischen Aufnahmen erhoben wurde. (a) Die
Tumorvolumina der Xenografts mit Blutungszeichen in der Kontrollgruppe zeigten sich signifikant gro-
Ber, p = 0,012, Welch-Test. Obwohl auch in kleineren Tumoren der anderen Versuchsgruppen Blutungs-
zeichen aufgetreten waren, bestand kein signifikanter Unterschied der Tumorvolumina von Xenografts
mit Zeichen einer Hadmorrhagie ber alle Versuchsgruppen, p = 0,329, n. s. im nichtparametrischen Test
nach Kruskal-Wallis. (b) Auch die Tumorvolumina der Xenografts in der Kontrollgruppe mit Zeichen ei-
ner Nekrose waren signifikant groRer als Xenografts ohne Nekrosezeichen, p = 0,019, Welch-Test. In der
Versuchsgruppe U87NSC / AKO war das Tumrovolumen der Xenografts mit aufgetretener Nekrose sig-
nifikant kleiner als die Tumrovolumina der Kontrollgruppe, p = 0,039, nach durchgefiihrter Post-Hoc-
Analyse nach Dunn-Bonferroni. Graues Quadrat — Zeichen von Hamorrhagien bzw. Nekrosen, weil3er
Kreis — keine Zeichen von Hamorrhagien bzw. Nekrosen, roter Kreis — Mittelwert; US7NSC / WT: n = 10,
UB7AKD / WT: n =13, US7NSC / AKO: n = 9 und U87AKD / AKO: n = 11.
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Tabelle 8 — Vorkommen von Blutungen und Nekrosen in Abhdngigkeit vom Tumorvolumen (M (SD) in
mm?3) der U-87-Xenografts. Die Graduierung der Himorrhagien erfolgte mittels Einteilung nach ,keine®,
»wenige* und ,,deutliche Blutungszeichen®, wobei ,,wenige* und ,,deutliche Blutungszeichen* als Bestéti-

gung einer existierenden Blutung mit ,,ja* in der Tabelle zusammengefasst wurden.

Tumorvolumen (M (SD) in mm?3)

Hamorrhagien Nekrosen
ja n nein n ja n nein n
140,39 44,83 124,97 44,08
Kontrollgruppe 5 5 6
o (51,27) (14,47) (59,41) (16,60)
g 63,67 61,37 61,72
Z US7AKD / WT 2 11 - 0 13
D (61,19) (50,24) (49,15)
<
S 27,79 29,18 23,64 31,53
£  UBTNSC/AKO 1 8 3 6
= (0) (38,04) (2,86) (44,71)
87,76 26,60 87,76 26,60
U87AKD / AKO 2 9 2 9
(78,18) (24,70) (78,18) (24,70)

4.6 Fehlender Einfluss von Transduktion und Immunstatus auf

Vaskularisation und Tumorvolumen von U-87-Xenografts

Um einen relevanten Einfluss der lentiviralen Transduktion selbst auf das Tumorwachstum oder
die Ausprégung des Gefalisystems in vivo auszuschliel3en, wurden die Tumorvolumina und Vas-
kularisierung von unbehandelten U-87-MG-Xenografts (U87WT) und der Kontrollkohorte
(UB7NSC) in Apelinwildtypméusen (WT, Wildtyp bezogen auf die physiologische Fahigkeit A-
pelin auszuschditten) verglichen. Vier Wochen nach Implantation ergab sich in Betracht des Tu-
morvolumens weder in der MRT (p = 0,052, Mann-Whitney-U-Test, vgl. Abbildung 24a), noch
in nach Cavalieri-Methode ausgewerteten histologischen Schnitten (p = 0,527, Mann-Whitney-U-
Test, vgl. Abbildung 24b) ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Auch die VLD
(p = 0,606; Mann-Whitney-U-Test, vgl. Abbildung 24c) und die Komplexitat des vaskuléren
Netzwerks (p = 0,074; Muszwr/wt = 5,30, SD = 0,85, n = 9; Mus7nsc /wt = 6,90, SD = 2,70, n = 8;
Mann-Whitney-U-Test) differierten nicht.
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Abbildung 24 — Die lentivirale Transduktion hat keinen Einfluss auf Tumorvolumen (gemessen (a) in
kernspintomografischen Aufnahmen und (b) in histologischen Schnitten nach Cavalieri-Methode) und (c)
die Vaskularisierung (gemaf} VLD) von U-87-Xenografts im Vergleich der Kontrollgruppen U87WT / WT
und U87NSC / WT vier Wochen nach Implantation (n.s., exakter Mann-Whitney-U-Test). Es wurden re-
prasentative Xenografts in einer Gruppenstarke von nvrt =9 und 27, Ncavaiieri = 7 Und 4, nyip =9 und 8
analysiert. Die absoluten Zahlen der Tumorvolumina unterscheidet sich bei Betrachtung von (a) MRT und
(b) Cavalieri-Methode methodenbedingt, da erstere die TumorgroRe von vitalem Gewebe in vivo und letz-

tere bearbeitetes und im Rahmen des Wasserentzugs groRenreduziertes Gewebe umfasst.

Des Weiteren sollte ausgeschlossen werden, dass der differierende Immunstatus der VVersuchstiere
einen Einfluss auf die erzielten Ergebnisse hat. In den verwendeten Mausmodellen fehlen immun-
kompetente B- und T-Zellen'®8! (vgl. auch Abschnitt 1.5.1). Lediglich NK-Zellen kénnen in
Rag1- und Rag2-defizienten Mausen noch heranreifen und sind in inrer Anzahl sogar erhht81:182,
Das Rag2(/y.")-Mausmodell hat den Vorteil weder NK-, B-, noch T-Zellen ausbilden zu kén-
nen'’®. Die immundefizienten Mausstimme Rag1/2 und cyRag wurden fir die Datenanalyse in
Hinblick auf ihre Apelinkompetenz als Wildtyp (WT) mit der Annahme zusammengefasst (vgl.
Abschnitt 3.1), dass die unterschiedliche Auspragung der fehlenden Immunkompetenz keine sig-
nifikante Wirkung auf das Tumorwachstum und die Geféal3ausbildung im durchgefiihrten Ver-
suchsvorhaben hat. Entsprechend konnte gezeigt werden, dass sich weder bei der Betrachtung des
Tumorvolumens in der MRT (p = 0,136; Mann-Whitney-U-Test, vgl. Abbildung 25a), noch der
Vaskularisierung — gemessen an VLD (p = 0,256; Mann-Whitney-U-Test, vgl. Abbildung 25b)
und Komplexitat des vaskuldaren Netzwerks (p = 0,591; Mann-Whitney-U-Test, vgl. Abbildung
25c¢) — ein signifikanter Unterschied im Vergleich von Ragl- und cyRag2-Mausen ergibt.
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Abbildung 25 — Der Mausgenotyp hat keinen Einfluss auf das Tumorwachstum und die Vaskularisation
von U-87-Xenografts. Es wurden die Mausgenotypen cyRag2 und Ragl miteinander verglichen in Bezug
auf (a) Tumorvolumen, (b) VLD und (¢) vN vier Wochen nach Implantation. Die Versuchsgruppen
U87WT / WT und U87NSC / WT wurden fiir diesen Vergleich zusammengefasst, um die Gruppenstarke zu
erhéhen und die Testung durchfiihrbar zu machen; n. s., exakter Mann-Whitney-U-Test; nmrt = 27 und 9;
nviown = 11 und 6.
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5 Diskussion

5.1 Apelinabhangige Unterschiede in der Vaskularisierung von
U-87-Xenografts

In dieser Arbeit wird das Verhaltnis von Apelin und seinem Rezeptor in der Angiogenese von
GBM beschrieben. Es konnte nachgewiesen werden, dass das MalR der Apelinexpression in
GBM-Xenografts der Zelllinie U-87 und das Level der Tumorangiogenese korrelieren und dass
sowohl die Apelinausschittung durch die Tumorzellen als auch das Apelinvorkommen im umge-
benden Wirt die Tumorvaskularisation beeinflusst. Es wurde hier ersichtlich, dass eine Reduktion
der Apelinexpression in U-87-Tumorzellen mit einer herabgesetzten Tumorangiogenese einher-
geht und dass die Infusion von Apelin-13-Peptid in das Tumorareal den GBM-Phéanotyp wieder-
herstellt. Des Weiteren fuhrt eine Unfahigkeit des tumorumgebenden Maushirns Apelin auszu-
schutten zu weiter herabgesetzten Gefalidichtelangen der untersuchten Xenografts, welche unter-
halb der vorbeschriebenen Werte in gesunden, murinen, striatalen Geweben liegen. Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen Analogien zu bisher existierenden Ergebnissen von in-vivo-Studien, in denen
andere Zelllinien untersucht wurden?®, sowie zu Arbeiten, in denen eine Apeliniiberexpression zu
einer erhohten ektopen Angiogenese und einem gesteigerten Tumorwachstum subkutan
fiihrte'118130 Nach jetzigem Kenntnisstand ist dies die erste Arbeit, in der die Modulation der
Apelinproduktion in U-87-Tumorzellen und Wirt separat adressiert und auch die Auswirkung von

Apelinverlust in U-87-Tumorzellen und Mikroumgebung in Kombination analysiert wird.

Obwonhl der Einfluss auf die Tumorvaskularisation bei Verlust der Apelinproduktion von Tumor-
zellen oder Wirt nachweisbar ist, hatte in den kernspintomographischen Analysen vorrangig das
Apelinvorkommen im murinen Wirt die ausschlaggebende Wirkung auf die GréfRenunterschiede
in den Versuchsgruppen (vgl. Abschnitt 4.3.2). So hatte die Gruppe U87NSC / AKO das kleinste
Tumorvolumen, jedoch eine signifikant hohere GeféaRlangendichte als die der Gruppe
U87AKD / AKO, und anders herum hatte die Gruppe U87AKD / WT nicht signifikant kleinere Tu-
morvolumina als die Kontrollgruppe U87NSC / WT, jedoch zeigte sie eine signifikante Reduktion
in der GefaRlangendichte. Demnach flhrt die Apelinproduktion der Tumorzellen zu vaskularisier-
teren Xenografts, aber eine apelinarme Umgebung im Wirt zu kleineren Phanotypen. Eine Erkl&-
rung ist darin zu sehen, dass U87AKD-Xenografts in apelinkompetenten Wirten zu Arealen des

Normalhirns streben, von denen Apelin ausgeschuttet wird, da der APLNR-Besatz der Zellen eine
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Migration zu Arealen mit hoherem Apelinvorkommen veranlasst (vgl. weiterfihrende Diskus-
sion 5.3).

GefaRanalysen in Apelin-Knock-out-Versuchsmausen zeigten diinnere Blutgefal3e in Trachea und
Haut sowie eine verringerte retinale Vaskularisation®. Die daraus resultierende Annahme, dass
Apelin-Knock-out-Versuchsméuse generell zu einer geringeren Anzahl von GefaRen neigen,
wurde in dem hier vorgestellten Versuchsmodell im Vergleich von Versuchstieren mit physiolo-
gischer versus herabgesetzter Apelinausschiittung jedoch nicht bestatigt (vgl. Abschnitte 4.1 und
4.4).

Eine Beobachtung, dass Xenografts mit reduzierter Apelinexpression im Vergleich zum Wildtyp
ein dichteres GeféaRnetz in der Peripherie und eine Geféalrarefizierung im Zentrum darboten und
dass das GefaRnetz des angrenzenden Hirngewebes dichter als im Normalhirn der gesunden He-
misphére imponierte, wurde quantitativ nicht analysiert und ware in weiterfiihrenden Arbeiten zu
bedenken. Mdglicherweise sorgt die Geféalrarefizierung im Tumorzentrum zu starkeren hypoxi-
schen Zusténden, die die Tumorzellen mittels Ausschuttung proangiogener Faktoren (anderer als
Apelin) und die damit einhergehende Anlockung von GeféaRen aus dem angrenzenden Normalhirn
auszugleichen versucht (vgl. Abschnitt 1.2.1)!%43, Analog haben Sorli et al. in Bezug auf Apelin
gezeigt, dass dieser proangiogene Faktor durch parakrine Signale auf die GefaRRe des Wirts eine
potente Aktivierung der tumoralen Neoangiogenese im Versuchsmodell zum Mammakarzinom
bewirkt'®. Trotz aktiver Angiogenese ist die Versorgung des wachsenden Tumorgewebes meist
nicht ausreichend mdglich, so dass anhaltende Hypoxie und die dadurch beglnstigte, fortwéhrende
Freisetzung proangiogener Faktoren zu einer Uberproduktion des kapillaren Netzwerkes in der
Tumorperipherie fuhrt. Eine Analyse der vorherrschenden proangiogenen Faktoren in Tumorzent-
rum, Tumorperipherie und im angrenzenden Normalgewebe wéren hier gewinnbringend. Ande-
rerseits ist fraglich, ob dieser bildmorphologische Eindruck objektiviert werden kann und ob es
lediglich durch die GeféaRrarefizierung im Zentrum den Anschein erweckt, dass eine dichtere Va-
skularisierung in der Peripherie und im angrenzenden Normalgewebe in diesen Versuchsgruppen
vorherrscht. So haben schon Plate et al. 1995 beschrieben, dass GBM charakteristischerweise drei
morphologische Kompartimente zeigen: In der Tumorperipherie und angrenzendem Normalge-
webe mache sich eine héhere Dichte von infiltrierenden Tumorzellen und eine Vermehrung klei-
ner Blutgefalle im Vergleich zum Normalhirn bemerkbar. Nach Innen angrenzend finde sich ein
aktiver Tumoranteil mit proliferierenden Tumorzellen und einer Vielzahl von Gefal3en. Die Mitte
des Tumors bestehe aus nekrotischen Arealen mit einem zwar héheren Anteil an Gefalilumina als

in den anderen Kompartimenten, jedoch seien diese okkludiert und nicht funktionsfahig4°.
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Bekanntermallen ist die Vaskularisation von Tumoren im Allgemeinen gepragt durch
unorganisiert verteilte GefaRe, welche teils blind im Gewebe enden, irreguldr geformt, dilatiert
und gewunden sind*? (vgl. Abschnitt 1.2.2). Studien zu apeliniiberexprimierenden Tumorzellen
des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms und des Mammakarzinoms resultierten in vergroRerten
GefaRdurchmesser $313°, Die Analyse der GefaBmorphologie von U-87-Xenografts dieser Arbeit
(vgl. Abschnitt 4.4) ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen,
jedoch zeigte sich eine Tendenz zu grolReren GefaRdiametern, grofReren GefaRabstdanden und
kleineren, durch vaskuldre Strukturen eingenommene Flachen in Xenografts mit herabgesetzter
Apelinexpression. Lediglich die Gefdllanzahl zeigte signifikant geringere Werte in der Gruppe
U87AKD / AKO im Vergleich zur Kontrollgruppe mit regelrechtem Apelinvorkommen in Tumor
und Maus. Dies und die erkennbaren Tendenzen in den untersuchten vaskuldren Fldchenanteilen
und der Distanzen zwischen den GeféalRobjekten bestatigen die Ergebnisse mittels Space-Ball-
Methode zur reduzierten Vaskularisation in den U-87-Xenografts der Versuchsgruppe
U87AKD / AKO. Eine groliere Gruppengrofie und Anpassungen in der Methodik, bspw. mittels
automatisierter Auswerteverfahren und groRerer, analysierter Tumorflache, waren hier

gewinnbringend um womdglich Signifikanzen zu erreichen.

Fur weiterfuhrende Arbeiten beinhaltet die Blockade von APLNR in der Versuchsgruppe mit re-
gelhaftem murinen und tumoralen Apelinvorkommen (U87NSC /WT) durch die intrazerebrale
Gabe des Apelinantagonisten (ApF13A) (analog zu Abschnitt 4.2) eine sinnvolle Erganzung zu
Untersuchungen der Wirkmechanismen des Apelin-APLNR-Signalwegs und dessen Auswirkun-

gen auf Xenograftangiogenese und Tumorwachstum.

5.1.1 Evaluation der Methodik zu GefaRRfarbungen & zur Bestimmung der

Vaskularisierung

Zur Féarbung der Zielstrukturen — GefaRe und Perizyten — wurde eine Farbemethode benétigt, wel-
che sowohl adaquat zu dem verfligbaren Material als auch zu den danach applizierten Auswert-
methoden passte. So konnte keine Farbemethode mit griiner Markierung der Zielstrukturen vorge-
nommen werden, da die U-87-Xenograftzellen GFP-markiert waren. Zum Zweiten mussten die
Sekundérantikdrper fur Gefal3- und Perizytenfarbung differieren, da eine Doppelféarbung geplant
war. Zum Dritten sollte die Bildakquisition aus technischen Grinden mit einer Belichtungszeit
von ca. 100 ms maglich sein. Bei langeren Belichtungszeiten ist die Durchfiihrung der Space-Ball-
Methode nicht durchfuhrbar, da die Software die automatisierte Analyse nicht umsetzen kann.
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Zunéchst wurde Uberprift, ob zwei bislang in der Arbeitsgruppe etablierte Gefalfarbungen ande-
rer Projekte auf das U-87-Xenograftmodell tibertragen werden konnten. Es handelte sich zum ei-
nen um eine anti-CD31/POD-Férbung zur Markierung von Gefél3en intrathekal inokulierter Tu-
more des klarzelligen Nierenzellkarzinoms und zum anderen um eine anti-IB4/ExtrAvi-
din-Cy3-Farbung, welche fir ein murines Gliommodell entwickelt worden war. Letztendlich
wurde eine Fluoreszenzfarbung gewéhlt, da diese in Kombination mit der GFP-Markierung der

U-87-Zellen sinnvoller erschien.

Die Reifung der Gefél3e und der Endothelzellen im Speziellen ist in Tumorgeweben beeintrach-
tigt* (vgl. Abschnitt 1.2.2), sodass eine immunhistochemische Farbung benétigt wurde, welche
sowohl reife als auch unreife Endothelien markieren kann. CD31 als transmembranes Glykopro-
tein von Endothelien unreifer und reifer Gefdlle mit hoher Sensitivitat in den Farbungen erfullt
diese Voraussetzung?®2*°, Andere von uns bedachte immunhistochemische Marker umfassten al-
pha smooth muscle actin («¢SMA), welches als Teil des Zytoskeletts in die Zellmotilitat, -struktur
und -integritét involviert ist?%24°, CD34, welches als transmembranes Phosphoglykoprotein unter
anderem in Endothelzellen kleiner BlutgefaRe zu finden ist?*!, und das Adhésionsmolekiil vasku-
lar-endotheliales Cadherin (VEC oder VE-Cadherin ), welches auf Endothelzellen eine wichtige
Rolle in der Ausbildung, Reifung und im Remodelling der GefaRwand tibernimmt?42. Farbungen
mit dem Anti-CD34-Antikdrper werden in der Literatur fir ihre endotheliale Sensitivitat, Spezifi-
tdt und Reproduktivitat geschatzt 2°°24% und haben im Vergleich von Farbungen mit Anti-CD31-
Antikorpern zu hoheren Werten der Gefalidichte und besserer Relation zum klinischen Outcome
in Studien zum invasiven Mammakarzinom gefiihrt, da auch kleinste MikrogefaRRe angefarbt wer-
den konnten?®®. Andererseits wurde ebenfalls das unspezifische Anfirben von Leukozyten und
anderen Immunzellen in der Literatur berichtet?**. Im Vergleich zwischen CD31 und den geteste-
ten aufgefiihrten Markern zeigten die mit CD34 und VEC geférbten Schnitte viel Hintergrundsig-
nal und insbesondere bei Farbungen mittels aSMA imponierten kleine Gefalie nicht ausreichend
gefarbt, sodass die endgultige Wahl auf CD31 als Priméarantikorper fiel. Die fehlende Anfarbung
undifferenzierter GefaRe durch aSMA gilt als bekannt in der Literatur?®®, wurde aber von Kurz et
al. auf ein Ubersehen bei geringer kapillarer Fluoreszenzintensitat im Vergleich zu den kraftigen
Signalen groRerer vaskularer Strukturen in geringerer Resolution zuriickgefiihrt?®. AuRerdem fin-
det aSMA ebenfalls in perizytiren Farbungen Anwendung?*, was bei der geplanten Doppelfar-

bung von Endothelzellen und Perizyten hinderlich gewesen ware.
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In der Interventionskohorte machte sich jedoch ebenfalls ein starkes Hintergrundsignal in der Ge-
fakfarbung mit Anti-CD31-Antikorpern bemerkbar, welches am ehesten als unspezifische Bin-
dung der Antikorper an IgG zu interpretieren war. So beschrieben Martin et al. ebenfalls ein Hin-
tergrundrauschen in Farbungen mit CD31, welche sie auf die Anfarbung von inflammatorischen
Zellen zurtckfiihrten®®. In den Fallen der Interventionskohorte dieser Arbeit wurde die ebenfalls
gut verwendbare Farbemethode mit 1B4 genutzt. Als Sekundarantikorper eigneten sich Cy3 und
Cyb. Unter Verwendung von Cy5 waren Einstellungen in der Belichtungszeit zwischen 1900-
3100 ms in den Testfarbungen der GefaRe von Noéten, sodass Cy5 fur die Farbung der Perizyten

gewahlt wurde.

Weitere Maglichkeiten zur GefalRdarstellung waren die Nutzung von Antikdrper gegen den von-
Willebrand-Faktor (VWF), PDGFR-p (PDGF-Rezeptor-f) oder Endoglin unter vielen anderen.
Der von-Willebrand-Faktor ist ein spezifischer Oberflachenmarker von Endothelzellen und kann
in allen Arten von Blutgefalen (Arterien, Venen, Kapillare) sowie in reifen und unreifen Gefalen
nachgewiesen werden?*®, Neben CD31 und CD34 ist er der am haufigsten verwendete Endothel-
zellenmarker in der onkologischen Forschung?*’. Einige Autoren beschreiben eine geringe Sensi-
tivitdt und Spezifitat in Bezug auf Endothelzellen — im Vergleich zu CD34 bspw. — sowie eine
Variabilitat in der Farbequalitit und eingeschrankte Reproduzierbarkeiten?#-20, PDGFR-p er-
mdoglicht die Anfarbung ganzer Zellen statt Fragmenten, so dass ein genauerer Flachenvergleich
durchgefuhrt werden kann. Er ist der Rezeptor eines proangiogenen Faktors (PDGF-B, vgl. Ab-
schnitt 1.1.3.1), welcher in Tumorgeféalien des GBM zu finden ist und in GeféRen des Normalhirns
fehlt®, Endoglin reguliert als angiogener Faktor vornehmlich die Proliferation, Differenzierung
und Zellmigration von Endothelzellen in Regionen aktiver Prozesse der Angiogenese?>22%3, Daher
wurde es in soliden Tumoren, wie Brust- und Prostatakrebs, vermehrt auf kleinen und vorrangig
unreifen TumorgefaRen nachgewiesen und als zuverl&ssigen Marker der intratumoralen Gefaf3-
dichte definiert?*624 253 In geringerem Grad fiel auch eine Endoglinexpression im Zytoplasma
neoplastischer Zellen in Meningeomen, Sarkomen sowie Brust- und Ovarialkarzinom auf?*3. Fer-
ner sind alternativ Darstellungen mittels intravaskular injizierter GefaRfarbungen denkbar %, wie
Resorcin-Kristallviolett oder fluoreszierendem Carbocyanin (3,3-Diheptxloxacarbocyaniniodid,
DiOCT7), welche durch eine Farbung gefaRangrenzender Zellen eine optimale Visualisierung von
TumorgefaRen und teils auch die Uberpriifung der Funktionalitat erméglichen?®,

Die GefaRdichte wird als vielversprechender prognostischer Marker in einer Vielzahl von Malig-
nomen angesehen?®. Demnach wird einer ausgepragteren Irregularitit im tumoralen Gefaknetz

ein aggressiveres Verhalten des Tumors zugesprochen!#243 Zur Quantifizierung von BlutgefiRen



Diskussion 89

solider Tumore ist die ,,Hot Spot-Methode* nach Weidner®’ verbreitet. Danach werden fiir den
Tumor représentative histologische Schnitte einer endothelspezifischen Farbung unterzogen sowie
die so sichtbar gemachten Blutgefalie in Regionen der stérksten Vaskularisation (,,hot spots*) im
Lichtmikroskop gezahlt und die maximale Dichte der BlutgefaRe pro Schnittbereich bestimmt?#.
Methodisch bleibt jedoch die Funktionstiichtigkeit der analysierten Kapillare auRer Acht, sodass
zunehmend zusétzlich flr die Reifung der TumorgefaRe zustdndige Komponenten des vaskularen
Mikromilieus, wie bspw. Perizyten, quantifiziert werden®*’. Ein weiterer Nachteil in der Analyse
ausgewahlter Areale in ebenfalls ausgewahlten histologischen Schnitten liegt in der stichproben-
artigen Messung der Tumorvaskularisierung, die von Areal zu Areal und Schnitt zu Schnitt gege-
benenfalls erheblich variieren kann. Da die Beurteilung der Vaskularisierung in histologischen
Schnitten zweidimensional erfolgt und durch Wickelung, GefaRschlangelung und Kompression
der Gefalie beeinflusst wird, ist die Auswahl von Lokalisationen maximaler Vaskularisierung in
dieser verbreiteten ,,Hot Spot-Methode® anfillig fiir eine Verzerrung durch den Auswerten-
den?%52%8 Bei der Wahl der analysierten Areale und Schnitte sollte demnach die héchste Represen-
tativitat fur den Gesamttumor angestrebt werden. Um die angesprochenen Hurden in der Gefal-
analyse anzugehen, wurde in dieser Arbeit dickschichtiges Gewebe gewahlt, welches mittels der
von der ,,Hot Spot-Methode* abweichenden Space-Ball-Methode und ergédnzenden Analysen zur
Gefalifunktionalitat untersucht wurde. Die Verwendung der von uns verwendeten dicken Schich-
ten erlaubt eine genauere stereologische Quantifizierung von histomorphologischen, dreidimensi-
onalen Objekten. Auch kann so die Analyse multizellularer Strukturen in ihrer Ganze, wie im Fall
von tubuldren GeféRen, erleichtert werden. Andererseits fiihrt die verwendete Schichtdicke zu er-
schwerten Bedingungen in der Weiterverarbeitung. So sind bspw. die in den immunhistochemi-
schen Farbungen verwendeten Antikdrper, wie auch CD31, nur bedingt fahig in die Gewebe ein-
zudringen. Herabgesetzte Farbintensitaten im Vergleich zu dinnschichtigen Praparaten sind das
Resultat?®®. Die Funktionalitat der U-87-TumorgefaRe haben wir indirekt in den morphologischen
Studien sowie in den Untersuchungen zu Hamorrhagien und Nekrosen adressiert (vgl. Abschnitte
4.4 und 4.5 zu den Ergebnissen sowie Diskussion in 5.4). Die in dieser Arbeit verwendeten Sche-
mata zur Gewebesammlung und -farbung (vgl. Abschnitte 3.4 und 3.6) sowie das Analyseverfah-
ren der Space-Ball-Methode beruhten auf einer automatisierten Auswahl der Analyselokalisation
und einer klaren Definition der zu zdhlenden GefaRstrukturen in diesem Bereich, um eine még-
lichst reprasentative Darstellung des gesamten Tumors zu erreichen und eine maégliche Verzerrung

209

durch die/den auswertende/n Wissenschaftler*in zu unterbinden=**. Die Anisotropie des Gefalinet-

zes — auch im Hinblick auf die in Abschnitt 5.1 diskutierte Beobachtung, dass Xenografts mit
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verminderter Apelinexpression ein dichteres Gefalinetz in der Peripherie und eine GeféRrarefizie-
rung im Zentrum zeigten sowie dass das Gefalinetz des angrenzenden Hirngewebes dichter als im
Normalhirn der gesunden Hemisphare imponierte — wird im Rahmen der Space-Ball-Methode fur
das Tumorareal adressiert und durch eine flachendeckende repréasentative Auswahl der Lokalisa-
tionen ausgeglichen®®®. Auch der entsprechend fehlenden Orientierung des GefaRsystems im Ge-
webe wird in der Space-Ball-Methode Beachtung geschenkt?®. In der Analyse von Xenografts
vier Wochen nach Implantation wurden fur wenige Tiere abweichende Rastergréfien verwendet.
Eine statistische Analyse inkl. grafischer Uberpriifung wies keinen signifikanten Effekt der Ras-
tergroRen auf die Parameter VLD und Komplexitat des vaskuléren Netzwerks auf. Dennoch muss
das uneinheitliche Layout der Auswertung als Limitation benannt werden.

5.2 Apelinabhangige Unterschiede im Tumorvolumen von
U-87-Xenografts

Schon in der kernspintomographischen Bildgebung (vgl. Abbildung 18) zeigt sich bildmorpholo-
gisch, dass Xenografts in Tieren mit reduziertem Apelinvorkommen (Gruppen
U87NSC / AKO und U87AKD / AKO) kleinere Tumorvolumina aufweisen. In der statistischen
Analyse bestatigt sich dies insbesondere mit zunehmendem Tumoralter. Unerheblich von der tu-
moralen Fahigkeit Apelin auszuschitten, erweist sich die Deletion der Apelinexpression im Wirt
als essentiell. Insgesamt stellt sich die Frage, warum Xenografts in VVersuchsgruppen mit reduzier-

tem Apelinvorkommen ein kleineres VVolumen aufweisen.

Waren nur Xenografts mit eingeschrénkter Apelinexpression der Tumorzellen betroffen, ware eine
gehemmte Proliferation, eine hohere Apoptoserate der Tumorzellen oder ein Absterben durch Hy-
poxie-bedingter Nekrose zu diskutieren. Die Zellproliferation und -form der U87AKD-Zelllinie
sind in vitro mit der Mutterzelllinie U-87 vergleichbar®?. Auch Analysen anderer GBM-Zelllinien
mit herabgesetzter Apelinexpression in Arbeiten der Gruppe um Mastrella et al. erwiesen keine
Beeintrachtigung in Zellviabilitat, Proliferationsrate und Ki-67-Status?*®. Untersuchungen zur
Nekroseneigung in dieser Arbeit zeigen, dass gerade Tumore mit eingeschrénkter Apelinproduk-
tion in Mdusen mit regelrechtem Apelinvorkommen keine Nekrosen aufwiesen, vgl. auch Ab-
schnitt 4.5..

Berta et al. verzeichneten bei in-vivo-Versuchen des humanen nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinoms, in denen Apelin mittels Gentransfer Uberexprimiert wurde, analog zu

Ergebnissen dieser Arbeit gréBere Tumorvolumina und erhéhte GefaRdichten. Die Uberexpression
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hatte keinen Einfluss auf die Proliferationstendenz der Tumorzellen in vitro!®. Auch Sorli et al.
bestatigte den ausbleibenden Einfluss Apelins auf die Proliferationstendenz von manipulierten
Mammakarzinomzellen in vitro!. Beide Arbeitsgruppen argumentieren, dass die groReren
Tumorvolumina der apeliniberexprimierenden Versuchsgruppen durch einen stimulierenden
Effekt Apelins auf die TumorgefaRe, einem friheren angiogenen Switch und der daraus
resultierenden besseren GefaRversorgung des Tumorgewebes begriindet sind®1%, Im Gegensatz
zu diesen Beobachtungen fiihrte die exogene Gabe von Apelin-13 in in-vitro-Versuchen sowohl
zum oralen Plattenepithelkarzinom als auch zu humanen Zelllinien des Kolonkarzinoms zu einer
verstarkten Proliferations- und Migrationstendenz der Tumorzellen®®2!, Heo et al. postulierte
demnach die Hypothese, dass das Vorkommen des APLNR auf den Zielzellen die Wirkung des
Apelins  bestimmt und autokrine  Wirkmechanismen ermdglicht.  Wahrend  die
Mammakarzinomzellen von Sorli et al. keine APLNR-Expression vorweisen, tragt das von Heo et
al. verwendete orale Plattenepithelkarzinom den Rezeptor?®. Auch fiihrte sowohl eine Deletion
des APLNR in hochgradig Apelin- und APLNR-exprimierenden Kolonkarzinomzellen, als auch
eine exogene Zufuhr des (F13A)Apelinl3-Antagonisten zu diesen Versuchszelllinien zu einer
Hemmung der fur die Zellproliferation verantwortlichen Signalwege in Versuchen von Picault et.
al.264252_ Arbeiten zum antiapoptotischen Einfluss der Apelin-Signalwege zeigten unterschiedliche
Ergebnisse?®®, wobei die Dokumentation der praventiven Wirkung auf die Zellapoptose fiir
verschiedenste Zellarten tiberwiegt?®42%7. Basierend auf der beschrinkten Literatur zu analogen
Versuchsreihen ware der Rickschluss, dass eine fehlende Apelinexpression zu einer gehemmten
Proliferation und einer erhthten Apoptoserate flihre, allerdings spekulativ. Abgesehen von
Mastrella et al. beschaftigte sich bislang keine Arbeitsgruppe intensiv mit den Auswirkungen einer
herabgesetzten Apelinexpression von Malignomzellen auf das Tumorwachstum in vitro und in

vivo.

Da sich in meiner Arbeit auch die Xenografts mit regelrechter Apelinausschittung in murinen
Wirten mit deletierter Apelinexpression (U87NSC / AKO) signifikant kleiner darstellen, kann die
geringer ausfallende TumorgréRe nicht allein auf ein unterschiedliches biologisches Verhalten der
apelindefizienten U-87-Zellen in vivo zurtickgefuhrt werden. Auch das Wachstumsverhalten der
Versuchsgruppe U87AKD / WT passt nicht ins Bild, da sie signifikant gréf3ere Tumorvolumina
aufzeigt als die Gruppen U87NSC / AKO und U87AKD / AKO. Hier ist die Relevanz des Apelin-
vorkommens im Wirt hervorzuheben. Die Hypothese von Berta et al. und Sorli et al., dass allein
der stimulierende Effekt Apelins auf die TumorgefaRe die TumorgroRe beeinflusse!>3, kann mit

unseren Ergebnissen zur Vaskularisation nicht bestatigt werden (vgl. Abschnitt 5.1). Vielmehr
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lasst sich die Konstellation unserer Ergebnisse tiber die parakrine Wirkung Apelins erklaren. Dem-
nach haben die Gruppen U87NSC / AKO und U87AKD / AKO keinen Anreiz zum Wachstum oder
einer Invasion wéhrend das Apelinvorkommen in der Gruppe U87AKD / WT auf parakrinem Weg
die Tumorausdehnung begunstigt (vgl. auch Abschnitt 5.3). Ahnliche Ergebnisse liefern Mastrella
et al. fur andere murine Xenograftmodelle der Glioblastomzelllinie GBM14 mit eingeschrénkter
Apelinausschittung in Tumor und/oder Wirt. Sie konnten zeigen, dass mit sinkendem kompaktem
Tumorvolumen bei reduziertem tumoralen und/oder murinen Apelinvorkommen das invasive Tu-

morvolumen steigt?®,

Ein Anknlpfungspunkt fir weiterfihrende Arbeiten zu der hier dargelegten Basis im gleichen
Versuchssetting bot die Durchfiihrung von Uberlebensanalysen. BekanntermaRen zeigt sich in der
Betrachtung von Gliomen eine inverse Korrelation zwischen vaskularer Dichte und Uberlebens-
zeit, wobei eine Zunahme der Vaskularisation die Prognose zum Schlechteren beeinflusst 41:146-
148 "In den Ergebnissen dieser Arbeit bewies sich das herabgesetzte Apelinvorkommen im Wirt
entsprechend als vorteilhaft. Demnach fihrt die Apelinproduktion der Tumorzellen zu vaskulari-
sierteren Xenografts, aber eine apelinarme Umgebung im Wirt zu kleineren Phénotypen (vgl. Ab-
schnitte 5.2 und 5.1). Durchgefiihrte Uberlebensanalysen bestétigte die Beobachtung, dass das
Fehlen von Apelin im Wirt das Uberleben der Versuchtiere mit U-87-Xenografts signifikant ver-

langert!®2,

5.2.1 Evaluation der Methodik zur Tumorimplantation und Bestimmung der

Tumorvolumina

Die Versuche zur Beobachtung der Tumorvolumina in vivo im zeitlichen Verlauf haben Limitati-
onen, welche sich aus dem Versuchsmodell ergeben. Zum einen ist die Tumorausdehnung in ei-
nem geschlossenen Raum, wie dem murinen Kranium, rdumlich begrenzt. Zum anderen ist das
Tumorvolumen ab einem gewissen Ausmald nicht mit dem Leben des Versuchstiers vereinbar. So
wirden sich bei unbegrenzter Beobachtungszeit die Tumorvolumina aller Gruppen im Verlauf
angleichen oder Tiere mit schnellerem Wachstum den humanen Endpunkt zeitnaher erreichen
bzw. friher versterben. Dennoch hat die Versuchsdurchfiihrung in vivo unschétzbare Vorteile ge-
genlber in-vitro-Verfahren oder der subkutanen Tumorimplantation. In-vitro-Modelle sind zu ver-
einfacht um die reale Antwort des Organismus zu reproduzieren. Subkutane Xenograftmodelle

sind ebenfalls einfach in der Durchfiihrung, jedoch weisen auch sie immense analoge Limitationen
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auf. Die intrazerebrale Mikroumgebung, inkl. der Verhaltens des tumoralen und lokalen Gefal3sys-
tems sowie der Interaktionen zwischen Xenograft und hirnspezifischen Zellarten, ist auf diese

Weise weder zu replizieren noch zu tiberpriifen?68.269,

Nach Durchfiihrung der kernspintomographischen Bildgebung zeigte sich, dass einige Xenografts
entlang des Inokulationskanals nach extrakraniell wuchsen oder in das Ventrikelsystem einbra-
chen. Eine Verzerrung der realen Tumorgrof3e ist hier denkbar, sodass in diesen Féllen ein Aus-
schluss erfolgte. Im Rahmen einer Fehleranalyse ist eine suboptimale Injektion bei diesen Tieren
in Betracht zu ziehen. Insbesondere die Verwendung von kleinen Injektionsmengen (unter 3 ul),
langsamen Injektionsraten (nicht geringer als 3 min) und automatisierten Injektionen mittels pum-
pengestitzter Applikation fuhre in der Literatur zu einer bestmoglichen fokussierten Platzierung,
minimalstem Reflux und geringster Variabilitat in der TumorgroRe im Verlauf?827%2'1 Die in
dieser Arbeit verwendete Injektionsmenge von 1 ul und die Injektionsrate von 2 min zzgl. 1 min
Wartezeit vor begonnenem Riickzug entsprechen den Empfehlungen. Eine mdgliche Verbesse-
rung der Methodik kann in der Verwendung einer Injektionspumpe in folgenden Versuchsreihen

angestrebt werden.

Eine Fehlerquelle in der Auswertung der Bildgebung umfasst moglicherweise das Verkennen von
nicht-tumordsen Auffélligkeiten (bspw. Odem oder Immunzellen) als Tumormasse. Zur Auswer-
tung wurden T2-gewichtete Sequenzen verwendet, in denen ddematdse Areale hyperintens er-
scheinen und in der Regel gut abgrenzbar sind. Sollte eine Auswahl von 6dematisiertem Gewebe

in der automatisierten Markierungsfunktion erfolgt sein, so wurde dies manuell korrigiert.

Die Bestimmung der Tumorvolumina in histologischen Schnitten wurde nicht zuletzt aufgrund des
erhdhten Aufwands lediglich in einer geringen Gruppengréf3e durchgefuhrt. Einrisse beim Schnei-
den der murinen Hirne sowie Veranderungen, wie Schrumpfung oder Risse des Gewebes durch
die Bearbeitung der Praparate, wie Einfrieren, Farbemethoden etc., kénnen die reale Tumorgrolie
veréndern. In der Analyse mittels Cavalieri-Methode kénnen zudem Blut- und Immunzellen als
Tumorareal verkannt werden. Da diese Veranderungen in der Vorbereitung und das Verkennen
von Tumorgrenzen in der Analyse weitestgehend alle Praparate betreffen, ist der Vergleich der
Versuchsgruppen jedoch legitim und die Fehlerrate kann bei immer gleicher Anfertigung und Aus-

wertung durch die identische Arbeitskraft minimiert werden?®,
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5.3 Apelinabhangige Unterschiede in der Invasionstendenz von
U-87-Xenografts

Glioblastoma multiforme (GBM) zeichnen sich durch eine tiberschwéngliche und abnormale Tu-
morneovaskularisation aus. Wéhrend es weithin bekannt ist, dass das Wachstum und die Ausdeh-
nung solider Tumore an die Angiogenese tumorversorgender Gefalle gebunden ist, haben GBM
die Fahigkeit therapeutische Malinahmen zur Blockade dieser angiogenen Prozesse zu tiberwinden
und durch infiltratives Wachstum ihre Ausdehnung voranzutreiben. In der Literatur werden dem-
nach unterschiedliche Phénotypen beschrieben: Zum einen Malignome mit einer von der Angio-
genese abhéngigen Wachstumstendenz, bei der Tumorzellen in Clustern entlang neu entwickelter
BlutgefaRe im Normalgewebe existieren, zum anderen maligne Gliome mit von der Angiogenese
unabhangigem Wachstum, welches durch die Infiltration einzelner Zellen in das Normalgewebe
gepragt ist*®®272, Die Ausschiittung alternativer proangiogener Faktoren, die gesteigerte Fahigkeit
zur Tumorzellinvasion und eine erhdhte GefalRkooption werden als Ursachen der unterschiedli-
chen Phanotypen in Betracht gezogen “4%°. Obwohl VEGF-A eine zentrale Rolle in der patholo-
gischen Neubildung von Tumorgefalien spielt, ist unter anderem die Fahigkeit der Tumore zu ei-
nem infiltrativen Wachstumsmuster iberzugehen verantwortlich fir die Beobachtungen in klini-
schen Studien zum monoklonalen anti-VEGF-A-Antikorper Bevacizumab, in denen ein Versagen
antiangiogener Therapieansatze in der GBM-Therapie festgestellt wurde!®”168:273274 Eine Blo-
ckade von VEGF-A/VEGFR2 mittels Bevacizumab fiihrt simultan zur Runterregulierung von A-
pelin sowohl in murinen GBM-Modellen™ als auch in GBM-Proben von Patient*innen der Gruppe
um Mastrella et al.. Auterdem kann in diesen murinen GBM-Modellen vom proneuralen Typ nach
Gabe von Bevacizumab einerseits eine reduzierte GefaRflache und eine Verbesserung des Uberle-
bens und andererseits ein gesteigertes Tumorvolumen im Vergleich zu VVersuchstieren mit Placebo
beobachtet werden?3827, Folglich muss der gleiche indirekte Effekt von evasiver Resistenz gegen-
Uber antiangiogener Therapie bei Apelindepletion in weiterflihrenden Analysen der Ergebnisse

dieser Arbeit bedacht werden.

Die chemotaktischen Fahigkeiten Apelins wurden erstmals mit Hilfe von APLNR-transfizierten
Zelllinien aufgezeigt’®®2’®, Im weiteren Verlauf erfolgte der Nachweis, dass Apelin die
Proliferation und Migration von vaskuldren Endothelzellen mit endogener APLNR-EXxpression

induziert'®'414 Und auch auRerhalb des GefaRsystems konnte Apelins Rolle als chemotaktischer

* proneurale GBM-Modelle basierend auf dem RCAS/Tva-System bzw. p53-Knockout-Gliomstammzellen, welche
PDFGB uberexprimieren
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Faktor in den Signalwegen der Zellattraktion, beispielsweise in lymphatischen
Endothelialzellen'®, gezeigt werden. Nun fiel in dieser Arbeit sowie entsprechend der
Vorerfahrungen aus den klinischen Studien mit VEGF-Antikorpern und der Arbeit um Mastrella
et al. auf, dass die apelinbeeinflusste Tumorangiogenese der U-87-Xenografts nicht ausschlie3lich
Auswirkungen auf das Tumorwachstum hat, sondern bei Verlust der autokrinen Apelinsekretion
auch das Invasionsverhalten der Tumorzellen beeinflusst werden kann. Zeigen die Kontrollgruppe
(UB7TNSC/WT) — und auch Tumore der Mutterzelllinie (U87WT/WT) - grolRe
Xenotrantransplantate mit kompakten Zellverbiinden, wurden in den meist kleineren Tumoren mit
herabgesetzter Apelinausschiittung teils bereits 14 Tage nach Implantation einzelne aus dem
Tumorzellverbund herausgeldste Zellen im umliegenden Hirngewebe des Wirts beobachtet (Daten
hier nicht gezeigt)!®2. Diese wichtige Nebenbeobachtung des Invasionsverhaltens von
Tumorzellen mit herabgesetzter Apelinausschittung wurde in der Arbeitsgruppe um Mastrella et
al. fir verschiedene GBM-Modelle (unter anderem auch U-87 MG in vitro) untersucht und
bestatigt?®. In den erstellten in-vitro-Assays beeinflusste Apelin direkt die Regulation der
Tumorzellmigration und -invasion insbesondere von APLNR-exprimierenden Zellen. Der Verlust
der autokrinen Apelinsignalwege resultierte vor allem bei Zellen mit hoher APLNR-Expression in
einem aggressiveren Invasionsverhalten. Die Gabe des APLNR-Liganden Apelin-F13A zu GBM-
Zellen mit erhaltener Apelinexpression reduzierte die Invasionstendenz nachweislich. Die
klinische Relevanz konnte in stereotaktischen Biopsien nachvollzogen werden, in denen in invasiv
wachsenden Zellverblinden des Tumorrrandes hohere Expressionslevel des APLNR und
interessanterweise eine fehlende Expression von Apelin nachgewiesen wurden. Im Tumorzentrum
zeigten zell- und gefaRreiche Areale wiederum hohe Apelinlevel®®. Auch in-vivo-Versuche in
murinen Xenotransplantatmodellen anderer Zelllinien erbrachten analoge Verhaltnisse zu den in
dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen. Sie beobachteten kleinere Tumorvolumina mit einem im
Verhaltnis hdéheren invasiven Tumorvolumen in den Versuchsgruppen mit verringertem
Apelinvorkommen (murin und tumoral)?®. Auch andere Arbeitsgruppen beschrieben den Nutzen
kompetitiver APLNR-Antagonisten in der Reduktion der Tumorprogression von GBM und einem
Modell des Mammakarzinoms?'":2’®, Pathopysiologisch kann dieses Verhalten bspw. auf den
durch einen Apelinverlust verursachten Rilckgang der Tumorvaskularisation zurlckgefihrt
werden, welche die Tumorzellen unter Druck setzt in physiologisch intakte (und gut vaskulér
versorgte) Gebiete des Hirns zu wandern, da die Mikroumgebung des Tumors eine Formation
groRer solider Tumormassen nicht unterstitzt (vgl. Abschnitt 1.2.1). Alternativ unterdriickt die
Stimulation des APLNR der Tumorzellen evtl. direkt und aktiv die Tumorzellinvasion und ein

Apelinverlust I6st wiederum Gber eine Aufhebung dieser Unterdriickung eine Invasionstendenz
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aus. Das Apelin, welches von Endothelzellen am vordersten GefaRspross der GefaRproliferate in
hypoxischen GBM-Regionen ausgeschiittetet wird, signalisiert den APLNR-exprimierenden
Tumorzellen auf parakrinem Weg in gefareiche Tumorregionen zu wandern und gleichzeitig die
Invasion in gesunde Hirnregionen mit fehlender Angiogenese und Apelinexpression zu
verhindern'42%27°  Ein  gewisses AusmafR existierender funktionierender autokriner
APLN/APLNR-Signalwege in Tumorzellen scheint demnach vorteilhaft, da es der
Invasionstendenz des GBM entgegenwirkt®®®, Weitere Erkldrungsansatze wéren die
Wirkungsweise verschiedener Apelinisoformen, die unterschiedliche biologische Effekte
bewirken®"1% oder aber die Wirkung eines weiteren APLNR-Liganden, wie APELA, welcher auch
in GBM exprimiert wird und die Tumorgenese tber das Wachstum von Gliomstammzellen
voranzutreiben scheint. Die Expression von APELA korreliert mit reduzierten Uberlebensraten und

héheren Gliomgraden?®®

. Weiterfuhrende Studien zur Rolle von APELA in der Angiogenese von
GBM oder auch zum Einschreiten eines nicht untersuchten proangiogenen Faktors, welcher ohne
Vorkommen von Apelin vermehrt aktiv wird und wie Apelin migratorische F&higkeiten hat,
existieren bislang nicht. Es ist bekannt, dass Apelin die Migration von Tumorzellen

263 pulmonalen Adenokarzinomen?3,

unterschiedlicher Entitaten, wie bspw. Kolonkarzinomen
Magenkarzinomen?®? und oralen Plattenkarzinomen®?, sowie die Invasivitit von Kolon-2%,
Mamma-28® und Magenkarzinomzellen®®? durch eine hervorgerufene Expression von
Matrixmetalloproteinasen (MMP), welche die den Tumor umgebende extrazellulare Matrix

degradieren und reorganisieren, steigert.

5.4 Perizytare Bedeckung und GefaRdurchlassigkeit von
U-87-Xenograft-GefaRen

Apelin und sein Rezeptor bewirken die funktionelle und morphologische Reifung der GefaRe®*!,
sodass eingangs die Annahme bestand, dass eine Reduktion des Apelinvorkommens Einfliisse auf
die Reifung, Permeabilitat und/oder auch den Grad der perizytaren Bedecktheit hat. Die Unreife
bzw. die Permeabilitat der Tumorgefale wurde indirekt durch den Bedecktheitsgrad der Endothel-
zellen mittels Perizyten und die Neigung zu Hamorrhagien in den Xenografts analysiert. Die Rei-
fung beider Zellentitaten — Endothelzellen und Perizyten — bedingen einander. Die Differenzierung
und Funktionstiichtigkeit von Perizyten und Endothelzellen bestimmen wiederum mal3geblich die
vaskuldre Permeabilitat?®14314° Die Versuche der Arbeitsgruppe um Hellstrém et al. zeigten, dass

die Abwesenheit von Perizyten in PDGF-B- und PDGFR-B3- (PDGF-Rezeptor-f-) defizienten
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Méusen keinen Einfluss auf die GefaRdichte, Gefaltlange und Anzahl der Verzweigungen des Ge-
falnetzes in murinen Hirnen hatte, jedoch die Endothelzellen morphologisch abnorm waren. Sie
fielen durch Hyperplasien und fehlerhafte Formen auf und bedingten erhéhte kapillare Durchmes-
ser und eine gesteigerte transendotheliale Permeabilitat?®*. Bildmorphologische Auswertungen
mittels Cellsens in dieser Arbeit wiesen darauf hin, dass das Apelinvorkommen in Tumorzellen
und murinem Wirt keinen Einfluss auf die Perizytendichte auf der GefaRaulRenwand hat. Beobach-
tete Reduktionen der durch Perizyten bedeckten Gefélse und der absoluten Perizytenzahl in der
Versuchsgruppe mit fehlendem Apelinvorkommen U87AKD / AKO im Vergleich zur Kontroll-
gruppe UB7NSC / WT sind lediglich als Nebeneffekt des signifikant geringer ausgepréagten Ge-
falknetzwerks zu interpretieren. Auch die initiale Annahme, dass Perizyten in apelindefizienten
Xenografts unreifer sind und konsekutiv einen gréfieren Durchmesser besitzen (und von rundli-

cherer Form sind (Daten nicht gezeigt)), kann nicht bestatigt werden.

Gemal} der Annahme, dass in Tumorarealen im Vergleich zum Normalhirn weitaus unorganisier-
tere und UbermaRig ausgebildete GeféaRRnetze vorherrschen (vgl. Abschnitt 1.2.2), konnte im Ver-
gleich von Tumorgewebe und Normalhirn der anderen Hemisphare bestarkt werden, dass Perizy-
ten unabhangig von Versuchstiergruppe und Apelinvorkommen in den Xenografts in Perimeter,
Flache und Diameter groRer sind und in absoluten Zahlen h&ufiger vorkommen. Eine einzelne
Ausnahme bildet die Gruppe U87AKD / AKO unter Betrachtung der Perizytenanzahl, welche sich
entsprechend der gering ausfallenden Gefalianzahl in dieser Versuchsgruppe in Normalhirn und

Tumorgewebe nicht signifikant unterschieden.

Candolfi et al. beschreiben in der histopathologischen Analyse von experimentellen Gliommodel-
len, dass die Zelllinie U-87 MG hauptsachlich fur ihre ausgepragte Neovaskularisation auszu-
zeichnen ist und die aus dem humanen Setting bekannte Tendenz zur Nekrosenbildung in murinen
Wirten™ nicht reproduzierbar ist?®®. Dieser Umstand konnte hier bestitigt werden und dementspre-
chend zeigten alle Versuchsgruppen signifikant seltener Nekrosenzeichen als die in klinischen
Studien vorbeschriebenen 76 - 88 % in humanen GBM%>%¥, Im Gegensatz dazu wurde in der
Kontrollgruppe die in der Literatur beschriebene Haufigkeit von 53 % zum Auftreten von Hdmor-
rhagien (inkl. Mikroblutungen) in GBM?3* erfiillt. Eine fehlende Apelinexpression in Xenograft
und/oder Wirt fihrte signifikant seltener zu intratumoralen Blutungen als fir GBM im Allgemei-
nen angenommen. Und auch obwohl zwischen den Versuchsgruppen keine signifikanten Unter-

schiede in den Post-Hoc-Analysen der Hdmorrhagie- und Nekrosetendenz festgestellt werden

 Die Arbeitsgruppe um Candolfi et al. verwendete athyme Balb/c-Mause.
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konnten, treten bildmorphologisch bei Tumoren der Kontrollgruppe mit erhaltener Apelinproduk-
tion 44 % h&ufiger Hdmorrhagien und 38% hadufiger Nekrosen im Vergleich zur Versuchsgruppe
mit eingeschréanktem Apelinvorkommen in Tumor und Maus auf. In Zusammenschau mit der in
der MRT erhobenen TumorgroRe kénnen diese in der Kontrollgruppe vor allem in den Tumoren
signifikant hoheren VVolumens festgestellt werden. Interessanterweise verzeichnen die Gruppen
U87NSC / AKO und U87AKD / AKO auch Blutungen und Nekrosen in weniger grofien Tumoren
und obwohl Xenografts der Gruppe U87AKD / WT keine Anzeichen von Nekrosen zeigten, treten
ebenso haufig wie in den anderen Versuchgruppen mit eingeschranktem Apelinvorkommen Blu-
tungen auf. Nekrosen sind das histologische Ergebnis von untergegangenen Tumorzellen — meist
bedingt durch ein hypoxisches Mikromilieu in vaskuldr in Anzahl oder Funktionalitat unterver-
sorgten Arealen'*®. Pathophysiologisch ware die fiir das tiberschiefende Tumorwachstum inadi-
quate, unzureichende Anzahl von funktionalen Gefalien in den grol3en, sehr kompakten Tumoren
der Kontrollgruppe demnach fir das haufigere Auftreten von Nekrosen verantwortlich zu machen.
Auch das reduzierte Auftreten in der Gruppe U87AKD / WT wére bei vorherrschendem avaskula-

ren Wachstumsmuster (vgl. Abschnitt 5.3) erklarbar.

Die Annahme, dass die neugebildeten Tumorgeféalie der Xenografts in Versuchsgruppen mit ein-
geschranktem Apelinvorkommen (tumoral und/oder murin) ebenfalls permeabler sind, kann als
Gegenstand weiterfihrender Versuchsvorhaben bspw. mittels eines vaskuldaren Perfusionsassays
mit blauer Tinte (Evans Blue) nach Miles?® und/ oder einer detaillierten Darstellung von interen-
dothelialen Zellkontakten mittels Antikorperfarbung von Tight-Junction-Proteinen®®*, wie bspw.
VEC, Occludin oder ZO-1 (Zonula occludens-1 oder auch Tight junction Protein-1), Gberprift

werden.

Letztendlich dienten diese bildmorphologischen Auswertungen als erganzende Methoden zur Un-
terstitzung der Hauptfragestellung und wurden zum Ende des Versuchsvorhabens durchgefiihrt.
Die bildanalytischen Ergebnisse zu den perizytaren Charakteristika zeigten die gleiche Tendenz
wie die Analysen der Space-Ball-Methode. Jedoch wurden keine Signifikanzen erzielt, was am
ehesten auf die Methodik zurtckzufthren ist. Eine Erhdhung der Versuchstieranzahl waére eine
Maoglichkeit die Streuung der Daten zu minimieren und die Aussagen zu untermauern. Zusatzlich
ist die Art der Methodik als bildmorphologische Analyse fehleranféllig. Beispielsweise konnten
lediglich Préparate mit einwandfreier Farbung der halbautomatischen Markierung mittels
Threshold zugefuhrt werden, da sonst das Hintergrundrauschen falschpositive Ergebnisse provo-

zierte. AuBerdem ist eine indirekte Analyse, wie im Fall des Parameters Anzahl der Objekte, tiber
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vier zentral gelegene Bildausschnitte eines zweidimensionalen, einzeln ausgewahlten histologi-
schen Schnittes in einem anisotropen Modell, wie dem GefaRnetz, verbesserungswiirdig?0°209:258
(vgl. Diskussion zu den Mdglichkeiten der reprasentativen Materialauswahl in Abschnitt 5.1.1).
Bei der Begutachtung von Hamorrhagien und Nekrosen wurde durch die Erfahrung des Fachper-
sonals die Mdglichkeit der fehlerhaften Interpretation, bspw. das Verkennen von Extravasationen,
GeféaRen oder Entnahmeblutungen/-artefakten als reelle H&morrhagien verringert.

5.5 Diskussion zur Methodik

5.5.1 Allgemeine Anmerkungen zur Methodik

In dieser Arbeit fanden unterschiedlichste Methoden zur Evaluation der Wirkung von Apelin auf
die Angiogenese und GroRenentwicklung des GBM Anwendung. Die Verwendung dieses kom-
plexen Versuchsmodells in vivo und diverser Aus- und Einschlusskriterien flir jede einzelne Me-
thode resultierte in sehr unterschiedlichen GruppengroRen. Ein Weglassen von Versuchstieren zur
Anpassung der GruppengroRen zugunsten der kleinsten Gruppe wurde nicht vorgenommen, da die
Unterschiedlichkeit in der Versuchstieranzahl pro Gruppe einer qualitativ schlechteren Ausgangs-

situation fUr die statistische Analyse vorgezogen wurde.

5.5.2 Legitime Zusammenfassung des Wildtyps

GBM-Zellen haben eine geringe Mutationslast, d.h. das Tumorgewebe differiert im Erbgut bei
geringer Mutationshaufigkeit wenig von gesunden Kdorperzellen. Dementsprechend weisen die
Tumorzellen lediglich geringe Mengen an Neoantigenen auf und gelten als wenig immunogen.
Diese niedrige Immunogenitat in Kombination mit der abnormen Tumorvaskularisation und einer
pathologischen Zusammensetzung des Tumormikromilieus erschwert Immunzellen das Erkennen
des Tumorgewebes und die Initiierung immunologischer antitumoraler Prozesse?®’. Zusatzlich
nutzt das GBM die relevante Eigenschaft, das Immunsystem in seinem Sinne zu modulieren. Ob-
wohl das Immunsystem darauf ausgelegt ist — nach dem Konzept der immunologischen Uberwa-
chung (immunological surveillance) — Tumorzellen mit Hilfe von zytotoxischen T-Zellen und NK-

Zellen zu detektieren und zu eliminieren288

, unterdriickt die Tumormikroumgebung eine effektive
Immunantwort zum einen durch die Rekrutierung von modulierenden Immunzellen, wie regulie-
renden T-Zellen, Monozyten-abstammenden Suppressorzellen, Makrophagen und Mikroglia, und
zum anderen mit Hilfe der Sekretion von Zytokinen, wie IL-6, IL-10, CSF-1, TGF-$3 und CCL2.

Lange Zeit galt die Annahme, dass (maligne) Hirntumore der Immuniiberwachung entgehen, da
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das Gehirn als immunprivelegiertes Organ im physiologischen Zustand bei intakter Blut-Hirn-
Schranke nur limitiert Gber antigen-préasentierende Immunzellen und eine lymphatische Drainie-
rung verfiigt?®®. Das Phanomen des Immunprivilegs ist dadurch gekennzeichnet, dass Zellen nicht
durch das Immunsystem erkannt und zerstort werden kénnen. In der Konsequenz haben Pathogene

oder Tumore bessere Méglichkeiten zur Immunevasion?:2%,

In erkranktem Hirngewebe ist jedoch die Integritat der Blut-Hirn-Schranke kompromittiert und
die Mobilitat von Immunzellen (iber diese Barriere moglich?®2. Studien zur Pathophysiologie von
GBM weisen dementsprechend zunehmend darauf hin, dass Immunzellen und deren Infiltration
ins Tumorgebiet zu groBem MaRe vorkommen?®22%_ In der Tumorumgebung ist die Funktionalitat
der Immunzellen nicht nur auf die Defensive beschrankt, sondern kann auch im Gegenteil zum
Tumorwachstum beitragen. Regelhafte immunologische Mechanismen in Zustanden akuter In-
flammation erkennen tumorspezifische Antigene und zerstéren die antigentragenden Tumorzellen.
Chronische inflammatorische Prozesse haben eine tumorunterstitzende Wirkung, tragen der DNS-
Schédigung bei, aktivieren die Tumorangiogenese, fordern die Umstrukturierung der Extrazellu-
larmatrix und deaktivieren die tumorbezogene adaptive Immunantwort?®*, Die Modulation der Im-
munantwort wird insbesondere durch die Tumorzellen selbst und das akqurierte Tumormikromi-
lieu, bestehend aus vaskularen Zellen, glialen Zellen und Immunzellen, beeinflusst?8°2%-2%7 |ns-
besondere die Produktion von immunsuppressiven Zytokinen, die Unterdrickung der T-Zell-
Proliferation und die Aktivierung von regulierenden T-Zellen, welche auch supprimierend auf die
Immunantwort wirken, helfen somit der Immunevasion von GBM?82%! Microglia werden durch
Zytokinaktivierung genutzt, ihrerseits ebenfalls immunsuppressive Liganden zu exprimieren. Die
hypoxische Tumorumgebung fiihrt dazu, dass sich Makrophagen des ZNS zu tumorassoziierten
Makrophagen umwandeln, welche neben den Mikroglia ebenfalls Giber immunsuppressive und tu-
morunterstiitzende Mechanismen und insbesondere durch Ausschittung von EGF, CSF-1, TGF-
B1, IL-6 und Matrixmetalloproteinasen die Tumorangiogenese, -invasion, -migration und -expan-
sion fordern®°. Die Inhibierung des VEGF-Signalwegs in tumorassoziierte Makrophagen und
Mikroglia fuhrte in der Literatur zu einem herabgesetzten Tumorwachstum und einer reduzierten
Tumorvaskularisation®®, Makrophagen und Mikroglia nehmen einen GroRteil der tumorinfiltrie-
renden Zellen des Immunsystems ein?*=%, eine Unterscheidung von Microglia und Makrophagen
fallt aufgrund eines fehlenden spezifischen histologischen Markers schwer®°23%, Neben Mikroglia
und Makrophagen sind NK-Zellen, als grof3e granuldre Lymphyzyten, ebenfalls Teil der tumorin-
filtrierenden Zellen®**. Obwonhl sie den kleinsten Teil der Immunzellpopulation in GBM einneh-

men (ca. 2 %), sind sie aufgrund ihres bedeutenden Anteils in der antitumoralen Immunantwort
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Gegenstand aktueller Studien zu immunologischen Therapiestrategien3%>3%, NK-Zellen zerst6ren
durch die Induktion von Apoptosesignalen direkt maligne Zellen und lenken uber die Ausschdit-
tung von proinflammatorischen Zytokinen, wie TNF-o und Interferon-y, indirekt die tumorspezi-
fische Antwort des adaptiven Immunsystems, bspw. iber dendritische Zellen, die widerum T-Zel-
len aktivieren®®7-3%, Inshesondere undifferenzierte GBM-Zellen und GBM-Stammzellen sind an-
falliger fur die NK-Zell-vermittelte Zerstorung®'°. Die Funktionalitat von NK-Zellen wird in GBM
unter anderem inshesondere durch die Ausschiittung von TGF- eingeschrankt®'t. Die molekular-
biologische Heterogenitat von GBM und die vielfaltigen Wege dieser Neoplasien lokal und syste-
misch immunsuppressiv zu wirken, stellt die Entwicklung von effektiven Immunotherapien vor

grofRe Hirden.

Unter Betrachtung der dargelegten Rolle des Immunsystems in GBM ist eine Limitation dieser
Arbeit in der Zusammenfiihrung der verschiedenen immundefizienten Mausgenotypen Rag1/2 und
cyRag zu suchen. Sie basierte auf der Annahme, dass NK-Zellen physiologischerweise nicht die
Blut-Hirn-Schranke (berschreiten®'?. Tatsachlich zeigte die erhdhte Anzahl der NK-Zellen in
Rag1l- und Rag2-M4&usen nachgewiesenermal3en auch keine signifikante Wirkung auf das Tumor-
wachstum und die GefaBausbildung im durchgefiihrten Versuchsvorhaben (vgl. Abschnitt 4.6).
Dennoch misste in weiteren Studienvorhaben das Vorhandensein von Immunzellen in der Tum-

romikroumgebung und ihre eventuelle Wirkung auf das Tumorwachstum né&her beleuchtet werden.

Weitere Anknlpfungspunkte fur anschlieBende Studien sind bspw. die Wirkung Apelins auf die
Funktion von weiterhin in immundefizienten Mausen vorhandenen Immunzellen, wie Makropha-
gen, Mikroglia und NK-Zellen. Makrophagen exprimieren den ALPNR und es hat sich gezeigt,
dass Apelin einen Einfluss auf die Entwicklung, das Uberleben und die Funktion von Makropha-
gen hat. Dabei wirkt Apelin zum einen positiv auf die Entwicklung von Makrophagen ein, be-
schutzt sie vor Hypoxie-induzierter Apoptose und fordert die Zellmigration. Zum anderen wird
uber die Inhibierung aktivierter Makrophagen ein antiinflammatorischer Effekt erzielt, indem es
die Phagozytose, chemotaktischen Eigenschaften und Ausschittung proinflammatorischer Zyto-
kine herabsetzt®*3314, Untersuchungen von aktivierten Makrophagen in apelindefizienten und
Wildtypméausen zeigten keinen Unterschied im Expressionsmuster der proinflammatorischen Zy-
tokine und im Migrationsverhalten. Es wird daher angenommen, dass neben Apelin andere Peptide
die Makrophagenfunktion beeinflussen3:33%>, AuRerdem steigern regulierende T-Zellen die Ape-
linexpression in Endothelzellen®!®. Die induzierte Apelinexpression widerum steigert die VCAM-
1-Expression auf den Endothelzellen von normalisierten GefaRen, welche eine VVoraussetzung fir

den Einstrom und die Funktion von antitumoralen T-Zellen ist. In Studien, in denen die Induktion
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von Apelin in Kombination mit einem Vakzin gegeben wurde, welches das Immunsystem antreibt
und zur Produktion von NK-Zellen beitragt, wurde eine starke Tumorantwort durch die Uber die

normalisierten GefiaRe wandernden NK-Zellen beobachtet!3!,
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist der bosartigste von Gliazellen ausgehende Hirntumor
und der am haufigsten auftretende primare Hirntumor des Erwachsenen*!3317 Aufgrund des
aulerst invasiven und destruierenden Wachstums werden aufwendige Therapieverfahren mit
Kombinationen aus chirurgischer Intervention, Bestrahlung und Chemotherapie dem alleinigen
chirurgischen Therapieansatz vorgezogen’. Trotz einer interdisziplinaren Herangehensweise liegt
die mittlere Lebenserwartung von Patient*innen mit GBM ab Diagnosestellung je nach
Patientenalter ~ zwischen 8,5 - 16 Monaten®’, sodass eine Entwicklung alternativer
Therapiestrategien zur Verbesserung dieses Outcomes von Interesse ist. Fiir das Uberleben und
die Expansion maligner Gliome sind die Tumorzellen in der Lage, einer flr sie feindlichen
Mikroumgebung zu entgehen, indem sie das Gefalsystem gesunder Hirnareale stimulieren, neue
BlutgefaBe zu bilden (vgl. Abschnitt 1.2.1)!%%. Dieser als Tumorangiogenese betitelte Prozess
wird Uber Botenstoffe (pro- und antiangiogene Faktoren) reguliert, wobei das Verhéltnis zugunsten
der proangiogenen Faktoren ausfallt. Einer der wichtigsten und meist erforschtesten
proangiogenen Faktoren in der pathologischen Angiogenese und im Vorkommen in soliden
Tumoren — unter anderem auch mit starker Uberexpression in den meisten GBM — ist VEGF*.
Demzufolge wurde in Forschung und Entwicklung viel Hoffnung in zielgerichtete
Therapiestrategien gegen den VEGF-Rezeptor gelegt und 2009 Bevacizumab als VEGF-Inhibitor
fiir die Therapie des GBM-Rezidivs zugelassen'®!%, In den Vorarbeiten fiir diese Arbeit wurden
die regulatorische Funktion von Apelin und seines G-Protein-gekoppelten Rezeptors APLNR in
der embryonalen Gefalentwicklung sowie die durch VEGF-Signalwege induzierte endotheliale
Expression von Apelin nachgewiesen. Eine Hochregulierung von Apelin und APLNR in
mikrovaskularen Proliferationen des humanen Glioblastoma multiforma wurde ebenfalls
aufgedeckt!®. Darauf aufoauend wurde in dieser Arbeit der Einfluss Apelins auf die
Vaskularisierung, das Wachstum sowie auf die Morphologie und die Funktion der TumorgefaRe
des orthotopen Xenograftmodells humaner Glioblastomzellen (U-87 MG) analysiert.
Zusammenfassend kann bestétigt werden, dass sich die Xenografts in Versuchsgruppen mit
reduzierter Apelinproduktion im Vergleich zu den Gruppen mit vorhandener Apelinausschittung
in  immunhistochemisch  gefdrbten Schnitten bzgl. ihrer Vessel Length Density
(GefaRlangendichte) und der Komplexitat des vaskuldren Netzwerks und in der akquirierten MRT-

Bildgebung bzgl. ihrer Tumorvolumina unterscheiden.
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Die hier dargelegten Versuche weisen darauf hin, dass Apelin — sowohl exprimiert durch das Tu-
morgewebe als auch durch den murinen Wirt — einen relevanten Effekt auf das Ausmal} der Tu-
morangiogenese hat. Insgesamt zeigt sich, dass mit abnehmender Verfuigbarkeit von Apelin die
Anzahl der Gefale, die GefaRlangendichte und die Komplexitat des vaskuléren Netzwerks gerin-
ger ausfallt. Dabei fuhrt eine Reduktion der Apelinexpression sowohl durch die lentivirale Modu-
lation von Apelin in humanen GBM-Zellen als auch im Rahmen des Apelin-Knock-out-Modells
des murinen Wirts zu einer herabgesetzten GBM-Vaskularisation. Die Kombination von GBM-
Zellen mit supprimierten Apelinleveln in Mausen mit fehlender Apelinexpression flihrte zuséatzlich
zu einer verstarkten Dezimierung der GBM-Neoangiogenese und resultierte in einer derart redu-
zierten Tumorvaskularisation, die der Vaskularisation von physiologischem Hirngewebe des Stri-
atum entsprach. Weiterfiihrend konnte die Gabe von Apelin in dieses Setting der kombinatorischen
Apelindeletion die typische Tumorvaskularisation wiederherstellen und die Tumorangiogenese
steigern. Die Anzahl der Perizyten zeigte sich analog der Gefal3rarefizierung in der Gruppe mit
vollstandiger Apelindeletion im Vergleich zur Kontrollgruppe reduziert. Ansonsten unterschied
sich der perizytare Bedecktheitsgrad, die Anzahl und auch die GroRe der Perizyten mit unter-
schiedlichem Mal an Apelinlevel nicht. Im Vergleich zum Normalgewebe entsprach lediglich die
Perizytenzahl in der Versuchsgruppe mit kombinatorisch in Tumor und Wirt reduzierter Apelin-
menge der Anzahl im Normalhirn (entsprechend der Ergebnisse der Vaskularisation). Die Xeno-
grafts mit erhaltener Apelinausschittung und die Tumore mit verminderter Apelinexpression in
Wirten mit reduziertem Apelinvorkommen zeigten im Gegensatz dazu entsprechend der in der
Literatur bekannten Annahme, dass Tumore vaskularisierter sind, in Anzahl gesteigerte Perizyten
im Vergleich zum Normalgewebe. Die Perizyten aller Versuchsgruppen hatten einen gréfieren Di-
ameter als die des Normalhirns. Bei der Betrachtung der Gefalfunktionalitat zeichneten sich die
Tumore mit erhaltener Apelinausschittung in Neoplasie und Wirt durch &hnliche Inzidenzen von
intratumoralen Blutungen aus, wie in der Literatur beschrieben. Bei fehlender Apelinexpression
in Xenograft und/oder Wirt traten im Gegensatz dazu signifikant seltener intratumorale Blutungen
auf als fir GBM im Allgemeinen angenommen. Nekrosen wurden fiir alle Versuchsgruppen sig-
nifikant seltener als in klinischen Studien verzeichnet. War der Nachweis von Blutungen und Nek-
rosen bei vollstandig erhaltener Apelinausschittung von der Grolie der Tumore abhangig, so ver-
zeichneten auch kleinere Xenografts der Versuchsgruppe mit fehlender Apelinexpression im Wirt
Hamorrhagien und Nekrosen. Die Xenografts mit reduzierter Apelinexpression der Tumorzellen

und erhaltener Apelinausschittung des Wirts prasentierten keinerlei Nekrosen.
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Da die Literatur bereits gezeigt hat, dass die Apelinwirkung je nach Vorhandensein des APLNR
und auch in seinen autokrinen und parakrinen Wirkmechanismen stark variiert!3130.260 (ygl. Apb-
schnitte 5.2 und 5.3), wére dieser bisher in dieser Arbeit nicht addressierte Aspekt von grofiem
Interesse. Auch scheinen sich die intrazelluldren Signalwege Apelins fur Migration und Antiapo-
ptose von den Signalwegen fiir Proliferation zu unterscheiden’. In diesem Sinne stellt sich die
Frage, ob die Blockade von APLNR oder der Verlust der Apelinexpression den gleichen therapeu-
tischen Effekt zeigt und ob die Manipulation des Apelin-APLNR-Signalwegs &hnliche gegensatz-
liche (eher invasionsférdernde) Auswirkungen hat wie die von Bevacicumab (vgl. Abschnitte 5.2
und 5.3)1%8167 Da andere Liganden des APLNR (ELABELA und Toddler®®%) zur Verfiigung ste-
hen, muss ebenfalls beurteilt und ausgeschlossen werden, dass bei Blockade von Apelin und/oder
APLNR Signalwege oder Mechanismen Uber diese Liganden verstarkt ablaufen oder kompensiert
werden. Auch der Einfluss Apelins auf die Immunzellen des Tumormikromileus sollte ein Ansatz-

punkt weiterfiihrender Studien sein (vgl. 5.5.2).

Klinische Studien mit antiangiogenen Therapieansatzen, wie der anti-VEGF-Therapie, weisen auf
eine Adaptation der Neoplasien durch die Aktivierung anderer Aktivatoren der Angiogenese hin'?.
Demnach muss der gleiche Effekt von evasiver Resistenz gegenuber antiangiogener Therapie bei
Apelindepletion in weiterfihrenden Arbeiten betrachtet werden. Andere zu untersuchende proan-
giogene Faktoren, welche ebenfalls eine Rolle in der Tumorgenese von GBM zu haben scheinen,
waren bspw. der Stammzellfaktor (stem cell factor (SCF)), PDGF, bFGF oder der epidermale
Wachstumsfaktor und sein Rezeptor (epidermal growth factor (receptor), EGF/EGFR )!1:143:251.318
Diese Arbeit konzentriert sich auf einen der anscheinend synergistisch wirkenden Angiogenese-
faktoren. Eine simultane Unterbrechung mehrerer Signalwege, bspw. die von VEGF, EGF/EGFR
und Apelin, gabe eventuell mehr Einsicht in die Mdglichkeiten der Unterdriickung angiogener
Prozesse. Auch das Vorhandensein von VEGF und VEGFR-2 in GBM-Zellen mit verminderter
Apelinexpression wére von Interesse. Die verminderte Expression von Apelin bei vorhandener
Blockade des VEGFR-2 wurde von Mastrella et al. bewiesen?3, ein analoger Nachweis ist ausste-
hend. Auch die kombinierte Blockade von VEGFR-2 und APLNR wurde von Mastrella et al. be-
reits fur orthotop implantierte p53°PDGF-B GBM-Stammzellen umgesetzt und ein synergisti-
scher Benefit fiir das Uberleben festgestellt?®. Eine Ubertragung auf das U-87-Modell wire denk-

bar.

Weitere Fragen, die auf Basis der hier vorgestellten Ergebnisse addressiert werden kénnen, sind
bspw., ob die Apelin/APLNR-stimulierte Angiogenese in den verschiedenen existierenden

Tumorsubtypen der GBM (proneural, klassisch oder mesenchymal) unterschiedliche
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Auspragungen hat und ob als Konsequenz eine therapeutische Hemmung der
Apelin/APLNR-induzierten Tumorvaskularisation eher auf gewisse Subtypen angewendet werden

sollte, wie von Mastrella et al. bereits angesprochen?3,

Des Weiteren kann die Rolle von Apelin und APLNR als Biomarker in der Prognose des GBM
weiter untersucht werden. Es hat sich gezeigt, dass die Hohe der Expressionslevel von APLNR
und/oder Apelin in Tumorgeweben sowie das Serumlevel von Apelin fiir Prognose und auch

Therapieansprechen unter Radiochemotherapie bei einigen Tumorentitaten pradiktiv bedeutend
Sind125-129l

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass die Modulation des Apelin/APLNR-Signalwegs bedeu-
tende Unterschiede im vaskularen Phénotyp der GBM erzeugt und verspricht eine potenzielle Re-
levanz fir die therapeutische Anwendung. Die vorliegende Arbeit bietet eine fundierte Basis und
zahlreiche Anknlpfungspunkte zu weiterfiihrenden Untersuchungen fur die Entwicklung neuer

Therapieansétze in der Behandlung der aggressiven Tumorentitat des GBM.
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