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Abstrakt

Einleitung: Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist der hdufigste und bosartigste astrogliale
Hirntumor, dessen Prognose trotz Fortschritten in der Forschung weiterhin sehr schlecht ist. Die
Angiogenese dieser Tumore spielt in diesem Zusammenhang eine bedeutende Rolle und stellt
somit ein vielversprechendes Therapieziel dar. Der Erfolg der antiangiogenen Therapie ist durch
verschiedene Resistenzmechanismen limitiert. Einer dieser Resistenzmechanismen ist die
myeloidzell-induzierte Vaskulogenese. Als neue Therapieversuche gelten zum einen antikorper-
vermittelte vaskuldre Targetingstrategien sowie zum anderen die Kombination antiangiogener
Therapien mit Chemotherapeutika. Der Antikorper L19 ist einer der am besten charakterisierten
Antikorper spezifisch fiir den neoangiogenen Marker Fibronektin B. Unser Ziel war, die
mikrovaskuldre Biodistribution der ,,vascular accessory cells* (VACs) und des Antikorpers L19
sowie die mikrohdmodynamischen Effekte einer kombinierten Temozolomid- und
Sunitinibtherapie (TMZ/SU) in vivo zu untersuchen. Methodik: Als Methode setzten wir ein
Gliommodell in der chronischen Riickenhautkammer in vivo ein und fiihrten
Mikrohdmodynamik- und Biodistributionsanalysen mittels Intravitalmikroskopie durch.
Ergebnisse: Unsere Ergebnisse zeigten, dass die antiangiogene Therapie mit Sunitinib zu einer
verbesserten Mikrohdmodynamik der therapieresistenten Tumorgefde und zu einer Reduktion
der perivaskuldren Akkumulation der VACs fiihrte. Eine kombinierte Therapie mit TMZ/SU
resultierte in einer Reduktion der GefaBBpermeabilitit von therapieresistenten Gefdllen, was auf
eine zusitzliche Resistenzentwicklung hinweisen konnte. Unsere Studie demonstrierte, dass die
spezifische Bindung des L19 Antikorpers an die Tumorgefdfle zeitabhéngig ist und zusétzlich
eine subsequente Extravasation in das Tumorinterstitium stattfindet. Dariiber hinaus zeigten wir,
dass die Sunitinibtherapie zu einer verstirkten Bindung des Antikorpers fiihrte.
Schlussfolgerung: Zusammenfassend ldsst sich schlussfolgern, dass VACs keine Rolle in der
Resistenzentwicklung der antiangiogenen Therapie mit Sunitinib spielen sondern ein
zusitzliches Ziel dieser Therapie darstellen konnten. Auf der anderen Seite fiihrte eine
kombinierte Therapie mit TMZ/SU zusétzlich zu einem additiven Therapieeffekt sowie
vermutlich zu einer Resistenzentwicklung durch die Perizyten-Endothelzell-Interaktionen an
therapieresistenten TumorgefdBen, was eine Therapielimitierung mit sich bringen konnte. Das
vaskuldre Targeting stellt eine vielversprechende Therapiemodalitdt auch in Kombination mit

antiangiogener Therapie dar und benétigt in der Zukunft eine genauere Validierung.



Abstract

Introduction: GBM is the most common and most malignant astroglial brain tumor. Despite
recent progress in the research the prognosis of this disease remains very poor. High
angiogenesis of these tumors is one of the causes of their malignancy, thus angiogenesis
represents one of the promising therapy targets. However, the therapeutic effect of the
antiangiogenic treatments is limited by diverse resistance mechanisms. Myeloid cell induced
vasculogenesis is one the discussed mechanisms. On the other hand, vascular targeting strategies
and combination of antiangiogenic therapies with chemotherapeutics represent new promising
therapy modalities to overcome therapy resistance. L19 antibody is one of the best characterized
antibodies specific to a neoangiogenesis marker fibronectin B. Our aim was to analyze
microvascular biodistribution of VACs, L19 antibody and microhemodynamic effects of the
combination therapy with TMZ/SU in vivo. Methods: We used a glioma-model in dorsal
skinfold chamber in vivo and analyzed biodistribution and microhemodynamics by
intravitalmicroscopy. Results: Our results showed that antiangiogenic treatment with sunitinib
led to better microhemodynamics of therapy resistant tumor blood vessels and to reduced
accumulation of VACs in perivascular niche. The combination therapy with TMZ/SU resulted in
diminished permeability of therapy resistant tumor vessels, which may represent an additional
resistance development. Our study demonstrated that specific binding of L19 antibody to tumor
vessels was time dependent and there was also a subsequential extravasation of the antibody in
tumor tissue. Additionally, L19 antibody's binding increased after antiangiogenic treatment.
Conclusion: In conclusion, we postulate that VACs do not play a role in resistance of
antiangiogenic treatment but might even represent an additional target of this therapy. On the
other hand, the combination therapy with TMZ/SU led not only to additive therapeutic benefits
but also probably to resistance development by pericyte/endothelial cell interaction of resistant
blood vessels limiting therapeutic effects. Vascular targeting strategies represent a promising era
alone or in combination with antiangiogenic treatments and should be more investigated in the

future.



1 Einleitung

1.1 Maligne Hirntumore

Supratentorielle astrogliale Neoplasien reprdsentieren iliber 70% der primidren Tumore im
zentralen Nervensystem Erwachsener'. Basierend auf histopathologischen Kriterien werden sie
in vier Malignititsgrade laut WHO eingeteilt, das Glioblastoma multiforme (GBM) ist der
hiufigste und maligneste aller astroglialen Tumore?. Die Standardtherapie des primdren GBM
umfasst die chirurgische Resektion mit konkominanter Radiochemotherapie®. Die Prognose des
GBM st trotz vielféltiger diagnostischer und therapeutischer Bemiihungen in den letzten Jahren
mit einer medianen Uberlebenszeit von 14,6 Monaten weiterhin als sehr schlecht einzustufen®.

Die ausgepragte Tumorgefdaneubildung (Tumorangiogenese) des GBM wird als maligeblich
verantwortlich fiir die Aggressivitit dieses Tumors angesehen*¢. Die These welche besagt, dass
sowohl das solide als auch das infiltrative Wachstum maligner Hirntumore abhingig von der
Angiogenese sind, wird mit experimentellen Studien untermauert’®. Somit stellt die

Angiogenese ein vielversprechendes Therapieziel fiir die Behandlung des GBM dar.

1.2 Tumorangiogenese

Es gibt verschiedene Entstehungsmechanismen der GefdBneuformation. Die spétere Ausbildung
neuer Blutgefdfle aus einem bereits bestehenden primitiven Gefdal3stamm wird als Angiogenese
bezeichnet’. Diese spielt eine maBgebliche Rolle fiir das Krebswachstum und ist ein
entscheidender Faktor fiir die Entwicklung von primédr kleinen Tumoren zu einer klinisch
relevanten Tumorentitit, sowie fiir die himatogene Metastasierung in andere Organe'®. Eine
ausgepragte Neovaskularisation stellt ein charakteristisches Merkmal vieler aggressiver
Tumorerkrankungen dar'!. Bei einigen Tumoren wurde bereits im Jahr 1995 von Folkman et al.
eine direkte Korrelation zwischen der GefiBdichte und der Tumorinvasion festgestellt'®. Vor
diesem Hintergrund steht die Tumorangiogenese im Mittelpunkt von neuen therapeutischen und
diagnostischen Strategien. Durch die intensive Angiogeneseforschung in den letzten Jahrzehnten
wurden die beteiligten Schliisselmolekiile, wie etwa der Endothelwachstumsfaktor ,,vascular
endothelial growth factor® (VEGF), der Fibroblastenwachstumsfaktor ,,fibroblast growth factor*
(FGF) und der Wachstumsfaktor ,,platelet-derived growth factor” (PDGF) identifiziert!?.

1.3 Antiangiogene Therapie

Eine der vielversprechendsten Angiogeneseinhibitoren ist der Multikinaseninhibitor Sunitinib
(SU)3. Der klinische Therapieerfolg von Sunitinib zeigte sich allerdings in der

Gliombehandlung limitiert'¥, was wie andere antiangiogene TherapiemaBnahmen durch
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verschiedene Resistenzmechanismen bedingt sein kann'>:!6,

Die myeloidzell-vermittelte
Vaskulogenese ist eine der postulierten Resistenzmechanismen gegen antiangiogene Therapien'®-
18 Der Begriff ,,vascular accessory cells* (VACs) wurde von Grunewald et al. eingefiihrt, um die
in der Literatur heterogene Myeloidzellpopulation einheitlich zu beschreiben'®. VACs spielen
bei der Vaskulogenese eine entscheidende Rolle und stellen einen potentiellen
Resistenzmechanismus gegen eine antiangiogene Therapie dar. Es ist allerdings unbekannt, wie
VACs mit Tumorendothel unter antiangiogener Therapie interagieren. Somit war es das Ziel
unserer Studie, die Interaktion von VACs und Tumorendothel unter Sunitinibtherapie zu
untersuchen.

Als Ausweg fiir die Resistenzentwicklung gegen eine antiangiogene Therapie wird eine
Kombinationstherapie mit Chemotherapeutika postuliert’. In einer Studie von Zhou et al. konnte
eine dosis- und zeitabhingige Erhohung des Temozolomidtransports unter Sunitinibtherapie

20 Als Erklirung postulierten die Autoren einen verbesserten ,vaskuldren

gezeigt werden
Normalisationsindex* bei therapieresistenten Gefd3en. Eine 2009 publizierte Studie aus unserer
Arbeitsgruppe untersuchte den Effekt der Sunitinibtherapie auf die Mikrohdmodynamik der
Gliomangiogenese intravitalmikroskopisch®!. In dieser Studie wurde ein erhdhter
mikrovaskuldrer ,,Deliveryindex* der Chemotherapeutika durch die verbesserte Himodynamik
in den therapieresistenten GefdBen, trotz signifikant reduzierter funktioneller Gefdf3dichte,
demonstriert.

Vor diesem Hintergrund fiihrten wir eine Studie am experimentellen Gliom in vivo mit
einer Kombinationstherapie, bestehend aus Temozolomid (TMZ), dem effektivsten
Zytostatikum in der GBM-Therapie und Sunitinib mit folgenden Fragestellungen durch:

(i) Analyse mikrohimodynamischer Effekte der kombinierten TMZ/SU-Therapie

(ii) Charakterisierung potenzieller vaskulirer Resistenzmechanismen

1.4 Vaskulires Targeting

Als zusitzliche Therapieentwicklung in der Behandlung maligner Tumore konnten zahlreiche

d**?3. Diese

Molekiile identifiziert werden, welche spezifisch fiir die Neoangiogenese sin
spezifischen neoangiogenen Molekiile bilden die Basis fiir das Prinzip des ,,vaskuldren
Targetings***. Das Konzept des vaskuliren Targetings beruht auf der Identifikation vaskulirer,
tumor-spezifischer Epitope, welche z.B. mittels Antikorpern dazu verwendet werden kénnen um
diagnostische und/oder therapeutische Substanzen spezifisch zum Tumor zu transportieren®.
Somit kann die Prédzision der Diagnostik und Therapie unter Schonung des gesunden Gewebes
erhoht werden. Im Rahmen vaskuldrer Targetingstrategien sind zwei Hauptgruppen der

Molekiile von groem Interesse im Hinblick auf die Angiogenese: endotheliale
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Membranproteine (z.B. Integrine, VEGF usw.) sowie extrazellulire Matrixproteine?.
Endotheliale Membranproteine sind durch ihre luminale Lage einfacher zu erreichen, dafiir aber
nicht immer ausreichend exprimiert?*. Obwohl die extrazelluliren Matrixproteine aufgrund
abluminaler Lokalisation schwerer zu erreichen sind, bieten sie meistens den Vorteil
ausgeprigter und stabiler exprimiert zu sein?*. Zu den am meist erforschten neoangiogenen
Markern zdhlt die erstmalig 1987 beschriecbene Extradomine B (ED-B) des
Basalmembranmolekiils Fibronektin, welches als extrazelluldres Matrixprotein zwischen
Perizyten und Endothelzellen essentiell fiir die vaskulire Morphogenese ist?®. Aufgrund der
Riickbildung dieses Molekiils wihrend des vaskuldren Maturierungsprozesses ist die ED-B im
gesunden Gewebe ausschlieBlich wéhrend der Proliferationsphase im Endometrium
nachweisbar?’. Verschiedene monoklonale Antikdrper wurden im letzten Jahrzehnt spezifisch fiir
die vielversprechenden neoangiogenen Marker mittels ,,Phage Display“ Technik mit
rekombinanten Antikdrperfragmentbibliotheken synthetisiert?®-. Einer der etablierten humanen
Antikorper ist der sogenannte L19 Antikorper. Dieser humane Antikdrper L19 bindet spezifisch
an die ED-B von Fibronektin und stellt somit ein geeignetes molekulares Werkzeug fiir
antikdrperbasierte Therapie- und Diagnostikstrategien dar®'. Der L19 Antikorper, gekoppelt mit
verschiedenen Immunzytokinen oder Radionukliden, wurde in den letzten Jahren in zahlreichen
Therapien und zur Diagnostik eingesetzt****. Die bisherigen klinischen Studien beziiglich der
Applikationssicherheit und der Durchfiihrbarkeit L19-gekoppelter Therapie- und
Diagnostikstrategien zeigen {iberzeugende Ergebnisse®?*.

Die gezielte Verwendung antikOrper-basierter Therapiestrategien setzt spezifische Kenntnisse
beziiglich des mikrovaskuldren Bindungsverhaltens, der Biodistribution und der
Mikrohdmodynamik des verwendeten Antikdrpers in vivo voraus. Diese sind trotz zunehmender
préklinischer und klinischer Studien fiir den Antikorper L19 noch nicht ausreichend geklirt.
Dariiber hinaus erlauben diese Antikorper einerseits die direkte Visualisierung der
Tumorangiogenese und konnten somit neue diagnostische Implikationen fiir hochangiogene
Tumore wie z.B. das Glioblastoma multiforme mit sich bringen. Andererseits kénnen im
Rahmen des vaskuldren Targetings neue Therapieansdtze fiir die Behandlung des GBM
entwickelt werden.

Somit war es das Ziel in unserer Studie zu untersuchen,

(i) wie spezifisch das Bindungsverhalten des .19 Antikorpers an Tumorgefifien in

vivo ist.
(ii) wie das Bindungsverhalten und die Dynamik dieses Prozesses zu charakterisieren

sind.



(iii)  welchen Einfluss die Mikrohimodynamik auf das Bindungsverhalten besitzt.
(iv)  wie sich die Biodistribution und das Bindungsverhalten unter der antiangiogenen

Therapie indern.

2 Material und Methoden

Fiir alle Experimente wurden die Grundsidtze der Charité-Universititsmedizin Berlin zur
Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis und die einschldgigen Tierschutzbestimmungen zur

Kenntnis genommen und bertiicksichtigt.

2.1 Tumorzelllinien

SF126 Gliomzellen (JCRB Cell Bank, Osaka, Japan) wurden in DMEM mit 4,5g/L. Glucose
erginzend mit 10%-igem fetalem Rinderserum bei 37°C in mit 5% CO; befeuchteten Inkubatoren
nach Standardprotokollen kultiviert. C6 Ratte-Gliomzellen (ATCC, Wesel, Deutschland) wurden
nach dem Auftauen in HAM’s F-10 Kulturmedium bei 37°C in mit 5% CO; befeuchteten
Inkubatoren nach  Standardprotokollen  kultiviert. Die Zellzdhlung erfolgte nach
Standardlaborprotokollen mittels Neubauerkammer. Fiir die Riickenhautkammerexperimente

(s.u.) wurden 5x10° C6 Ratte-Gliomzellen oder 3x10° SF126 Gliomzellen implantiert.

2.2 Vascular accessory cells

In unserer Studie verwendeten wir Tie-2" c-Kit", Sca-1" und Flk-1""¢d"¢ VACs, deren Isolation
und Aufarbeitung bereits beschrieben wurde®>. Diese Zellen wurden uns von unserem
Kooperationspartner Antonis K. Hatzopoulos (Vanderbilt Universitdt, Tennessee, USA)
freundlicherweise  zur  Verfiigung  gestellt.  6x10° Dil  (1,1’-dioctadecyl-3,3,3",3'-
tetramethylindocarbocyanine perchlorate) markierte VACs wurden pro Tier intraarteriell

injiziert.

2.3 Sunitinib- und Temozolomidtherapie

Als antiangiogene Therapie wurde der Multikinaseninhibitor Sunitinib (SU11248, Max-Planck-
Institut fiir Biochemie, Martinsried, Deutschland) verwendet, dessen Effekte auf die
Mikrohdmodynamik von unserer Arbeitsgruppe bereits detailliert beschrieben wurden®!. Wir
applizierten 40mg/kg Korpergewicht (KG) Sunitinib pro Tag pro Tier intraperitoneal fiinf bis

sechs Tage lang, flinf beziehungsweise sieben Tage nach der Zellimplantation.



Als Zytostatikum wurde Temozolomid (Firma Tocris, Wiesbaden, Deutschland) eingesetzt. Fiir
die Kombinationstherapiestudie wurden die Méuse zufillig in vier Therapiegruppen eingeteilt
und fiinf Tage nach der Tumorzellimplantation (Riickenhautkammermodell) fiir sechs Tage mit
intraperitonealen Injektionen wie folgt therapiert: Gruppe 1= Kontrolle (Therapie mit 0,5ml
0,9%-iger Natriumchlorid-Losung (NaCl)), Gruppe 2= SU (40mg/kg KG), Gruppe 3= TMZ
(200mg/kg KG), Gruppe 4= SU (40mg/kg KG) und TMZ (200mg/kg KG).

2.4 Antikorper L19-Smallimmunoprotein

Der Antikorper L19-Smallimmunoprotein (SIP) wurde uns bereits mit einem Cyanin (Cy) 3-
Fluoreszenzmarker markiert von unserem Kooperationspartner Dario Neri (Eidgendssische
Technische Hochschule, Ziirich, Schweiz), Entwickler dieser Antikorper, freundlicherweise
tibermittelt. Fiir die Details zur Entwicklung dieses Antikorpers verweisen wir auf die

Literatur®-=!. 100pg L19-SIP wurden jeweils in die Vena jugularis interna injiziert.

2.5 Immunhistochemie

Wir fithrten die bereits etablierte immunohistochemische ,,cluster of differentiation,, (CD31)
Féarbung (BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland) mit einem griinen Fluoreszenz-gekoppelten
Sekundirantikérper (Diavona, Hamburg, Deutschland) zur Endothelzelldarstellung durch. Da
der L19 Antikoérper und VACs bereits ex vivo mit Fluoreszenzmarkern (rot) gekoppelt
verabreicht wurden, war eine spezielle Farbung zur Darstellung der Antikorper oder VACs nicht
notwendig. Das ,antifading mounting® Medium DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol; Dianova,
Hamburg, Deutschland) wurde zur Férbung der Tumorzellen durch DNA-Féarbung verwendet.
DAPI erzeugt blaue Fluoreszenz. Photomikrographische Analysen wurden mittels ,,Axiovision

software* (Zeiss, Jena, Deutschland) durchgefiihrt.

2.6 Tiermodell

Die Versuche wurden an erwachsenen Nacktmdusen (NMRI nu/nu, 28-35g, minnlich oder
weiblich,  Firma  Charles  River,  Sulzfeld,  Deutschland)  durchgefiihrt.  Das
Riickenhautkammermodell ist ein fiir die Angiogeneseforschung bereits etabliertes in vivo
Tiermodell, welches sich insbesondere fiir Langzeitbeobachtungen der Tumorangiogenese
mittels Intravitalmikroskopie (IVM) eignet**?’. Das Riickenhautkammermodell fiir die Miuse
wurde bereits 1943 von Algire et al. beschrieben, welches 1993 erstmalig in

immuninkompetenten Nacktmiusen etabliert wurde*®-%.



2.7 Intravitalfluoreszenzmikroskopie

Die Intravital-Fluoreszenzvideomikroskopie ~wurde mittels Epi-Illumination mit einem
modifizierten Axiotech Vario Mikroskop (Attoarch, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) unter
Verwendung von 10xLangstrecken- und 20xWasserimmersionsobjektiven durchgefiihrt (Zeiss,
Jena, Deutschland). Die Offline Auswertung wurde mit Hilfe eines computerunterstiitzten
Auswertungssystems (CAPIMAGE, Zeintl Software Engineering, Heidelberg, Deutschland)
durchgefiihrt. Die intravitalmikroskopische Darstellung der Tumorgefie wurde durch
Kontrastverstirkung mit 2%-igem fluoreszierendem Isothiocyanat (FITC) konjugiertem Dextran
(0,1 ml intravenos, Molekulargewicht 150.000 Dalton, Sigma) unter Verwendung von Blaulicht-
Epi-lllumination erreicht. Zeitgleiche in vivo Applikation des Cy3-markierten L19-SIP
Antikorpers oder markierter VACs unter Einsatz der Griinlicht-Epi-Illumination ermdglichten
die sequenzielle Analyse der mikrovaskuldren Biodistribution. Die mikrohdmodynamischen
Parameter ,totale GefdB3dichte (TVD)®, ,.funktionelle Gefiadichte (FVD)*“, ,Perfusionsindex
(PD*, ,,GefdBdurchmesser (D)“, ,Blutfluss (Q)“, die ,,Permeabilitit (P)*“, ,,Wandscherrate
(WSR)*“ und ,,Wandschubspannung (WSS)“ wurden, wie in der Literatur beschrieben,

berechnet®.

2.8 Statistische Analyse

Die quantitativen Daten sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Fiir die
statistische Analyse der Daten wurden folgende Tests verwendet: Student t-Test sowie
einfaktorielle ANOVA gefolgt von der Bonferroni Korrektur. Statistische Ergebnisse mit p<0.05

wurden als signifikant definiert.
2.9 Versuchsabliufe

2.9.1 Effekte der antiangiogenen Therapie auf die Rekrutierung von VACs

In dieser Studie wurden C6 Gliomzellen in die Riickenhautkammer (n=6 pro Gruppe)
implantiert. Die Tiere in der Therapiegruppe (n=6) erhielten fiinf Tage nach der
Tumorzellimplantation fiinf Tage lang Sunitinib intraperitoneal, wiahrend die Kontrolltiere (n=6)
0,9%-ige NaCl-Losung als Placebotherapie erhielten. Am Ende der Therapie erfolgte eine IVM
Diagnostik sowie 48 Stunden nach intraarterieller Injektion der VACs. Die Tumore wurden am
Ende explantiert und einer immunhistochemischen Analyse zur Verifizierung der

intravitalmikroskopischen Daten unterzogen.



2.9.2 Mikrovaskulire Analyse der Kombinationstherapie

In dieser Studie wurden SF126 Gliomzellen in die Riickenhautkammer (n=5 pro Gruppe)
implantiert. Die im Abschnitt 2.3 geschilderten Therapien wurden fiinf Tage nach der
Tumorzellimplantation sechs Tage lang durchgefiihrt. IVM erfolgte an den Tagen 5, 7, 9 und 11
nach der Tumorzellimplantation. Die Tumore wurden am Ende explantiert und einer

immunhistochemischen Analyse unterzogen.

2.9.3 Biodistribution des L19 Antikorpers wihrend der Angiogenese und antiangiogener
Therapie

In dieser Studie wurden SF126 Gliomzellen in die Riickenhautkammer (n=4) implantiert und
nach sechs Tagen Wachstumszeit mittels IVM analysiert. Die IVM erfolgte zum Zeitpunkt der
Antikorperinjektion (t=0) sowie zu den Zeitpunkten t=4h und t=24h nach Antikorperinjektion.
Als Kontrollen dienten Versuchstiere mit Riickenhautkammern (n=4), die das gleiche
Versuchsprotokoll ~ jedoch ohne Tumorzellimplantation ~ durchliefen. In den
Therapieexperimenten wurde die Sunitinibtherapie sieben Tage nach der Tumorzellimplantation
fiir sechs Tage durchgefiihrt (n=4). Die IVM wurde am zweiten Tag sowie am Ende der
Sunitinibtherapie =~ durchgefiihrt. ~ Als  Kontrollgruppe  dienten = Versuchstiere  mit
Tumorzellimplantation ohne antiangiogene Therapie (n=4). Die Tumore wurden nach Abschluss
der Experimente explantiert und einer immunhistochemischen Analyse zur Verifizierung der

intravitalmikroskopischen Daten unterzogen.

3 Ergebnisse

Alle Ergebnisse wurden in Form von Originalartikeln verdffentlicht?**!. Aus rechtlichen

Griinden wurde auf die Ubernahme der Abbildungen verzichtet.
3.1 Effekte der antiangiogenen Therapie auf die Rekrutierung von VACs *°

3.1.1 Antiangiogene Therapie

Wir beobachteten nach der antiangiogenen Therapie eine signifikante Verminderung der totalen
sowie funktionellen Gefdfdichte im Vergleich zur Kontrollgruppe (jeweils um 50% und um
35%), wobei der Perfusionsindex mit einem 29%-igen Anstieg in der Therapiegruppe signifikant
erhoht war. Die therapieresistenten GefaBBe waren durch einen 3-fach hoéheren Blutfluss

charakterisiert. Der Durchmesser der therapieresistenten Tumorgefile war 39% grofler im

10



Vergleich zu der Kontrollgruppe, wihrend die Permeabilitit, die Wandscherrate (WSR) und die

Wandschubspannung (WSS) nach antiangiogener Therapie unverandert blieben.

3.1.2 Mikrovaskulire Rekrutierung von VACs

Wir analysierten die mikrovaskulidre Rekrutierung von VACs wéhrend der intraarteriellen
Injektion, nach einer Stunde sowie 48 Stunden danach. Wiahrend der Injektionsphase blieb die
initiale Adhésion in beiden Gruppen gleich und verdnderte sich auch nicht nach Ablauf einer
Stunde. Ebenso beobachteten wir keinen signifikanten Unterschied in der ,,festen Adhésion. 48
Stunden nach der Injektion von VACs kam eine 45% reduzierte Akkumulierung der VACs in der
perivaskulidren Region der therapierten Tumore im Vergleich zu der Kontrollgruppe zur
Darstellung (53,7£8% vs. 24,0£17%; p<0,05, n=6 pro Gruppe, t-Test). Die reduzierte
Akkumulierung der VAC Clusters in der perivaskuliren Region der therapierten Tumore

konnten wir auch immunhistochemisch verifizieren.

3.2 Mikrovaskuliire Analyse der Kombinationstherapie *°

In den intravitalmikroskopischen Analysen der Kombinationstherapie zeigten sich die
niedrigsten Werte fiir die TVD in der Sunitinib- und Kombinationstherapiegruppe mit
Temozolomid und Sunitinib im Vergleich zur TMZ- und Kontrollgruppe. Zwischen der
Sunitinibtherapie und der Kombinationstherapie zeigte sich beziiglich der TVD-Reduktion keine
signifikante Differenz (Tabelle 1). Wéhrend alle Therapiegruppen eine signifikante Abnahme
der FVD im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigten, erwies die Kombination von TMZ/SU eine
weitere signifikante Reduktion von funktionellen Gefdflen verglichen mit TMZ-Monotherapie
(Tabelle 1). Die Analyse des Perfusionsindex ergab dhnlich zu den TVD Ergebnissen einen
signifikant hoéheren Perfusionsindex in allen Therapiegruppen verglichen mit der
Kontrollgruppe, =~ wiéhrend die Therapiemodalititen mit  Sunitinib (Mono- und
Kombinationstherapie) signifikant hohere Werte als eine ausschlieBliche TMZ-Therapie zeigten.
Die Blutflussrate hingegen war nur in der Sunitinib-Monotherapie und Kombinationstherapie
signifikant héher im Vergleich zur Kontrollgruppe, wihrend die TMZ-Monotherapie keinen
signifikanten Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte. Die Permeabilitit der
therapieresistenten Gefidlle zeigte sich in der Kombinationstherapiegruppe signifikant vermindert
im Vergleich zu den beiden Monotherapien und zur Kontrollgruppe (Tabelle 1). Die
GefaBpermeabilitit dnderte sich in den SU- und TMZ- therapierten Tumoren im Vergleich zur
Kontrollgruppe nicht signifikant.
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Tabelle 1: Zusammenfassung der mikrohdmodynamischen Effekte der Kombinationstherapie
(TMZ/SU) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Placebo) und zu den beiden Monotherapien (TMZ,
SU). (1: signifikant erhoht, |: signifikant erniedrigt, ~: keine signifikante Verdnderung; p < 0.05,
n = 6 pro Gruppe, einfaktorielle ANOVA gefolgt von der Bonferroni Korrektur)

Im Vgl. zum Placebo Im Vgl. zu TMZ Im Vgl zu SU
TVD l l =
FVD l l =
PI 1 1 ~
Q 1 1 <
p l l l

3.3 Biodistribution des L19 Antikiorpers *!

3.3.1 Biodistribution des .19 Antikorpers wihrend der Tumorangiogenese

Um die Dynamik des mikrovaskuldren Biodistributionsprozesses des L19-SIP Antikorpers zu
charakterisieren wurde eine repetitive intravitalmikroskopische Analyse zu den Zeitpunkten t=0Oh
(wéhrend LI19-SIP Injektion), t=4h und t=24h durchgefiihrt. Vier Stunden nach
Antikorperapplikation zeigte sich in der IVM eine deutliche mikrovaskuldre Anreichung des
Antikorpers  im  vaskuldren =~ Kompartiment der  Tumorgefile, = wobei  keine
Antikorperakkumulation an den Wirtsgefalen zu sehen war. Zudem beobachteten wir ebenso
bereits vier Stunden nach der Antikorperinjektion einen signifikanten, jedoch im Vergleich zur
vaskuldren Akkumulation nachrangigen Fluoreszenzanstieg im interstitiellen Kompartiment
durch die Extravasation des L19-SIP Antikorpers. Nach 24 Stunden kam es dann zu einer
leichten Abschwichung des Kontrastverhaltens zwischen dem vaskuldren und interstitiellen
Kompartiment in der Cy3-L19-SIP  Visualisierung. Somit entstand der beste
Akkumulationskontrast zwischen dem vaskuldren und dem interstitiellen Kompartiment 4
Stunden nach Injektion. Der Verlauf der interstitiellen Fluoreszenzintensitit zeigte sich im

Gegensatz zu dem vaskuldren Kompartiment nach 4 Stunden weitgehend konstant.

3.3.2 Allgemeine mikrohimodynamische Anderungen nach der Sunitinibtherapie

Wie bereits im Abschnitt 3.1.1 beschrieben fiihrte die antiangiogene Therapie zur signifikanten
Verminderung der totalen sowie der funktionellen GefédBdichte, wobei der Perfusionsindex in der

Therapiegruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht war. Des Weiteren lagen der
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Blutfluss und der Durchmesser der therapieresistenten TumorgefdBle signifikant héher im

Vergleich zur Kontrollgruppe.

3.3.3 Effekte der antiangiogenen Therapie auf das Bindungsverhalten des L19 Antikorpers

Unsere intravitalmikroskopischen Beobachtungen demonstrierten eine deutlich verstirkte
Fluoreszenzintensitdt an therapierresistenten Tumorgefilen vier Stunden nach der
Antikorperinjektion, welche bis zum Ende des Beobachtungszeitraums anhielt. Der
Akkumulationskontrast zwischen der vaskuldren und der interstitiellen Bindung des Antikorpers
blieb 24 Stunden nach Antikorperinjektion weiterhin stabil. Unsere Quantifizierungen zeigten
nach 24 Stunden eine Zunahme der Akkumulation des LI19-SIP Antikorpers an
therapieresistenten Gefdlen im Vergleich zur Kontrollgruppe um 29%. Ebenso war die
sekundére Extravasation unter antiangiogener Therapie um 22% nach 24 Stunden erh6ht. Unsere
histologischen Analysen bestétigten die Persistenz des Epitopes ED-B im vaskuldren und

interstitiellen Kompartiment nach einer antiangiogenen Therapie.

4 Diskussion

Das Ziel unserer Studien war es, die mikrovaskuldre Biodistribution der VACs und des
Antikorpers L19 sowie die mikrohdmodynamischen Effekte einer kombinierten TMZ/SU-
Therapie in vivo mit Hilfe des chronischen Riickenhautkammermodells und nachfolgender IVM
zu untersuchen.

Das Riickenhautkammermodell ist ein bestens etabliertes chronisches in vivo Modell, welches
sich fiir langfristige intravitalmikroskopische Analysen eignet*®. Der groBte Nachteil des
Riickenhautkammermodells ist die nicht orthotope Implantation der Tumorzellen mit
konsekutiven = Mikroumgebungsunterschieden im  Tumorwachstum. Das sogenannte
Schédelfenstermodell gilt als alternatives Tiermodell mit dem Vorteil orthotoper
Tumorzellimplantation im Gegensatz zum Riickenhautkammermodell*?. Zu kritisieren ist, dass
beim Schédelfenstermodell die Tumorzellimplantation auf den Kortex (extraaxial) und nicht
intraparenchymatds erfolgt¥. Zum anderen wurde eine vom Wirtsgewebe unabhingige
Morphologie der Gliomangiogenese gezeigt**. Das liegt daran, dass die Tumorzellen und nicht
das Wirtsgewebe die mikrovaskuliren Charakteristika bestimmen®. In Zusammenschau dieser
Studien sowie in Anbetracht der Komplexitit des Schédelfenstermodells im Vergleich zum
Riickenhautkammermodell hielten wir das Riickenhautkammermodell als ein geeignetes Modell

zur Untersuchung der Tumorangiogenese fiir unsere Fragestellungen.
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Als antiangiogene Therapie verwendeten wir den Multityrosinkinaseninhibitor Sunitinib mit
potenter antiangiogener und antiproliferativer ~Aktivitit*®, dessen Effekte auf die
Mikrohdmodynamik von unserer Arbeitsgruppe bereits charakterisiert wurden?!. TMZ ist die
effektivste Therapiemodalitit, insbesondere in den OS-methylguanin-DNA-Methyltransferase
(MGMT) Promotor methylierten Gliomen*’. Aus diesem Grund verwendeten wir in der

kombinierten Therapiestudie eine MGMT" Zelllinie.

4.1 Rekrutierung von VACs

Wie bereits in der Literatur beschrieben beobachteten auch wir in unserer Studie eine signifikant
verbesserte mikrovaskuldre Perfusion in den therapieresistenten Tumorgefden nach
Sunitinibtherapie. Dies beeinflusste allerdings nicht signifikant die initialen oder spiteren
Adhisionsprozesse der VACs*. Als eine potentielle Erklirung blieben zum einen die ,,WSR*
und ,,WSS* trotz der verinderten Mikrohimodynamik unverindert®, zum anderen sind die
bekannten Schliisselmolekiile der Adhédsion der VACs wie E-/P-/L- Selektine oder Integrin 32
keine nachgewiesenen Zielmolekiile von Sunitinib'®. Die Rezeptortyrosinkinase ,,c-KIT*, welche
bekannterweise die Myeloidzelladhdsion beeinflusst, wird zwar von Sunitinib blockiert, scheint
aber als nur ein Glied in der molekularen Kette nicht entscheidend zu sein*®. Ein signifikanter
Unterschied nach antiangiogener Therapie war die reduzierte Akkumulation der VACs in der
perivaskuliren Nische®’, wo die VACs bekannterweise auch durch parakrine Sekretion der
Angiogenese beitragen'®. Da die Permeabilitiit nach der Sunitinibtherapie unverindert blieb,
kann eine Alteration in der Permeabilitit nicht fiir ursichlich gehalten werden®’. Die Inhibition
des VEGF Signalweges durch Sunitinib kann diese Beobachtung erkldren, da VEGF Rezeptor-2,
VEGF und ,,placental growth factor (PIGF) bekannte Promotoren der Vaskulogenese sind®.
Zum anderen wurde gezeigt, dass die c-KIT Inhibition auch die Rekrutierung der VACs zu
neugeformten GefiBBen hemmt*®. Da Sunitinib auch mitunter ¢-KIT inhibiert, kann dies eine
mogliche Erklirung der reduzierten VACs in der perivaskuliren Nische sein'®. In unserer Studie
konnten wir zeigen, dass VACs keine Rolle in der Resistenzentwicklung gegeniiber der
Sunitinibtherapie spielen. Die reduzierte Rekrutierung der VACs somit die verringerte VACs
getriggerte Vaskulogenese kann eine zusitzliche antiangiogene Wirkung der Sunitinibtherapie

darstellen.

4.2 Kombinierte Therapiemafinahmen

In unserer Studie zeigten wir intravitalmikroskopisch, dass die TMZ/SU Kombinationstherapie
zu stirkeren vaskuldren Resistenzmechanismen mit niedriger Permeabilitit und verbesserter

Perfusion fiihrt**. Zhou et al. demonstrierten in priklinischen Studien, dass eine
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Sunitinibtherapie die Tumordistribution von TMZ erh6ht*>*, Die groBe Frage der zeitlichen
Sequenzierung einer solchen Kombinationstherapie blieb hierbei offen. Das sogenannte
,Normalisationsfenster wurde als die richtige Zeit flir eine zusitzliche Chemotherapiegabe
postuliert’’. In unserem experimentellen Ansatz beobachteten wir keinen zusitzlichen
antitumordsen Effekt der sequentiellen Applikation beider Substanzen*. Wir zeigten einen
synergistischen antitumordsen Effekt der Kombinationstherapien jedoch nur unter der
Bedingung, dass die beiden Therapien gleichzeitig durchgefiihrt worden waren*’. Die zugrunde
liegenden molekularen Wege bleiben zwar derzeit noch unerklart, aber ein Teil des Synergismus
kann durch die bekannte proapoptotische und antiangiogene Wirkung beider Therapien als
Monotherapie erklirt werden?!*%%3%  Allerdings fiihrte die kombinierte Therapie zu einer
erhdhten Toxizitit, welche die klinische Durchfiihrung einer solchen Kombination limitiert®. In
der Intravitalmikroskopie detektierten wir ca. 20% therapieresistente TumorgefdBle unter der
Kombinationstherapie®. In den resistenten TumorgefiBen war der Perfusionsindex signifikant
héher im Vergleich zur TMZ-Monotherapie bzw. zur Kontrollgruppe*’. Die therapieresistenten
Tumorgefile in der Kombinationstherapiegruppe zeigten eine héhere Blutflussrate als die TMZ-
und Kontrollgruppe*’. Diese Beobachtungen sind bereits als mikrohimodynamische Effekte der

t*!. Ein wesentlicher Unterschied der Kombinationstherapie zu allen

Sunitinibtherapie bekann
anderen Therapiegruppen inklusive der Sunitinib-Monotherapie war die signifikant reduzierte
Permeabilitit der therapieresistenten TumorgefiBe*’. Die Analysen unserer Arbeitsgruppe
ergaben eine signifikant hohere Wiederherstellung der Perizyten-Endothelzellen Interaktionen in

2140 Die bessere

der Kombinationstherapie im Vergleich zur Sunitinib-Monotherapie
Wiederherstellung der Perizyten-Endothelzellen Interaktionen konnen die beobachteten
vaskuldren = Resistenzmechanismen  unter  anderem  erkléren. Die  vaskulédren
Resistenzmechanismen miissen in der Planung kombinierter Therapiemafnahmen berticksichtigt

und angegangen werden, um einen suffizienten Therapieerfolg auf Dauer erzielen zu konnen.

4.3 Vaskuliires Targeting

Das spezifische Targeting von Tumorgefien mit Hilfe neoangiogener Marker ist eine
vielversprechende Methode um neuartige onkologische Therapie- und Diagnostikstrategien zu
entwickeln. In unserer Studie wurde demonstriert, dass die spezifische Bindung des L19-SIP
Antikorpers an Tumorgefaf3e zeitabhingig ist und dass zusétzlich eine subsequente Extravasation
in das Tumorinterstitium stattfindet*'. Dariiber hinaus demonstrierten wir die Abhiingigkeit des
mikrovaskuldren Bindungsprozesses von mikrohdmodynamischen Eigenschaften und zeigten

spezifische Bindungsstellen auf*!. Somit konnten wir wertvolle Erkenntnisse in Bezug auf die
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Biodistribution des L19-SIP Antikorpers liefern, welche fiir zukiinftige klinische Applikationen
im Hinblick auf therapeutische und diagnostische Interventionen von Bedeutung sein kdnnten.

Wir postulierten, dass das maximale Bindungspotential ca. vier Stunden nach intravendser
Applikation des Antikorpers erreicht wird*!. Unsere FErgebnisse stimmen mit anderen
Tumormodellen in der Literatur iiberein, welche eine maximale intratumorale Akkumulation von
L19-SIP 4 bis sechs Stunden nach intravendser Applikation zeigten®'3. Allerdings stellten wir
zusdtzlich einen dynamischen Extravasationsprozess parallel zum mikrovaskuldren
Targetingpotential des L19-SIP Antikdrpers dar*'. Dies kann unter anderem durch die
Permeabilitiit der TumorgefiBe erklirt werden®®. Dennoch miissen wir darauf hinweisen, dass
die Fluoreszenzintensitit im perivaskuldren Kompartiment konstant hoher als die
Fluoreszenzintensitdt im Interstitium war. Das kann vor allem durch die bekannte prominente
perivaskulidre und abluminale Bindung des Antikdrpers an den Tumorgefdlen begriindet

werden>»’

. Da es mehrere tumorspezifische Faktoren, wie beispielsweise die heterogene
Blutversorgung und den erhohten interstitiellen Druck gibt, welche den mikrovaskulidren
Transport von Makromolekiilen ins Tumorinterstitium beeinflussen konnen, repriasentiert der
gezielte Transport von L19-SIP zu Fibronektin in der subendothelialen extrazelluldren Matrix
ein brauchbares Hilfsmittel, um diese tumor-assoziierten Nachteile zu iiberwinden’®. Die beste
Kontrastierung zwischen den perivaskuldren und interstitiellen Kompartimenten wurde 4
Stunden nach der Antikdrperinjektion erreicht*!. Unsere Ergebnisse unterstiitzen die Ergebnisse
von Borsi et al. mit nur einer méfBigen Erniedrigung der Tumorakkumulation des Antikorpers
nach 24 Stunden?!. Dies weist auf eine hohe in vivo Stabilitéit des Antikdrpers hin.

Nach der antiangiogenen Sunitinibtherapie zeigte sich eine erhohte Bindung des Antikorpers an
die therapieresistenten Tumorgefde. Ein verbesserter Transport durch bessere
Mikrohdmodynamik nach antiangiogener Therapie konnte verantwortlich fiir diese Beobachtung
sein’!**, Eine mogliche molekulare Expressionsinderung durch die antiangiogene Therapie
bleibt offen als zusitzliche potentielle Erkldrung. In dieser Hinsicht ist es allerdings wichtig zu

betonen, dass der L19 Antikdrper sich auch nach einer antiangiogenen Therapie fiir

diagnostische und therapeutische Maflnahmen als geeignet zeigt.

Fazit

Unsere Arbeiten zeigen, dass VACs nicht an der Vermittlung vaskuldrer Resistenzmechanismen
beteiligt sind, sondern durch Sunitinib reduziert werden und somit ein therapeutisches Ziel
darstellen. Die Kombination einer antiangiogenen Therapie mit TMZ fiihrt zu leicht additiven

antitumoralen Effekten. Allerdings wird eine ausgeprigte vaskuldre Resistenz durch die
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Kombination induziert. Nicht zuletzt stellt der L19 Antikorper ein vielversprechendes Werkzeug
dar, um gezielt das vaskuldre System von GBM anzusteuern. Insbesondere fiir resistente
Tumorgefille wird eine erhohte Biodistribution des L19 Antikorpers beschrieben, so dass hier
eine potentielle ,,Rescue-Strategie zur Behandlung des therapieresistenten GBM bestehen

konnte.
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6 Abkiirzungsverzeichnis
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PDGF
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PIGF
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SIP
SU
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T™MZ
TVD
VAC
VEGF
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WSR
WSS

cluster of differentiation 31
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Cyanin

Durchmesser
4',6-Diamidin-2-phenylindol

1,1 '-dioctadecyl-3,3,3’,3'-tetramethylindocarbocyanine perchlorate
Dulbecco’s modified eagle medium
Extradomine B
fibroblast growth factor
fluoreszierendes Isothiocyanat
fetal liver kinase-1

funktionelle Gefafidichte
Glioblastoma multiforme
Intravitalmikroskopie
Korpergewicht
0°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase
Natriumchlorid
Permeabilitét

platelet-derived growth factor
Perfusionsindex

placental growth factor

Blutfluss

stem cells antigen-1

small immunoprotein

Sunitinib

tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains 2
Temozolomid

totale Gefalldichte

vascular accesory cells

vascular endothelial growth factor
World Health Organisation
Wandscherrate
Wandschubspannung
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