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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Priméar kutanes B-Zell-Lymphom (PCBCL)

Primar kutane B-Zell-Lymphome (PCBCL) stellen B-Zell-Neoplasien dar, die zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose einzig eine kutane Manifestation aufweisen (Willemze et
al., 2005; (Swerdlow et al. 2016)).

Im Vergleich mit den nodalen B-Zell-Lymphomen bestehen Unterschiede in der Klinik,
Prognose und Therapie (Geissinger 2007; (Willemze et al. 2019)).

PCBCL reprasentieren mit einer Inzidenz von 0,3/100.000 die zweithaufigste Gruppe
der kutanen Lymphome (Kempf et al., 2012). PCBCL, sind jedoch mit einem Anteil von
20-25% aller primar kutanen Lymphome wesentlich seltener als kutane T-Zell
Lymphome (CTCL) (Willemze et al., 2005). Bemerkenswert ist die steigende Inzidenz
der kutanen B-Zell-Lymphome (Korgavkar und Weinstock, 2014, Jenni et al., 2011,
Benest et al, 2013). Es konnte ein statistisch signifikanter Anstieg der
Neuerkrankungen Uber einen Zeitraum von 37 Jahren verzeichnet werden. Diese
Entwicklung ist nicht vollstandig geklart. Mdogliche Erklarungen konnten
Veranderungen bei der Einteilung oder Datenerhebung sein (Korgavkar und
Weinstock, 2014; Jenni et al., 2011).

1.2 Stufen der Klassifikation und Einteilung der Subtypen

Die Einteilung lymphatischer Neoplasien nach der Abstammung und dem Grad der
Differenzierung der Tumorzellen wurde bereits in den 1970er Jahren von Karl Lennert
an der Christian-Albrechts-Universitat in Kiel erarbeitet und in der Kiel-Klassifikation
festgelegt (Lennert et al.,, 1975). So orientierte sich auch die 1994 veroéffentlichte,
Uberarbeitete europaisch-amerikanische Klassifikation der lymphoiden Neoplasien
(engl.: Revised European-American Classification of Lymphoid Neoplasems (REAL))
an einer Einteilung nach klinischen Gesichtspunkten, histologischer Morphologie,
immunologischen Aspekten und Genetik (Harris et al., 1994). Dies fuhrte zu einer
Erweiterung der Kiel-Klassifikation. Aufbauend auf den vorherigen Klassifikationen
entstand 2005 die WHO/EORTC Kilassifikation, in der finf Typen der primér kutanen
B-Zell Lymphome aufgefiihrt werden (Tabelle 1). Die Klassifikation von
hamatopoetischen und lymphatischen Neoplasien der WHO wurde in regelmaldigen

Absténden, entsprechend neuesten Forschungsergebnissen, fortlaufend angepasst.
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Zuletzt wurde sie 2016 und 2018/2019 aktualisiert (Swerdlow et al. 2016; Willemze et
al. 2019)
2019 wurde die Klassifikation um das EBV positive, mukokutane Ulcus erweitert. Die

PCBCL koénnen in dieser Klassifikation in sechs Typen gruppiert werden (s.Tabelle 1).

Tabelle 1: Einteilung kutaner B-Zell-Lymphome innerhalb der unterschiedlichen
Klassifikationen (EORTC, WHO und WHO/EORTC)

* engl.: NOS not otherwise specified, nicht weiter spezifiziert

WHO-EORTC (2005) WHO (2016 und 2019)
primar kutanes Marginalzonen B- | extranodales Marginalzonen B-Zell-
Zell-Lymphom Lymphom (MALT Typ)
priméar kutanes Follikelzentrum priméar kutanes Follikelzentrum —
Lymphom Zell Lymphom
primar kutanes grol3zelliges B- diffuses kutanes grof3zelliges B-Zell-
Zell-Lymphom (vom Beintyp) Lymphom vom Beintyp
Primar kutanes diffuses diffuses grofRzelliges B-Zell-
grof3zelliges B-Zell-Lymphom Lymphom NOS*
(andere)
primar kutanes intravaskulares intravaskulares grof3zelliges B-Zell-
grof3zelliges B-Zell-Lymphom Lymphom

EBV* mukokutanes Ulcus

Die Einteilung der drei haufigsten PCBCL Entitaten erfolgt somit sowohl in der WHO-
EORTC Klassifikation von 2005 als auch in der aktuellen WHO Klassifikation von 2016
und im Rahmen der Aktualisierung 2018/2019 in die drei haufigsten PCBCL-Subtypen:
e primar kutanes follikulares B-Zell-Lymphom (PCFCL)
e primar kutanes Marginalzonen B-Zell-Lymphom (PCMZL)
e primar kutanes diffus grof3zelliges B-Zell-Lymphom vom Beintyp (PCLBCL, LT)
e Daneben gibt es noch einige selten auftretende grof3zellige PCBCL (Felcht et
al. 2019; Willemze et al. 2019).
Die Diagnose der Erkrankung definiert sich jeweils aus der individuellen Klinik, der
Histologie, immunhistochemischen Untersuchungen sowie den entsprechenden
molekularbiologischen Analysen (Felcht et al. 2017). Dabei ist wichtig, dass bei allen

Formen von primar kutanen Lymphomen zunachst ein nodales Lymphom mit sekundéar
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kutanen Infiltraten mittels Staginguntersuchungen (kérperliche Untersuchung,
Blutanalysen, Sonographie der Lymphknoten, computertomographische
Untersuchung von Hals bis Becken, Knochenmarkspunktion, Gastroskopie und ggf.
Magnetresonanzuntersuchung des Kopfes) ausgeschlossen wird (Kempf und Sander
2010).

Die Schwerpunkte dieser Arbeit sind die drei haufigsten PCBCL-Subtypen.
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1.2.1 Primér kutanes follikulares B-Zell-Lymphom

Die Atiologie des PCFCL ist weitgehend unbekannt (Geissinger et al., 2007).
Patienten, die an einem PCFCL erkranken, sind im Median 55 Jahre alt (Altersbereich
24-87 Jahre) (Jenni et al., 2011). Das PCFCL manifestiert sich hauptsachlich im Kopf-
Hals-Bereich und am Stamm (Willemze et al.,, 1997). Morphologisch imponieren
vereinzelt oder gruppiert stehende erythematdse Papeln und konfluierende Plaques
ohne epidermale Beteiligung (Felcht und Klemke, 2011; Kempf et al., 2012; (Nicolay
und Wobser 2016).

In der konventionellen Histologie sind zahlreiche follikulare, diffuse oder gemischt
follikular-diffuse Infiltrate sichtbar. Sie bestehen hauptsachlich aus Zentrozyten und
Zentroblasten, welche ein sehr inhomogenes polymorphes Erscheinungsbild
aufweisen. Das Vorkommen reicht bis in die Dermis und Subkutis, zur Epidermis hin
bildet sich jedoch haufig eine sogenannte Grenzzone, da die Epidermis regelhaft nicht
infiltriert wird (Burg et al., 2005). Alle PCBCL-Tumorzellen exprimieren die B-Zell
Marker CD20 (engl.: cluster of differentiation (CD)), CD79a und PAX 5, wahrend die
T-Zell Marker CD2, CD3, CD4, CD5 und CD8 in den immunhistologischen Farbungen
in den Tumorzellen nicht nachweisbar sind. Bcl-2, welches beim programmierten
Zelltod (Apoptose) eine Rolle spielt, wird meistens nicht exprimiert. Bei Bcl-2-
Expression der Tumorzellen sollten weitere Staginguntersuchungen mittels
Knochenmarkspunktion, Magenspiegelung und computertomographischer
Untersuchung von Hals und Becken groRzugig indiziert werden, um ein nodales
Lymphom auszuschlie3en (Nicolay und Wobser 2016).

PCFCL-Tumorzellen weisen daneben die Expression von Bcl-6 auf, das wie CD10 in
den Keimzentren von B-Zellen exprimiert wird (Kodama et al., 2005). Im Gegensatz
dazu lasst sich keine Expression des Transkriptionsfaktors FOX-P1 detektieren
(Espinet et al., 2011). Die Prognose ist mit einer Finfjahresiiberlebensrate von 95%
sehr gut (Willemze et al., 2005). Aus diesem Grund wird das PCFCL auch als
indolentes PCBCL bezeichnet.

1.2.2 Primér kutanes Marginalzonen B-Zell-Lymphom

Als mogliches Pathogen konnte in einzelnen Fallen eine Infektion mit Borrelia
burgdorferi-Bakterien nachgewiesen werden (Goodlad et al., 2000). Diskutiert werden
in Einzelféllen auch antigene Stimuli wie z.B. Tatowierungspigment (Sangueza et al.,

1992), rezidivierende Herpes simplex-Virus Typl-Infektionen (Herpes simplex in loco
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recurrens; Zendri et al., 2005) und Grippeschutzimpfungen (May et al., 2005). Eine
Studie konnte hingegen keine Assoziation zwischen PCMZL und Chlamydophila
psittaci Infektionen nachweisen (Ferreri et al., 2012).

Patienten mit einem PCMZL sind im Median 41 Jahre alt (Altersbereich 19-76 Jahre)
(Jenni et al., 2011). Betroffen sind hier insbesondere die obere Extremitat und der
Stamm. Das PCMZL manifestiert sich als erythemattse Plaques oder Papeln bis hin
zu lividen Knoten. Rezidive sind haufig, extrakutane Beteiligung und Ulzerationen
jedoch selten beschrieben (Willemze et al., 2005; Felcht und Klemke, 2011; (Nicolay
und Wobser 2016). Histologisch imponieren zahlreiche noduldre Infiltrate der
Keimzentren mit Tumorzellen. Die Keimzentren bestehen aus zahlreichen kleinen
Lymphozyten mit einem sehr homogenen Erscheinungsbild mit geringgradigen
Kernatypien. Die Infiltrate reichen bis in die Dermis, wobei die Epidermis nicht infiltriert
wird, und es auch hier haufig zur Ausbildung einer Grenzzone kommt (Burg et al.,
2005). Die Tumorzellen exprimieren CD20, CD79a und PAX 5, jedoch nicht CD2, CD3,
CD4, CD5 und CD8. Das anti-apoptotische Protein Bcl-2 wird im Gegensatz zu Bcl-6
exprimiert. Ob MUM-1 und FOX-P1 exprimiert werden, ist nicht gesichert. CD10
konnte nicht nachgewiesen werden.

Auch far das PCMZL ist mit einer Funfjahrestuberlebensrate von 90-100 % die
Prognose sehr gut (Willemze et al., 2005). Aus diesem Grund werden PCFCL und
PCMZL als indolente PCBCL zusammengefasst.

1.2.3 Primar kutanes diffus gro3zelliges B-Zell-Lymphom vom Beintyp (PCLBCL, LT)

Das PCLBCL, LT betrifft vornehmlich &ltere Patienten. Das mediane Erkrankungsalter
liegt bei 80 Jahren (Altersbereich 18-90 Jahre) (Jenni et al., 2011). Gehauft treten
PCLBCL, LT bei Frauen an den unteren Extremitaten als roter bis dunkelrot
wachsende Knoten auf, welche im fortgeschritten Stadium ulzerieren kénnen
(Willemze et al, 2005; Felcht und Klemke, 2011). In morphologischen
Gesichtspunkten, der Molekulargenetik und der klinischen Auspragung zeigt das
PCLBCL, LT Ahnlichkeiten zum nodalen B-Zell-Lymphom und weist beispielsweise
analoge, molekulare Aberrationen im p53-Signalweg auf (Senff et al., 2008; Koens et
al., 2014; (Willemze et al. 2019).

Das histologische Bild imponiert mit einem dichten, monomorphen Infiltrat in der
Dermis, das auch bis in die Subkutis reichen kann. Auch hier kann die Epidermis
ausgespart bleiben (Grenzzone). Aufféllig ist das insgesamt inhomogene Bild mit

mittelgrof3en und grofRen Lymphozyten mit Kernatypien und hoher Mitoseaktivitat,

8
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sowie der zerstdrten Hautanhangsgebilde (Burg et al., 2005). In den
immunbhistologischen Farbungen lassen sich auch beim PCLBCL, LT die Expression
der B-Zell Marker CD20, CD79a und PAX 5 und keine Expression der T-Zell Marker
CD2, CD3, CD4, CD5 und CD8 in den Tumorzellen nachweisen. In einem Fall ist es
einer Forschergruppe allerdings gelungen, CD5 zum ersten Mal dokumentiert im
PCLBCL, LT nachzuweisen, was insgesamt jedoch selten beschrieben wird
(Papoudou-Bai et al. 2019; Kempf et al. 2014). Der Transkriptionsfaktor FOX-P1 wird
in physiologisch aktivierten B-Zellen exprimiert (Hu et al., 2006; Dengler et al., 2008;
Espinet et al., 2011) und in PCLBCL, LT tberexprimiert (Shaffer et al., 2002), was mit
einer ungunstigen Prognose verbunden ist. Das Multiple Myelom-Antigen 1 (MUM1=
engl.: multiple myeloma antigen1) ist ein Transkriptionsfaktor, welcher die Reifung und
Differenzierung von B-Zellen in reife Plasmazellen reguliert. Eine hohe Expression von
MUM1 wird bei Erkrankungen der Plasmazellen wie dem Multiplen Myelom beobachtet
(Shaffer et al., 2009), ist aber auch beim PCLBCL, LT stark erhoht (Papoudou-Bai et
al. 2019) und kann als wichtiges diagnostisches Kriterium zur Unterscheidung
zwischen dem PCFCL genutzt werden (Kempf et al. 2014). Die fur das PCLBCL, LT
typische Erhéhung von MUM1 scheint aber nicht abhangig von genetischen
Rekombinationsprozessen oder Amplifikationen zu sein. Sogar eine zusatzliche Kopie
des Allels fuhrte zu keiner Erhohung der MUM1-positiven Zellen in der
immunbhistologischen Farbung (Pham-Ledard et al. 2010). Aus diesem Grund ergibt
sich die Wahrscheinlichkeit einer MUM1-Erhéhung aus epigenetischen
Regulationsmechanismen  oder  Deregulationsmechanismen  wahrend  der
Onkogenese (Pham-Ledard et al. 2010). Die Expression des anti-apoptotischen
Proteins Bcl-2 ist beim PCLBCL, LT detektierbar, wahrend CD10 nur schwach
exprimiert wird oder nicht nachweisbar ist (Willemze et al., 2005; (Felcht et al. 2019).
Die Funfjahresiuberlebensrate der Patienten wurde lange Zeit mit nur 50% angegeben,
neuere Daten zeigen jedoch eine Funfjahresuberlebensrate von 66%-70% (Felcht et
al., 2012b; Grange et al., 2014; (Felcht et al. 2019).
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Tabelle 2 stellt vergleichend die Expression der wichtigsten immunhistochemischen

Marker dar.

Tabelle 2: Immunhistochemische Marker in der Ubersicht

Entitat B-Zell T-Zell BCL-2 BCL-6 MUM-1 | FOX-P1 | CD10
Marker | Maker (IRF4)
CD20 CD2
CD79a | CD3
PAX CD4
CD5
CD8
PCFCL + - - + - - -/+
PCMZL + - 4 - 2 2 -
PCBCL, + - + schwach + + schwach
LT
+ +

Das klonale Rearrangement ist ein weiteres Kriterium bei der Diagnosestellung.
Typisch ist hierbei die Monoklonalitat der Immunglobuline in allen drei Entitaten (Felcht
et al., 2011).

1.3 Uberblick zur aktuellen Therapie

Die Therapie richtet sich generell nach der Einteilung der WHO/EORTC. Durch die
genaue Klassifikation ist man heute in der Lage, dem Patienten die bestmdgliche
Therapie zukommen zu lassen bei gleichzeitigem Schutz vor einer Ubertherapie,

insbesondere einer inadaquaten Chemotherapie (Geissinger et al., 2007).
1.3.1 Therapie der indolenten PCBCL

Das PCMZL und das PCFCL gehdren zu den indolenten B-Zell-Lymphomen und als
solche sollten sie primér nicht mit einer systemischen Chemotherapie behandelt
werden (Senff et al., 2008). Die Therapie der Wahl ist in frihen Stadien die vollstandige

lokale Exzision der Lasionen oder eine lokale Bestrahlung (Klemke, 2014). In Fallen

10
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mit nachgewiesener Borrelia burgdorferi-Infektion ist gegebenenfalls eine antibiotische
Behandlung mit Cephalosporinen oder Tetracyclinen anzuwenden (Senff et al., 2008).
Weitere Moglichkeiten sind die intralasionale Applikation von Interferon-a sowie die
intravenose Injektion von Rituximab, einem monoklonalen CD20-Antikérper. Als
Therapie der zweiten Wahl kommt eine Chemotherapie mit Bendamustin und
Rituximab oder in Kombination mit Doxorubicin, alternativ Gemcitabin mit Rituximab,
in Betracht (Stadler et al., 2013; Geissinger et al., 2007; Senff et al., 2008; Klemke,
2014; (Nicolay und Wobser 2016).

1.3.2 Therapie des PCLBCL, LT

Der aggressive Verlauf macht eine Polychemotherapie ggf. kombiniert mit Rituximab
notwendig. Allerdings ist die Standardtherapie mit CHOP (Cyclophosphamid, Hydroxy-
Doxorubicin, Vincristin, Prednison) gerade fur altere, multimorbide Patienten nicht
unproblematisch (Coiffier et al., 2002). Als haufige Nebenwirkungen sind mit 20%
schwerwiegende Infektionen und 8% toxische Schaden auf das Herz zu nennen.
Fieber mit Schuttelfrost, Ubelkeit und Erbrechen und Haarausfall, aber auch die
erheblich schadigende Wirkung auf die Leber, die Nieren, das Nervensystem sind
weitere bekannte Nebenwirkungen (Coiffier et al., 2002). In dem Fall, in dem eine
kombinierte Polychemotherapie aufgrund der schlechten Konstitution der &lteren
Patienten nicht in Frage kommt, sehen die EORTC Leitlinien als Zweitlinientherapie
eine Rituximabmonotherapie oder Bestrahlung vor (Valencak et al., 2009; Senff et al.,
2008). Eine Rituximabmonotherapie flhrt bei gro3zelligen B-Zell-Lymphomen haufig
schnell zu Rezidiven, weshalb eine kombinierte Polychemotherapie mit Rituximab
(Brandenburg et al., 2013) oder die Kombination Rituximab mit gleichzeitiger
Bestrahlung (Valencak et al., 2009) die beste Lésung bei multimorbiden Patienten zu
sein scheint. Letztendlich bleibt die Prognose des PCLBCL, LT mit einer
Funfjahrestberlebensrate mit 66-75% schlecht. AuRer dem chimaren monoklonalen
Antikorper Rituximab, der spezifisch den B-Zell Marker CD20 bindet und somit gezielt
auch in malignen B-Zellen die Apoptose induziert, fehlen bislang weitere spezifische
Therapien. Ein Grund dafir ist, dass die Pathophysiologie der PCLBCL, LT immer

noch weitestgehend unverstanden ist.
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1.4 Angiogenese

Im Jahre 2000 beschrieben Hanahan und Weinberg in ,The Hallmarks of Cancer”
sechs Veranderungen in der Zellphysiologie, die zusammen fir maligne Neoplasien

essentiell sind (Hanahan und Weinberg, 2000). Diese sind

e das Umgehen der Apoptose,

e die fortwahrende Neubildung von Gefal3en,

e das Potential zur unbegrenzten Replikation,

e der Einbruch in umliegende Gewebe bei gleichzeitiger Metastasierung sowie

e die Unabhéangigkeit von Wachstumsfaktoren als auch die Unempfindlichkeit

gegenuber Signalen, die das Wachstum aufhalten konnten.

In der erweiterten Version von 2011 ,Hallmarks of Cancer: The Next Generation* wird
die Neuprogrammierung des Energiestoffwechsels und die Umgehung des
Immunsystems als neue ,Hallmarks® (Kennzeichen) bei der Entstehung von
neoplastischen Veranderungen beschrieben. Abbildung 1 stellt die ,Hallmarks of
Cancer” bildlich dar (Hanahan und Weinberg, 2011).

Unabhangigkeit von

Wachstumsfaktoren
Unempfindlichkeit gegeniiber
Dysregulation im Zelluldren Signalen, die das Wachstum
Energiestoffwechsel stoppen

Umgehen der Apoptose Umgehen des Immunsystems

Instabilitdt & Mutationen im

unbegrenztes, replikatives
Genom 9 P

Potenzial

durch den Tumor induzierte
Inflammation

Angiogenese
Gewebeinvasion &
Metastasierung

Abbildung 1: Kennzeichen der Krebsentstehung modifiziert nach Hanahan und
Weinberg (engl.: Hallmarks of Cancer; Hanahan und Weinberg, 2011)
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Der Fokus des wissenschaftlichen Interesses lag lange Zeit auf der Analyse der
Tumorzellen selbst. In den letzten Jahren zeigte sich, dass in den einzelnen
Tumorarten neben der einzelnen Tumorzelle die Tumorumgebung deutlich variiert. Ein
wichtiger Schritt in der Tumorentwicklung stellt die Angiogenese, die Neubildung von
Gefal3en, dar.

Wahrend der physiologischen Embryogenese findet Angiogenese nach der
Vaskulogenese statt. Im Zebrafisch konnte noch eine weitere Art der Gefal3neubildung
beobachtet werden und betrifft die Entstehung der ersten Arterien und Venen in der
Embryonalentwicklung (Swift und Weinstein, 2009; (Herbert et al. 2009). Diese erfolgt
durch Aufspaltung aus einem gemeinsamen Vorlaufergefal3.

Vaskulogenese beschreibt die Entstehung der ersten BlutgefaRe und das sich
entwickelnde kardiovaskulare System. Es besteht aus mesodermalen Vorlauferzellen
oder Angioblasten. Aus diesen so genannten ,Blutinseln“ entwickelt sich das erste
primitive Gefal3netz. Dies ist beispielsweise bei der Entwicklung der dorsalen Aorta
beim Zebrafisch zu beobachten (Risau und Flamme, 1995; Swift und Weinstein, 2009;
Potente et al., 2011). Die darauf folgende Entstehung von Gefa3en aus diesem
Primarplexus wird als Angiogenese bezeichnet (Risau, 1997). Sprossende
Angiogenese beschreibt die Neubildung von Gefaflien durch Aussprossen aus dem
bereits existierenden Gefal3netz (Potente et al., 2011). Zu unterscheiden ist die nicht-
sprossende Angiogenese, welche durch Intussuszeption (Syn.: Invagination) aus dem
bestehenden Gefal3netz resultiert. Beide Formen kdnnen parallel stattfinden. Dies wird
beispielsweise wahrend der Entwicklung der embryonalen Lunge (Risau, 1997)
beobachtet. Unter physiologischen Bedingungen findet Angiogenese im adulten
Organismus nur begrenzt statt, wie z.B. wahrend des Ovarialzyklus, der Entwicklung
der Plazenta (Folkman, 2007) und wahrend des Haarwachstums (Mecklenburg et al.,
2000). Als sich selbstlimitierender und zeitlich begrenzter Prozess spielt sie bei der
Wundheilung eine Rolle. Wéahrend somit die Angiogenese unter physiologischen
Bedingungen nur bei einzelnen Vorgangen stattfindet, ist Angiogenese bei zahlreichen
pathologischen Vorgangen, wie in der Entstehung der Psoriasis vulgaris und der
diabetische Retinopathie, essentiell (Folkman, 2007). Dies trifft auch fur die
Kanzerogenese zu.

Schon 1971 stellte Judah Folkman (1933-2008) die Hypothese auf, dass die
Versorgung im Tumor mit Nahrstoffen und Sauerstoff und der Abtransport von
Stoffwechselprodukten mit der Entfernung zur versorgenden Kapillare essentiell ist
(Folkman, 1971). Letztendlich ist in den meisten Tumorarten kein Wachstum tber
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weniger als ein Millimeter moglich, wenn die Strecke zur nachsten versorgenden
Kapillare groRer als 100-150 um ist. Hierfur sind biophysikalische Eigenschaften von
Sauerstoff verantwortlich, die eine Diffusion tiber 150 um in menschlichem Gewebe
nicht erlauben (Schumacker und Samsel, 1989).

Das normale Gefal3netz unterliegt der strengen Einteilung in Venen, Arterien und
Kapillaren. Im Vergleich dazu wirkt das Gefafnetz im Tumor chaotisch und
desorganisiert mit zahlreichen blind endenden GefalRen. Eine Differenzierung
zwischen Arterien, Venen und Kapillaren ist nicht mehr méglich (Adams und Alitalo,
2007). In Abbildung 2 wird das physiologische Gefal3netz dem aberranten Gefal3netz
im Tumor gegenubergestellt.

A) Physiologisch B) Maligner Tumor

Vene Arterie

N

Kapillare desorganisiertes
Gefalinetz

C) ,vaskulare Normalisierung®

Abbildung 2: Einteilung des Geféalinetzes in Arterien, Venen, Kapillaren, A)
physiologisches Gefal3netz, B) desorganisiertes Gefalinetz im Tumor modifiziert nach
Mc Donald (McDonald und Choyke 2003). C) GefalBnetz nach ,vaskularer
Normalisierung® durch eine anti-angiogene Therapie, modifiziert nach Jain, 2005
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1.4.1 Wichtige Faktoren und Prinzipien wahrend der Angiogenese

Bereits im 19. Jahrhundert machten deutsche Wissenschaftler um Rudolph Virchow
(1821-1902) die Entdeckung, dass einige Tumore stark vaskularisiert sind. Seit dieser
Zeit und bis heute tritt die Angiogenese in den Fokus des weltweiten
wissenschaftlichen Interesses in der Krebsforschung und der Tumortherapie. Die
Suche nach Wachstumsfaktoren, welche Angiogenese induzieren kdnnen, fiihrte 1989
zur Entdeckung von VEGF (engl.: vascular endothelial growth factor) durch den
italienischen Gynakologen Napoleone Ferrara (Ferrara, 2002). VEGF gehort zu einer
Familie vaskulotoper Wachstumsfaktoren. Fast alle Zellen exprimieren mehr VEGF als
die Endothelzellen der GefalRe (Claffey et al., 1992; Bunn und Poyton, 1996), sodass
VEGF-induzierte Effekte weitgehend parakrin tGber die VEGF-Rezeptoren in den
Endothelzellen der Gefal3wande vermittelt werden (Bunn and Poyton, 1996; Koch et
al., 2011). Der Zeitraum von der Entdeckung von VEGF bis zur Entwicklung der ersten
antiangiogenen Therapie 2004 erstreckte sich tber 14 Jahre. Es hat sich gezeigt, dass
z.B. Patienten mit einem kolorektalen Karzinom, die eine Chemotherapie erhalten, von
einer additiven Therapie mit dem VEGF-Antagonisten Bevacizumab profitieren
(Ferrara und Kerbel, 2005; Ellis and Hicklin, 2008). Bevacizumab stellt einen
humanisierten, monoklonalen Antikorper dar, der VEGF bindet und neutralisiert.
Weitere zugelassene, antiangiogene Medikamente zur Kombinationstherapie sind
auch Sorafenib und Sunitinib. Als Multikinaserezeptor-Antagonisten hemmen sie unter
anderem die Phosphorylierung der VEGF-Rezeptoren (Ellis and Hicklin, 2008).
Grundgedanke dieser antiangiogenen Therapie war es, den wachsenden Tumor von
der Zufuhr von Nahrstoffen und Sauerstoff abzuschneiden und so eine
Tumorregression zu induzieren. Die ersten Behandlungsergebnisse mit einer anti-
VEGF-Monotherapie waren allerdings wenig erfolgreich (Ferrara und Kerbel, 2005;
Ellis and Hicklin, 2008). Eine Kombination der tblichen Chemotherapien oder einer
Radiotherapie mit einem VEGF-Antagonisten konnte hingegen das Ansprechen auf
die Therapie deutlich steigern. Wie lasst sich also erklaren, dass eine Therapie mit
Bevacizumab den Tumor nicht ,aushungert, wahrend Bevacizumab in Kombination
die Effektivitdt einiger Zytostatika steigert. Eine mdgliche Antwort kdnnte die von
Rakesh Jain aufgestellte Hypothese der ,vaskularen Normalisierung® sein (Jain, 2005).
Das in der Phase des Tumorwachstums zunehmend chaotischer und in der normalen
Funktion gestorte Gefal3netz wird unter dem Einfluss der antiangiogenen Therapie

ausgedunnt, sowie ,normalisiert®, und erscheint weniger chaotisch und desorganisiert
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(Jain, 2005; Kerbel, 2008) (siehe Abbildung 2). Gleichzeitig wird so das Gleichgewicht
zwischen pro-und anti-angiogenen Faktoren annahernd wieder hergestellt. Durch die
,vaskulare Normalisierung“ wird eine Verbesserung der Durchblutung des Tumors
erreicht. In der Konsequenz ergeben sich daraus eine bessere Verteilung einer
systemischen Chemotherapie im Tumor sowie die Reduktion der Hypoxie.
Vermeidung von Hypoxie ist essentiell fur eine effektive Radiotherapie und bedeutet
einen fehlenden Triggerfaktor fur die Gefal3neubildung (Jain, 2005; Goel et al., 2012).
Das Ang-2 und Tie2, sowie die Normalisierung des Gefal3netzes eine wichtige Rolle
spielen koénnten, zeigte eine Forschergruppe um Jin-Sung Park 2018 (Park et al.
2016). Durch eine Normalisierung des Gefal3netzes ist die kontinuierliche
Erreichbarkeit der Chemotherapeutika an den Zielort gewahrleistet. Ein weiterer
Hinweis auf die therapeutischen Mdglichkeiten, die Ang-2 bieten kdnnte, zeigte auch
eine Forschungsgruppe um Hellmut G. Augustin. Sie konnten nachweisen, dass durch
die Inhibition von Ang-2 das Metstasenwachstum reduziert werden kann (Srivastava
et al. 2014). Dieses Ergebnis kdonnte eine Ergdnzung und eine Verbesserung einer
adjuvanten Tumortherapie sein (Srivastava et al. 2014).

Neben Angiogenese und der Vaskulogenese besitzen Tumore weitere Methoden der
Gefallneubildung (Felcht und Thomas 2015): Endothelzellen werden von Tumorzellen
verdrangt und ersetzt. Die Tumorzellen verhalten sich fortan wie Endothelzellen. Dies
wird als vaskulares Mimikry bezeichnet und konnte insbesondere im malignen
Melanom nachgewiesen werden (Maniotis et al., 1999). Der funktionelle Wert fur die
arterielle Versorgung des Tumors wird jedoch kontrovers diskutiert. Eine weitere
Moglichkeit ist die Intussuszeption, bei der sich ein Gefald durch die Bildung einer
Gewebebricke in zwei Tochtergefalle aufteilt. Weiterhin kdnnten genetische
Veranderungen in sogenannten Krebsstammzellen dazu fuhren, dass sich diese als
reife Endothelzellen differenzieren kdnnen. Daneben versuchen Tumorzellen sich in
der Nahe von bereits bestehenden Gefallen anzusiedeln, um so von dem
bestehenden Gefal3netz profitieren zu kénnen (engl.: vessel cooption) (Weis und
Cheresh, 2011; Welti et al., 2013).

Am meisten ist Uber die sprossende Angiogenese bekannt, da diese sich besonders
gut im Retina-Mausmodel untersuchen lasst (Pitulescu et al., 2010; Sawamiphak et
al., 2010a). Beispielsweise ist es durch ex vivo Kultivierung von murinen Retinae
moglich, das sich entwickelnde Gefal3netz in Einzelzellanalyse zu untersuchen
(Sawamiphak et al., 2010a). Mit dieser Methode war es auch méglich, nachzuweisen,

dass die erste aussprossende Endothelzelle eines Gefal3netzes sich von den
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Folgezellen in morphologischen und funktionellen Kriterien unterscheidet und sich
durch spezifische Markeranalysen differenzieren lasst. Diese Zelle wird Tip-Zelle
bezeichnet (Phng und Gerhardt, 2009).

1.4.2 Das Tip-Stalk-Phalanx-Zellmodell

Das Tip-Stalk-Phalanx-Zellmodell beschreibt die Entstehung von neuen Gefal3en aus
dem existierenden Gefal3netz. Es stellt den Ablauf unter physiologischen Bedingungen
dar und man postuliert, dass es sich auf die Entstehung von Gefallen im Tumor
Ubertragen lasst. Ein definitiver Beweis hierflr steht jedoch bislang noch aus.

Die erste invadierende Endothelzelle wird als Sprosszelle (Tip-Zelle, engl.: tip cell)
bezeichnet (Abbildung 3). Diese Zelle bildet kein Lumen und proliferiert selten. Sie ist
einseitig polarisiert mit zahlreichen Filopodien, wodurch sie hoch beweglich ist und
migrieren kann (Phng und Gerhardt, 2009).

i Phalanx- Stalk- Tip-Zelle

Zelle Zelle
] ] 1

[ EC

[] Perizyt

Abbildung 3: Das Tip-Stalk-Phalanx-Zellmodell, Abbildung einer entstehenden
Gefal3sprosse nach dem Tip-Stalk-Phalanx-Zellmodell mit Unterteilung in die jeweils

beteiligten Zelltypen und Interaktion der verschiedenen pro-angiogenen Faktoren.
(Zeichnung modifiziert nach Phng und Gerhardt, 2009).
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Die Sprosszelle exprimiert den VEGF-Rezeptor, DIl4 und sezerniert PDGFB (engl.:
pericyte-derived-growth factor beta). Die nachfolgende Stielzelle (engl.: stalk cell)
formt bereits ein Lumen hinter der Sprosszelle. Der Stielzelle folgt eine Zelle, welche
ebenfalls bereits ein Lumen formt und proliferiert. Diese Zelle wird als Phalanxzelle
bezeichnet. Extraluminal sind die Phalanxzellen von Perizyten umgeben. Abbildung 3
zeigt das Tip-Stalk-Phalanx-Zellmodell schematisch.

Einen der starksten angiogenen Reize stellt Hypoxie dar (Semenza, 2010).
Hypoxische Zellen beginnen HIF-vermittelt (Hypoxie-induzierter Faktor) die
Transkription von VEGF hochzuregulieren und in der Konsequenz mehr VEGF zu
sezernieren. VEGF wird von den meisten Tumorzellen starker exprimiert als von
Endothelzellen. Der VEGF-Rezeptor ist insbesondere auf Endothelzellen lokalisiert.
Der Mechanismus ist damit primar parakrin. Gesteigerte Mengen an HIF lassen sich
in vielen Krebsarten beobachten (Pugh and Ratcliffe, 2003). Aus diesem Grund kdnnte
sich auch das HIF-System als Angriffspunkt flir eine anti-angiogene Therapie in der
richtigen Kombination mit beispielsweise einer systemischen Chemotherapie fir den
entsprechenden Patienten eignen (Semenza, 2010). Gleichzeitig fihrt Hypoxie zu
einer Hochregulation des VEGF-Rezeptors in der Tip-Zelle (Bunn and Poyton, 1996).
Konnten alle Zellen gleichzeitig aussprossen, so wirde dies zum Zerfall des
betroffenen GefalRes fihren und damit zur Minderperfusion des betroffenen
Gewebeabschnittes (Adams und Alitalo 2007). Um dies zu verhindern, wird eine
gewisse Hierarchie innerhalb der Endothelzellen sichergestellt. Dies wird

insbesondere Uber das Delta 114-Notch-System gewahrleistet (Abbildung 4)
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A) B)
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Abbildung 4: Modell des Delta Notch Systems, A) Zellgrenze zwischen der Stalk-
und der Tip-Zelle. B) Die Stalk-Zelle exprimiert Notch 1, die Tip-Zelle DIll4. C)
Proteolytische Spaltung von Notch 1 nach Bindung von DIl4 der Tip-Zelle. D) Der
abgespaltene Teil von Notch 1 transloziert in den Zellkern und aktiviert dort die
Zielgene von Notch 1 (Zeichnung modifiziert nach Phng und Gerhardt, 2009).

Wahrend die Tip-Zelle DII4 exprimiert, exprimiert die Stalk-Zelle Notch 1. Nach der
Bindung von DII4 der Tip-Zelle an Notch in der Stalk Zelle wird Notch proteolytisch
gespalten (Andersson and Lendahl, 2014). Der intrazellulare Anteil transloziert in den
Zellkern, und es werden Zielgene von Notch aktiviert, wie z.B. Hes
(engl.:Hairy/enhancer of split) und Hey (engl.: Hes-related protein) sowie Nrarp (engl.:
Notch-regulated ankyrin repeatprotein) (Phng und Gerhardt, 2009)

Die Zellen konkurrieren darum, eine Tip-Zelle zu werden. Hat eine Zelle den Tip-Zell-
Phanotyp erreicht, inhibiert sie durch das Delta Notch-System die nachfolgende Stalk-
Zelle (Prinzip der lateralen Inhibition) (Phng und Gerhardt, 2009). Die Tip-Zelle
sezerniert den Wachstumsfaktor PDGFB (engl.: pericyte-derived growth factor B) aus
den Filopodien. Dieser stammt aus einer Familie von Wachstumsfaktoren (PDGF-A,
PDGFF-B, PDGF-C, PDGF-D), die eine entscheidende Rolle wahrend der Entwicklung
einnehmen (Andrae et al., 2008). PDGFB bindet an den PDGFB-Rezeptor, der von
den Perizyten, welche die Endothelzellen der Kapillaren umhtillen, exprimiert wird. Die
Bindung von PDGFB mit seinem Rezeptor sorgt fir die nétige Stabilisierung und

GefalRausreifung (Maturation) des entstehenden Gefal3netzes (Augustin et al., 2009).
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1.4.3 Angiopoietin-2

Wahrend der Angiogenese stellt das DlIl4-Notch 1-System eines der
hauptverantwortlichen Systeme fir die Regulation des Tip-Stalk-Phalanx-Zellmodells
dar. Das DIl4-Notch 1-System wird jedoch auf der anderen Seite durch
unterschiedliche angiogene Faktoren beeinflusst. So ist zum Beispiel bekannt, dass
Ephrin-B2 Gber Notch 1 die Entstehung von Tip Zellen induziert (Sawamiphak et al.,
2010a). Daneben konnte kurzlich gezeigt werden, dass das Protein Angiopoietin-2 fur
die sprossende Angiogenese entscheidend ist (Felcht et al., 2012b; Gao et al., 2013).
Dieses wahrend der Angiogenese essentielle Liganden-Rezeptor-System beeinflusst
Notch 1-vermittelt den Tip-Zell induzierten Phéanotyp (Gao et al., 2013). Gleichzeitig
konnte demonstriert werden, dass eine Ang-2-Inhibition mit einem Antikdrper sowohl
die Tip-Zellen als auch die Stalk-/Phalanxzellen reduziert (Felcht et al., 2012b).

Das Ang-/Tie2-System besteht aus den vier Liganden Angiopoietin 1-4 (Ang-1-4) und
den Rezeptoren Tiel und Tie2 (Augustin et al., 2009). Genetische Experimente im
Mausmodell zeigen eine agonistische/antagonistische Wirkung von Ang-1 und Ang-2
(Maisonpierre et al., 1997). Von entscheidender Bedeutung bei der Untersuchung
dieser unterschiedlicher Wirkungsweisen war die Ziuchtung der ersten Ang-2-
defizienten-Maus, die erstmals 2002 beschrieben wurde (Gale et al., 2002). Wahrend
Ang-1 von muralen Zellen sezerniert wird (z.B. von Perizyten) und somit parakrin wirkt,
wird Ang-2 fast ausschlie3lich von Endothelzellen selbst sezerniert und wirkt somit
autokrin (Augustin et al., 2009). Ang-2 wird intrazellular in Weibel-Paladekdrperchen
gespeichert (Fiedler und Augustin, 2006) und unter dem Einfluss von
unterschiedlichen Stimuli, wie beispielsweise Scherkraften (Goettsch et al., 2008) und
UV-Licht (Navid et al., 2012) sezerniert. Erhéhte Ang-2-Spiegel finden sich auch bei
subkonfluenten Zellen, bei denen die Hochregulation von Ang-2 auf mRNA-Ebene
nachgewiesen werden konnte (Felcht et al. 2012b). In selten Fallen wird Ang-2-
Expression in Tumorzellen selbst beschrieben (Nasarre et al., 2009; Maffei et al., 2010;
Terpos et al., 2012). Neben malignen Melanomzellen (Nasarre et al., 2009) wurde eine
Ang-2-Expression fur chronisch lymphatische Leukamiezellen (Maffei et al., 2010) und

Zellen beim multiplen Myelom (Terpos et al., 2012) beschrieben.
Ang-1 und Ang-2 binden beide den Rezeptor Tie2, der hauptsachlich von
Endothelzellen exprimiert wird. Die Experimente im Mausmodel lassen vermuten, dass

Ang-1 funktionell gefal3stabilisierend ist. Eine Ang-1-Defizienz fiihrt zu einem Stillstand
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in der Entwicklung und schlie3lich zum Untergang des Mausembryos. Ang-1 ist in
hohen Mengen im sich entwickelnden Herzen nachzuweisen, und ein Fehlen von Ang-
1 fahrt zu einer gestorten Entwicklung von Endo- und Myokard (Suri et al., 1996).
Versuche in der Mausretina konnten zeigen, dass die Applikation von Ang-1 die
Gefalldurchlassigkeit verringert (Lee et al., 2013). Ang-2-Defizienz hingegen ist mit
dem Leben vereinbar. Eine globale Ang-2-Uberexpression dhnelt im Phanotyp einer
Ang-1-Defizienz. Es wird deshalb davon ausgegangen, dass Ang-2 hauptsachlich
gefalRdestabilisierend wirkt und somit funktionell Antagonist von Ang-1 ist. Dabei wirkt
Ang-2 jedoch insbesondere als Verstarker von anderen angiogenen Molekilen (wie
z.B. VEGF) (Scharpfenecker et al., 2005). In der Abwesenheit von Ang-1 agiert Ang-2
als Agonist (Yuan et al. 2009). Aus diesem Grund ist Ang-2 aus pharmakodynamischer
Sicht ein partieller (Ant)-Agonist von Tie2. Ein weiteres Beispiel flr die dynamische
Regulation von Ang-2 und deren Auswirkung wurde wahrend der Regeneration der
Leber nach einer Leberteilresektion beobachtet (Hu et al., 2014). Hier wirkt das von
den Endothelzellen sezernierte Ang-2 als raumlich und zeitlich begrenzender Faktor
bei der Leberzellneubildung. Diese ist abhangig von der Regeneration der
Sinusoidalzelle und der Leberparenchymzellen. In der Fruhphase der
Leberneusynthese wird Ang-2 in den sinusoidalen Endothelzellen der Leber
herunterreguliert, was dann zu einer Herunterregulation des Wachstumsfaktors TGF-
B fuhrt. Dies ermoglicht zunachst eine Hepatozytenproliferation, wahrend das
Wachstum der Sinusoidalzellen fur einen gewissen Zeitraum blockiert wird. In der
spaten Phase wird Ang-2 wieder hochreguliert, in den Sinusoidalzellen wird der VEGF-
2 Rezeptor exprimiert und erméglicht so deren Proliferation (Hu et al., 2014).

Abbildung 5 zeigt vereinfacht die ant/agonistische Wirkung von Ang-1/-2 am Tie2-

Rezeptor im Uberblick als Schema.
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Endothelzelle

Tie2-Rezeptor

GefaRstabilisierung GefaRdestabilisierung

Abbildung 5: Antagonistische Wirkung von Ang-1/Ang-2 am Tie2- Rezeptor, Ang-
1 am Tie2- Rezeptor bedingt Gefal3stabilitat. Die Bindung von Ang-2 an dem Tie2-
Rezeptor wirkt gefal3destabilisierend und proangiogen.

Einige Arbeiten konnten in der Vergangenheit zeigen, dass Ang-2 unter bestimmten
Bedingungen proangiogen wirken kann (Koh et al., 2002; Parikh et al., 2006; Daly et
al., 2006; Felcht et al., 2012b; Daly et al., 2013). Diese bestimmten Bedingungen
umfassen beispielsweise sehr hohe Konzentrationen von Ang-2 (Koh et al., 2002) oder
die Abwesenheit des hochaffinen Angiopoietin-Rezeptors Tie2. Dies kann auch
Endothelzellen betreffen (EC Tie2'®V) (del Toro et al., 2010; Felcht et al., 2012b).
Kirzlich konnte der Nachweis erbracht werden, dass dies besonders wahrend der
sprossenden Angiogenese fur die Ausbildung von Tip- und Stalk-/Phalanxzellen
wichtig ist (Felcht et al. 2012b). Wahrend Stalk-/Phalanxzellen eine starke Expression
von Tie2-Rezeptoren aufweisen, ist auf Tip-Zellen die Tie2-Expression reduziert (del
Toro etal., 2010). Dies fuhrt zu unterschiedlicher Signalgebung in Stalk-/Phalanxzellen
und Tip-Zellen (Felcht et al., 2012b; Hakanpaa et al., 2015).

In  Tie2-exprimierenden  Endothelzellen induziert Ang-2-Stimulation eine
Komplexbildung zwischen dem Tie2-Rezeptor, FAK (engl.: fokal adhesion kinase) und
avi33-Integrin (Thomas et al., 2010). FAK wird an Serin 910 phosphoryliert und es
kommt zu einer Integrininternalisierung und Integrindegradierung (Thomas et al.,
2010). Da Integrine unter anderem fur Zell- und Gewebestabilitat verantwortlich
gemacht werden (Johnson et al, 2009), koénnte die beobachtete
Integrininternalisierung gut den gefal3destabilisierenden Effekt von Ang-2 erklaren
(Thomas et al., 2010, Scharpfenecker et al., 2005; Benest et al., 2013). Damit lassen
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sich die beobachteten Veranderungen im inneren Anteil des Gefal3netzes i.S. von
Phalanxzellen gut erklaren. Der molekulare Signalweg, der méglicherweise flur die
GefalRdestabilisierung verantwortlich gemacht werden kdnnte, wird in Abbildung 6

vereinfacht zusammengefasst.

Endothelzelle

B avp3 Integrin «Komplex Tie-2/FAKavB3
Ang-2 *FAK wird phosphoryliert an Serin 910

| *Integrin- Internalisierung/Degradierung |

Abbildung 6: Ang-2 Stimulation der EC induziert av3 Integrin-Internalisierung
und Degradierung, In Tie2-exprimierenden Endothelzellen induziert Ang-2-
Stimulation eine Komplexbildung zwischen dem Tie2-Rezeptor, FAK und avi33-
Integrin. FAK wird an Serin 910 phosphoryliert, so kommt es zu einer
Integrininternalisierung und Integrindegradierung (aufbauend auf Publikation Thomas,
Felcht JBC 2010).

Daneben wurde kurzlich beschrieben, dass eine Ang-2 Stimulation auch in
Anwesenheit von Tie2 proangiogen wirken kann (Daly et al., 2013). Dieser Tie2-
abhangige Effekt konnte in Stalk-Zellen zum Tragen kommen und bisher noch nicht
bis ins Detail untersuchte Voraussetzungen benotigen (pH-Wert, lokal gesteigerte
Ang-2-Akkumulation intraluminal im GefaR). Gesichert ist, dass Ang-2 in der Tige2'ow
EC Migration und Aussprossung fordert (Felcht et al., 2012b). Mehrere Arbeiten
konnten zeigen, dass Tip-Zellen keinen Tie2-Rezeptor exprimieren, so dass hier ein
Ang-2-abhéngiger und Tie2-unabhangiger Effekt zum Tragen kommt (del Toro et al.,
2010; Felcht et al., 2012b; Hakanpaa et al., 2015). Es zeigte sich jedoch, dass Tip-
Zellen unterschiedliche angiogene Integrine (u.a. alphavbeta3, alphavbeta5 und
alphaSbetal) exprimieren und Ang-2 in der Abwesenheit von seinem Rezeptor Tie2
an angiogene Integrine binden kann (Desgrosellier and Cheresh, 2010; Sun et al.,
2010; Felcht et al., 2012b; Hakanpaa et al., 2015).
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1.4.4 Integrine

Integrine gehdren zu den Transmembranproteinen. Als Adh&sionsmolekile sind
Integrine wichtig fur Zell-Zell Verbindungen und fir eine Bindung mit der
Extrazellularmatrix (EZM) (Kechagia et al. 2019). Sie sind sowohl fur die Stabilitat von
Geweben verantwortlich als auch fur die Migration und fur die Signaltransduktion in die
Zelle (Johnson et al., 2009).

Sie werden in eine Familie aus 24 heterodimeren Membranrezeptoren
zusammengefasst und bestehen je aus einer der 18a- und einer der 8- Untereinheiten
(Barczyk et al., 2010). Zahlreichen Integrinen wird eine Bedeutung fiir die Angiogenese
zugeschrieben. Diese sind u.a. a1B1, a2pB1, a4p1, a6B1, a6p4, a9B1 und die
Fibronektin-bindenden Integrine avf3, a5B81 und avp5 (Avraamides et al., 2008).
Fibronektin ist ein extrazellulares Matrix-Protein mit der Aminosauresequenz Arginin-
Glycin-Asparaginsaure, die als RGD-Sequenz bezeichnet wird. Die RGD Sequenz
stellt die haufigste Bindungsdoméne der drei Integrine a5p1, avp5, avB3 dar. Die
Integrine a1B1 und a2B1 binden dagegen an Laminin und Kollagen (Avraamides et al.,
2008). Integrinaktivitat wird u.a. durch Konformitatsdnderung reguliert. Man

unterscheidet eine aktive und eine inaktive Form der Integrine (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Modell der Integrinaktivierung A) inaktive Form der Integrine, die a-
und B- Untereinheiten in enger Verbindung. B) aktive Form der Integrine, nach
Ligandenbindung klappmesserartiges aufrichten der Untereinheiten. (Abbildung
modifiziert nach Avraamides et al., 2008)

Man geht davon aus, dass Integrine wahrend der Angiogenese im aktiven Konformer
vorliegen. Dieser Prozess kann durch verschiedene Zytokine und Faktoren ausgelost
werden, wie beispielsweise durch Stimulation mit VEGF oder durch Scherkréfte (Tzima
et al., 2001.; Mahabeleshwar et al., 2007). In der inaktiven Form der Integrine stehen
der extra- und der intrazellulare Anteil der a- und B- Untereinheiten der Integrine in
enger Verbindung zueinander (Beglova et al., 2002; Lu et al, 2001; Arnaout et al.,
2005; Avraamides et al., 2008). Nach der Bindung eines Liganden folgt die Trennung
der a- und B-Untereinheiten sowohl extra- als auch intrazellular. Der extrazellulare
Anteil verlangert sich durch Aufrichten klappmesserartig, wodurch es zu einer
Verbindung mit der EZM (EZM= Extrazellularmatrix) kommt (Abbildung 7) (Beglova et
al.,2002; Lu et al., 2001; Arnaout et al., 2005). Diese Ablaufe bilden wahrscheinlich die
Grundlage fur Integrin-vermittelte Zellmigration und so letztlich auch fir die
Angiogenese (Avraamides et al., 2008). Angiopoietine kbnnen direkt an drei angiogene
Integrine (a5B1, avB3 und avp5) binden (Carlson et al., 2001; Felcht et al., 2012b; Koh,
2013; Hakanpaa et al., 2015). Die Affinitat ist jedoch im Vergleich mit dem Tie2-
Rezeptor schwach, so dass man davon ausgehen kann, dass Ang-2 in der
Anwesenheit von Tie2 primar diesen bindet, nicht aber die Integrine (Felcht et al.,
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2012b). Daruiber hinaus wird die Ang-2 Bindung Uber den pH-Wert reguliert. Die Ang-
2-Integrinbindung ist verstarkt im sauren Milieu, wie es wahrend der Angiogenese
vorherrscht. Daneben konnte gezeigt werden, dass Metallionen-bindende
Bindungsbereiche (engl.: metal-ion-dependent adhesionsite (MIDAS)) fur eine Ang-2
Integrinbindung notwendig sind und die Bindung von Ang-2 an Integrine durch Zugabe
von Mn?* verstarkt wird (Felcht et al., 2012b). Die genaue Bindungssequenz von Ang-
2 an Integrine ist jedoch nicht bekannt. Erste Studien deuten jedoch daraufhin, dass
Ang-2 ahnlich wie Ang-1, extrazellular an Integrine bindet (Felcht et al., 2012b; Carlson
et al., 2001; Serini et al., 2008; Cascone et al., 2005).

Generell ist bei Integrinen sowohl eine inside-out- als auch eine outside-in-
Signalgebung moglich (Zou et al., 2007). Da Ang-2 an den extrazellularen Anteil von
Integrinen bindet (Felcht et al., 2012b), kann man von einer outside-in-Signalgebung
ausgehen. Da der zytoplasmatische Anteil der Integrine selbst keine enzymatische
oder Kinaseaktivitat besitzt, ist die Signaltransduktion abh&ngig von der Formierung
eines Signalkomplexes. Ein Bestandteil ist neben vielen Adapterproteinen und
verschiedenen Proteinkinasen (z.B. Paxillin, Src) auch die fokale Adhasionskinase

(FAK; engl.: fokal adhesion kinase) (Avraamideset al., 2008).

Tip Zelle

Tie-2

- F -

angiogener Reiz — Tip Zelle exprimiert
weniger Tie2

direkte Bindung von Ang-2 an die
Integrine

FAK wird phosphoryliert an Tyr 397, RAC
wird aktiviert

EC Sprossung und Migration

. . Ang-2

Abbildung 8: Reaktionsschritte an der Tip-Zelle, auf einen angiogenen Reiz hin
wird Tie2 in der Tip-Zelle herunter reguliert (im Bild oben schematisch). Ang-2 bindet
nun direkt an die Integrine. FAK wird phosphoryliert (P) an Tyrosin397 und RAC wird
aktiviert, worauf die Endothelzelle sprossen und migrieren kann.
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In Tie2'°” EC bindet Ang-2 direkt an die Integrine und induziert Phosphorylierung von
FAK. Auch in diesem Fall wird also FAK phosphoryliert, allerdings nicht an Serin910,
sondern an Tyrosin397. Zusatzlich lasst sich RAC Aktivitat nachweisen, die gut mit
dem beobachteten promigratorische Effekt korreliert (Felcht et al., 2012b). Abbildung
8 fasst die vermuteten Schritte nochmals zusammen und veranschaulicht den
Zusammenhang zwischen der Herunterregulation des Tie2-Rezeptors und der daraus
resultierenden direkten Bindung von Ang-2 an die Integrine.

Diese Beobachtungen sind jedoch alle bisher insbesondere unter physiologischen
Bedingungen gemacht worden. Ob Ang-2 Integrin-vermittelte Effekte wahrend der

Tumorangiogenese hat, bleibt zu klaren.
1.4.5 Angiogenese beim PCBCL

Bisher wurde nur in zwei kleineren Arbeiten untersucht, ob sich das Gefal3netzt bei
PCBCL verandert (Schaerer et al. 2000). In der Arbeit aus der Arbeitsgruppe von
Werner Kempf wurde gezeigt, dass beim PCBCL im Vergleich zum B-Zell
Pseudolymphom die Angiogenese erhdht ist (Schaerer et al. 2000).

Marion Wobser et al. konnte zeigen, dass die Gefal3dichte und die Expression von
VEGF bei PCLBCL, LT im Vergleich zu indolenten PCBCL erhéht sind. Bisher wurde
noch nicht untersucht ob sich das Angiopoietin System bei indolenten PCBCL und
PCBCL. LT unterscheidet.

Deshalb war das Ziel der vorgelegten Arbeit Angiopoietin-2 und Angiopoietin-1

induzierte Signalgebung zwischen indolenten PCBCL und PCBCL, LT zu vergleichen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Biochemikalien

Tabelle 3: Haufig verwendete Biochemikalien

Biochemikalien

Bemerkung

Hersteller, Ort

TE-Puffer

Zusammensetzung

Eigene Herstellung

10 mM Tris

1 mMEDTA

pH 8,0

TBS

Zusammensetzung

Eigene Herstellung

150 mM NacCl

10 mM Tris

pH 7,2

0,01 % Tween 20

Phospate Buffered | Zusammensetzung Eigene Herstellung
Saline (PBS)

137 mM NacCl

8,1 mM Na2HPO4

2,7 mM KCI

1,5 mM KH2PO4

pH 7,4
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2.1.2 Antikorper

Tabelle 4: Verwendete Primarantikdrper

Antikorper, Fluorochrom | Antigen/Epitop Klone/Hersteller

Alphavbeta3 Integrin Chemicon MAB1976,
alphaV clone LM609
beta3

Alpha5beta5 Integrin Chemicon MAB1961,
alphab clone P1F1
beta5

Alpha5betal Integrin Chemicon MAB 1969
alphab
betal

Tie-2 (C-20) Tie2 (C-Terminus) Santa Cruz Sc324

CD34 CD34 Novocastra Prod.No.

NCL-END Klon QBENd/10

Tabelle 5: Verwendete Sek

undarantikorper

Antikorper, Fluorochrom Antigen/Epitop Hersteller
Strevtavidin-Alexa488, Molecular Probes Cat.
Fitc N0.S11223 1mg
Strevtavidin-Alexa546, Molecular Probes Cat.
Cy3 No0.S11225 1mg

Goat biotinylated anti- | Rabbit Zymed bzw. Invitrogen
rabbit ,ACE Histostain-SP Kit

Cat.N0.95-6143

29




Material und Methoden

Tabelle 6: Verwendete Reagenzien und Analysesets

Reagenzien/ Analyseset Hersteller

Zenon rabbit 1gG labelling | Rabbit Molekular Probes
kit Cat.N0.Z-25342
Biotin-Blocking System Dako Code Nr. X0590
Ready-to-use Product No. X059030-2
Biotin/Avidin-Solution

Goat Serum ready-to-use Zymed

10% normal Ziegenserum Invitrogen Cat. No. 50-
Blocking Solution 0627 100ml

MOM Kit Vector Laboratories, BMK-

2202 Cat. No. PK-2200

Proteinkinase K Qiagen 10 ml Cat No
19133

Fluorescence  Mounting Dako Code Nr.S3023

Medium Product No. S302380-2

Roti-Liquid Barrier Marker Roth An92.1(rot)

Human Angiopoietin-2 R&D, DANG20

Immunoassay (ELISA-Kit) Quantikine®

Human Angiopoietin-1 R&D, DANG10

Immunoassay (ELISA-Kit) Quantikine®

Human Tie-2 R&D, DTE200

Immunoassey (Elisa-Kit) Quantikine®

Xylol (Isomere) ROTIPURAN® =299 %,
p.a.,Roth Artikelnummer:
4436

2.1.3 Patienten

Fur die immunhistochemischen Farbungen wurden Hautbiopsien von 51 gut
charakterisierten PCBCL Patienten verwendet.

Die Seren fiur die ELISA Untersuchungen wurden aus Vollblut von je drei Patienten mit
PCFCL, PCMZL und PCLBCL, LT, sowie finf gesunder Probanden gewonnen.
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2.2 Methoden
2.2.1 Immunhistochemische dreifach Farbung von Integrin-CD34-Tie2

Generell kdnnen mit der Immunhistochemie Peptide und Proteine durch Antikdrper
nachgewiesen werden. Es lasst sich primér eine Aussage zur Lokalisation des
untersuchten Peptids / Proteins treffen. Quantitative Aussagen Uber die
Expressionsstarke sind mdglich, jedoch sind hierbei insbesondere gleichbleibende
Konditionen bei der Bildaufnahme die Voraussetzung. Die untersuchten Hautbiopsien
wurden nach der Entnahme alle in Formalin (entspricht einer wassrigen, etwa 40%-
igen Formaldehydlésung) fixiert, um die ursprungliche histologische Struktur der
Gewebeproben zu erhalten. Danach folgte die Einbettung der Préaparate in Paraffin.
So ist es dann moglich, mit Hilfe eines Mikrotoms nur wenige Mikrometer dinne
Schnitte anzufertigen, die auf Glasobjekttrager aufgebracht werden, um nachfolgend
untersucht werden zu kdénnen. Fir aufbauende immunhistochemische Studien sind
zunachst eine Entparaffinierung und eine Freilegung der Antigene notwendig. Dies
kann durch Alkoholbader in unterschiedlichen Konzentrationen erzielt werden. Hierfur
wird die Gewebeprobe auf dem Glasobjekttrdger in einer entsprechenden
Haltevorrichtung platziert und in einer Glaskivette mit verschiedenen flissigen Medien
vollstandig benetzt. Zunachst beginnend mit Xylol (299%) fur zweimal finf Minuten,
danach fir je einmal funf Minuten Ethanol 99 %, 80 %, 70%. Zuletzt folgt ein
Waschschritt in destilliertem Wasser fur zwei Minuten. Zur Abgrenzung der
verschieden aufgebrachten histologischen Gewebeproben auf den Objekttragern
wurde ein Barriere- Marker verwendet.

Bei der Nutzung von in Formalin fixierten und danach in Paraffin eingebetteten
Geweben ergibt sich der entscheidende Vorteil der deutlich besseren
Strukturerhaltung. Jedoch kann es durch diese Behandlung zu Proteinvernetzungen
der Antigene kommen, die sich dann nicht mehr detektieren lassen. Durch eine
enzymatische Vorbehandlung mit Proteinase K (20 mg/ml) fir sechs Minuten bei 37°C
im Brutschrank kénnen diese Vernetzungen aufgebrochen werden und die Antigene
liegen in demaskiertem Zustand vor.

Bei dieser, hier zur Anwendung kommenden Gewebe-Farbung, handelt es sich um
eine markierte (Strept-) Avidin-Biotin-Methode. Das Prinzip dieser Methode basiert auf
der hohen Affinitat von Streptavidin (Protein das vom Bakterium Streptomyes avidinii
produziert wird) und Avidin (Glykoprotein aus dem Huhnereiweil3) fur Biotin (Vitamin

H). Zur Detektion der verschiedenen Antigene kommen Antikdrper zur Anwendung,
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die mit Biotin und Avidin markiert sind. Um spater die entsprechenden Proteine
eindeutig identifizieren zu kdnnen, ist es notwendig, unspezifischen Hintergrund zu
vermeiden. Hierzu werden die Schnitte zweimal fur drei Minuten in TBS Uberschichtet
und mit Hilfe eines Schittlers kontinuierlich und gleichmafig gewaschen. Nach 10
Minuten Inkubation mit Avidin-Lésung bei Raumtemperatur wiederholt man diesen
Waschschritt, um danach wieder fur zehn Minuten bei Raumtemperatur mit der Biotin-
Losung zu inkubieren. Darauf folgt erneutes Waschen mit TBS unter gleichméalfiigen
rotierenden Bewegungen mit Hilfe des Schiuttlers. Fur die weiteren Detektiosschritte
werden Antikorper gegen Mausepitope verwendet. Zunachst ist aber ein weiterer
Blockierungsschritt mit dem M.O.M-Kit (Vector Laboratorien, INC, U.S.) nach Angaben
des Herstellers zum Absattigen unspezifischer Bindungen notwendig.

In dieser Zeit sollte die erste Antikbrpermischung hergestellt werden (Mouse anti-
human CD34 1:50 in M.O.M. diluent). Nach finf Minuten Inkubation verwirft man die
Blockierungslosung. Danach werden 30 pl der hergestellten CD34-
Antikdrpermischung auf die Schnitte pipettiert. Nach Inkubation fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur erfolgt ein erneuter Waschschritt fir zweimal zwei Minuten mit TBS.
Nach weiteren zehn Minuten bei Raumtemperatur gibt man nun das biotinylierte anti-
mouse IgG aus dem M.O.M.-Kit (z.B. 5 pl in 12,5 ml PBS) hinzu. Nach einem erneuten
Waschschritt mit TBS fur zwei mal zwei Minuten und der Zugabe des
Sekundarantikdrpers Streptavidin-Alexa 488 (1:200 in PBS), kann sich dann nach 30
Minuten bei Raumtemperatur das erste Antigen CD34, welches ein spezifischer
GefalBmarker ist, detektieren lassen. Auch hier nutzt man die starke spezifische
Wechselwirkung zwischen Biotin und Streptavidin. Nach einem neuen Waschschritt
mit TBS, diesmal fur dreimal finf Minuten, folgt das erneute Blocken des endogenen
Avidins und Biotins fur jeweils weitere zehn Minuten wie oben schon beschrieben.
Zur Detektion des zweiten Antigens, Tie2, missen zunéchst abermals unspezifische
Bindungen an die der Sekund&rantikdrper binden wirde, blockiert werden. Dazu
werden unspezifische Antigene durch Inkubation mit Ziegenserum flir eine Stunde bei
Raumtemperatur (ready-to-use der Firma Zymed) abgesattigt. Danach schlief3t sich
die Inkubation mit dem Priméarantikdrper rabbit anti-mouse/human Tie2 (C-20) an. Sie
erfolgt in der Verdinnung 1:100 in 1:3 Ziegenserum in PBS. Dieser Reaktionsschritt
wird Uber Nacht im Kiihiraum bei 4°C vollzogen.

Am nachsten Tag mussen die Proben von der Antikorperlésung befreit werden. Hierzu
werden die Objekttrager mit den Proben zunachst fur finf Minuten dreimal in TBS
gewaschen. Danach erfolgt die Inkubation mit dem biotinylierten Zweitantikérper goat
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biotinylated anti-rabbit (ready-to-use der Firma Zymed) fUr eine weitere Stunde bei
Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen fur zweimal fanf Minuten in TBS wird zur
Detektion mit Streptavidin-Alexa 546 in der Verdinnung 1:250 in PBS fur 30 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert und danach wieder in TBS gewaschen.

Das dritte Antigen, welches in dieser Farbung detektiert werden kann ist jeweils ein
Integrin, z.B. das AlphaVBeta5-Integrin. Um Kreuzvernetzungen durch Zugabe
weiterer Sekundarantikérper zu verhindern, wird dieser Antikdrper vor Inkubation mit
dem Schnitt bereits an einen fluoreszierenden Farbstoff gebunden. Im ersten Schritt
werden biotinylierte Fab-Fragmente, die direkt an den Fc-Teil des nicht markierten
Primarantikdrper binden, zugegeben und inkubiert fir 5Minuten (1 pg AlphaVBeta5
add 5 pl Zenon Rabbit IgG Labeling Kit Component A). Danach gibt man 5 pl des
Componet B zum Blocken unspezifischer Bindungen zu. Nach weiterer funfminatiger
Inkubation wird dieser Antikdrpermix in 10 % Ziegenserum mit 1 % BSA in PBS
aufgenommen, auf die Schnitte gegeben und tGber Nacht bei 4°C im Kihlraum oder
fur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach dieser Inkubation werden die Schnitte fur dreimal funf Minuten in TBS
gewaschen und danach in Fluorescent Mounting Medium eingedeckt. Die so
behandelten Schnitte sind nun fur die Betrachtung im Fluoreszenzmikroskop
vorbereitet und fur ca. vier Monate stabil.

2.2.2 Angiopoietin-1-/-2-/Tie2-ELISA

Das Reaktionsprinzip bei einem ELISA (engl.: enzyme linked immuno sorbent assay)
besteht aus einer Antigen-Antikorper-Komplexbildung. Zun&chst wird hierzu ein
Erstantikdrper an eine feste Phase, z.B. an Mikrotiterplatten, gebunden. Die
Mikrotiterplatte wird mit dem zu untersuchenden Reaktionspartner (= Antigen= Ligand)
Uberschichtetet. Bei passenden Reaktionspartnern kommt es zu einer nicht sichtbaren
Antigen-Antikérper-Reaktion. Uberschiissige oder nicht gebundene Antigene werden
in den folgenden Waschschritten herausgewaschen. Danach erfolgt die Zugabe eines
Zweitantikorpers, der mit einem Enzym, haufig Peroxidase, gekoppelt ist (,Sandwich-
Prinzip”, siehe Abbildung 9). Dieser bindet an das bereits vom Erstantikorper
gebundenen Antigen. Nach Zugabe des Peroxidase-Substrates katalysiert die
Peroxidase die Spaltung eines zugegeben Substrates, was zu einer Farbreaktion flhrt.
Die enzymatische Farbreaktion ist nach wenigen Minuten mit dem blol3en Auge

erkennbar und kann mittels Photometrie quantitativ detektiert werden.
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Die Patientenseren, die moglicherweise unsere zu detektierenden Antigene enthalten,
werden bei -80°C gelagert. Am Untersuchungstag werden die Seren frisch und
langsam auf Eis aufgetaut. Aul3erdem ist es wichtig, alle bendtigten Reagenzien,
welche bei 4°C gelagert sind, vor Beginn des ELISA und deren Benutzung auf
Raumtemperatur zu bringen, um gute Reaktionsbedingungen zu schaffen. Als
nachster Schritt erfolgt die Praparation des Angiopoietin-2- (bzw. Angiopoietin-1- oder
Tie2) Standards, der im Reagenzienpaket (ELISA-Kit) enthalten ist. Diese Stockldsung
wird mit 1 ml deionisiertem Wasser (entsalztem Wasser) geldst. Diese
Startkonzentration von 30.000 pg/ml wird entsprechend der Vorschrift mit dem
Calibrator Diluent RD5-5 verdinnt, um die nétigen Standard-Konzentrationen fur die
Eichgerade zu erhalten. Das Calibrator Diluent RD5-5 dient zusatzlich als Nullwert des
Standards. Danach erfolgt die Herstellung einer adaquaten Menge Waschpuffer fur die
insgesamt acht Waschschritte. Hierzu werden 20 ml des Waschpufferkonzentrates in
500 ml deionisiertem Wasser gelost. Die Proben werden jeweils in einer 1:5
Verdunnung (50 pl Probe+200 pl Calibrator Diluent RD5-5) in dem Calibrator Diluent,
in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefallen angesetzt und weiter auf Eis gelagert. In jede
halbkugelartige Vertiefung (Kavitéat) der Mikrotiterpatte werden 100 pl Assay Diluent
RD1-76 vorgelegt und je 50 pl Standard, Kontrolle oder Probe dazu pipettiert. Die
Platte wird dann mit dem im Kit enthaltenen Klebestreifen verschlossen und fur zwei
Stunden auf einem Schuttelinkubator mit 500 rpm (engl.: rpm= rounds per minute=
Upm= Umdrehungen pro Minute) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit erfolgt der erste Waschschritt mit dem angesetzten Waschpuffer mit
viermal 400 pl in jede Kavitat der Mikrotiterplatte. Nach Zugabe von 200 pl
Angiopoietin-2-/-1-/Tie2-Conjugate zu jedem Reaktionsansatz in der Mikrotiterplatte
und nach Verschluss mit dem Klebestreifen, erfolgt erneut eine Inkubation fir zwei
Stunden auf dem Schuttelinkubator bei Raumtemperatur. In den letzten 15 Minuten
dieser Inkubationszeit wird die Substratlosung aus dem Color Reagent A und Color
Reagent B im Verhaltnis 1:1 angesetzt. Die Substratldsung muss bis zum Gebrauch
lichtgeschuiitzt gelagert werden. Nach erneutem viermaligem Waschen werden je 200
pl Substrat Solution pro Reaktionsansatz in der Mikrotiterplatte zugegeben und die
Platte fur 30 Minuten bei Raumtemperatur und lichtgeschitzt auf der Arbeitsplatte
ruhig stehend inkubiert. Nach dieser Zeit kann man eine blaue Farbreaktion
beobachten. Zum Stoppen der Reaktion werden 50 ul Stop Solution in jede Kavitat der
Mikrotiterplatte pipettiert. Der Farbumschlag von blau zu gelb markiert das
Reaktionsende. Innerhalb von 30 Minuten wird die Absorption als Mald der
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vorhandenen Konzentration an Angiopoietin-2/-1/Tie2 im Photometer bei 450 nm
gemessen (Korrekturfaktor A=540 oder 570 nm). Die Beschreibung des ELISA erfolgte
explizit am Beispiel des Angiopoietin-2-ELISA. Bei der Durchfiihrung ist jeweils nach
der vom Hersteller ELISA-spezifischen Vorschrift fir Angiopoietin-1 bzw. Tie2

verfahren worden.

Chromogen + Peroxidase = Farbreaktion (blau)

Q. —

Zweitantikérper mit Peroxidase f

Angiopoietin-2. -1/ Tie2 im Patientenserum

Mikrotiterplatte mit Erstantikdrper Y

Abbildung 9: Generelles Prinzip des ELISA: Ein Erstantikorper ist an eine feste
Phase gebunden. Nach Uberschichten mit dem Reaktionspartner bindet das gesuchte
Antigen an den Erstantikorper. Ein mit dem Enzym Peroxidase gekoppelter
Zweitantikorper bindet an eine andere Stelle des Antigens. Nach Zugabe des
Peroxidase- Substrates (ein Chromogen, in diesem ELISA Tetramethylbenzidin),
katalysiert die Peroxidase die Spaltung des Substrates, was zu einer Farbreaktion
fuhrt. Diese Reaktion kann im Photometer quantitativ bestimmt werden.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Angiopoietin-2 ist im Serum von PCLBCL, LT Patienten erhoht

Immunhistochemische Analysen von uns und Marion Wobser et al. hatten gezeigt,
dass PCLBCL, LT eine hohere GefalRdichte aufweisen als indolente PCBCL (Wobser
et al., 2013; Teichert*, Stumpf* .et al., 2015). Aufbauend hierauf sollten Microarray
Analysen klaren, welches Molekul fur die Angiogenese beim PCBCL wichtig sein
konnte. Hierfir wurde eine Spearman - Korrelationsanalyse zwischen den
Endothelzellmarkern CD31 (PECAM-1), CD34 und VE-cadherin (CDH5) und den
angiogenen Molekilen Ang-2 (ANGPTL2) sowie dem Tie2- (TEK) mit Hilfe der
Microarray-Technik von Martin Teichert durchgefuhrt. Die Ergebnisse der Analyse sind
in der gemeinsamen Publikation einsehbar (Teichert*, Stumpf* .et al., 2015)

Die Auswertung der Analysen ergab einen signifikanten Zusammenhang der
Expression von Ang-2 (ANGPTL2) sowie dem Tie2- (TEK) Rezeptor und den Pan-
Endothelzellmarkern. Friihere Arbeiten konnten zeigen, dass in Tie2'°"-Endothelzellen
Ang-2 direkt an die Integrine avp3, avB5 und a5B1 binden kann (Carlson et al., 2001;
Felcht et al., 2012b; Koh, 2013; Hakanpaa et al., 2015).

Aufbauend auf den Microarray Analysen wurde die Menge an I6slichem Ang-2 Protein
in Patientenserum von PCBCL Patienten mittels ELISA Technik ermittelt und mit der
Expression von gesunden Probanden verglichen. (Abbildung 10). Es zeigte sich, dass
PCLBCL, LT signifikant hohere Ang-2 Spiegel aufweisen als gesunde Kontrollen und

Patienten mit einem indolenten PCBCL.

36



Ergebnisse

ELISA: Ang-2

L
I

N |
—— ns. —
R —
4 = A
A
E S
o
c . _______ |
2 = A A
N
A . -y A 75%
#. % n 25%
0
) I
gesunde indolent PCBCL, LT
Kontrolle

Abbildung 10: HOohere Ang-2 Mengen im PCLBCL, LT: Die Mengen an Ang-2
wurden Mittels ELISA in 17 Serumproben, 15 gesunder Kontroll- Spender, 9 Proben,
von 8 Patienten mit indolentem PCBCL und 6 Proben von 5 Patienten mit PCLBCL,
LT. bestimmt. Es ergab sich ein deutlich héherer ANG-2 Spiegel in den Serumproben
der Patienten mit PCLBCL, LT. P-Werte **<0.01; n.s =nicht signifikant.

3.2 Im Serum von PCBCL Patienten lassen sich niedrige Ang-1 Werte

nachweisen

Der Effekt einer Ang-2 Stimulation wird beeinflusst von der Expression von Ang-1. Aus
diesem Grund wurde in aufbauenden Studien die Expression von Ang-1 mittels ELISA
in den gleichen Patientenproben bestimmt und die Ang-1/Ang-2 Ratio gebildet
(Abbildung 11 und 12). Die Analyse zeigte, dass PCLBCL, LT und indolente PCBCL
Patienten signifikant niedriger Ang-1 Spiegel im Blut aufweisen als gesunde Kontrollen
(Abbildung 11). Bestimmt man die Ratio zwischen Ang-1 und Ang-2, weisen PCLBCL,
LT signifikant hohere Werte auf als indolente PCBCL Patienten und gesunde
Kontrollen (Abbildung 12).
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ELISA: Ang-1
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Abbildung 11:Niedrigere Mengen an Ang-1im PCLBCL, LT: Die Mengen an Ang-
1 wurden Mittels ELISA in 7 Serumprobengesunder Kontroll- Spender, 5 Proben, von
4 Patienten mit indolentem PCBCL und 6 Proben von 5 Patienten mit PCLBCL, LT

bestimmt. Es ergab sich ein deutlich geringerer ANG-1 Spiegel in den Serumproben
der Patienten mit PCLBCL, LT. P-Werte * <0.05; n.s. =nicht signifikant.
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Abbildung 12:Verhaltnis von Ang-2/Ang-1: Von den Seren 7 gesunder Kontroll-
Spender, 4 indolenten und 6 Patienten mit PCLBCL, LT wurde das Verhéltnis von
Ang-2/Ang-1 bestimmt. Abgebildet sind hier die 25% und 75% Perzentile. Die
statistischen Analysen wurden mit Hilfe eines Mann Whitney U Testes durchgefthrt.
Ein Wert von Ang-1 wurde als Ausreil3er gewertet und nicht in die statistische
Analyse miteingeschlossen. P-Werte ** <0,01; * <0,05; n.s. =nicht signifikant.
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3.3 PCBCL enthalten Tie2'ow EC

Aufbauende immunhistochemische Studien sollten die Expression des Angiopoietin
Rezeptors Tie2 analysieren. Gleichzeitig sollte untersucht werden, ob es bei PCBCL
Endothelzellen gibt, die nur geringe Expression von Tie2 Protein aufweisen und diese
Endothelzellen die alternativen Bindungspartner avf3, avf5 und a5p1 Integrine
exprimieren. Hierfir wurde eine Immunfluoreszenzfarbungen gegen den Gefalimarker
CD34 und die Angiopoietin-2 Bindungspartner Tie2 und eines der drei Integrine
durchgefihrt (Abbildungen 13 bis 15). Das Endothel von sieben gesunden Kontrollen,
23 indolenten Fallen und neun PCBCL, LT Fallen wurde analysiert. Die
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mittels konfokalem Leica SP Mikroskop
aufgenommen und anschlieen mit Image J quantifiziert. Quantifizierende Analysen
zeigten, dass sowohl in indolenten PCBCL als auch in PCLBCL, LT Tie2low
Endothelzellen nachweisbar sind (Abbildung 16).

3.4 Das Endothel von PCBCL zeigte starke Expression der drei angiogenen

Integrine, avf3, avB5 und a5p1

Die visualisierte Immunfluoreszenzfarbung wurde fir weitgehende Analysen
verwendet, um zu klaren, ob das Endothel von PCBCL die drei angiogenen Integrine
(avB3, avp5 und avp1) exprimiert (Abbildung 17). Quantifizierende Analysen mit Image
J zeigten, dass alle drei Integrine sowohl vom Endothel der indolenten PCBCL als auch
von dem der PCLBCL, LT exprimiert werden. Die Expression ist signifikant hoher als
in gesunder Haut.
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Abbildung 13: Immunfluoreseszenzfarbungen fiir CD34, Tie2-Rezeptor und
avfB3 Integrin: Reprasentative Bilder mit dem konfokalen Mikroskop aufgenommen.
Grolenstandard 100 pm
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Abbildung 14: Immunfluoreseszenzfarbungen fiir CD34, Tie2-Rezeptor und

avB5 Integrin: Reprasentative Bilder mit dem konfokalen Mikroskop aufgenommen.
Grolenstandart 100 pm.
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a5p1
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Abbildung 15: Immunfluoreseszenzfarbungen fiir CD34, Tie2-Rezeptor und

a5B1 Integrin: Reprasentative Bilder mit dem konfokalen Mikroskop aufgenommen.
GroRenstandard 100 pym
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Abbildung 16: Tie2'°™ exprimierende GefaRe wurden quantifiziert mit einem
Quantifizierungsprogramm (Fiji). Es dokumentierte sich eine reduzierte Menge an
Tie2'" EC im PCLBCL, LT. Mann Whitney Test, P-Werte***<0.001; **<0.01; *<0.05;
n.s. = nicht signifikant.
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Abbildung 17: avB3-, avB5-, und a5B1-Integrin, exprimierende Gefalde wurden
guantifiziert mit einem Quantifizierungsprogramm (Fiji). Es dokumentierte sich
eine gesteigerte Menge an angiogenen Integrinen und eine reduzierte Menge an
Tie2!” EC im PCLBCL, LT. Mann Whitney Test, P-Werte***<0.001; **<0.01; *<0.05;
n.s. = nicht signifikant.
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3.5 FAK Aktivitat

In Tie2'°"-Endothelzellen bindet Ang-2 direkt an angiogene Integrine avf3, avf5 und
a5B1 und induziert die Phosphorylierung von FAK an Tyrosin397 (Felcht et al., 2012b).
p-FAK [Tyr397] ist in hdheren Mengen in nicht luminisierten Gefal3en detektierbar. Um
die Expression von p-FAK [Tyr397] zu untersuchen, wurden Immunfluoreszfarbungen
mit CD31 als Endothelzellmarker und p-FAK [Tyr397] durchgefuhrt. Untersucht wurden
sowohl die sprossenden Gefal3e als auch p-FAK [Tyr397] Expression der Gefal3e
(Abbildung 18 A). Es zeigen sich grolRere Mengen an p-FAK [Tyr397] in sprossenden
EC (Abbildung 18 A) als im Vergleich zu den nicht sprossenden EC (Abbildung 18 A).
Bei der Untersuchung der sprossenden Gefal3e im PCBCL zeigten sich beim PCLBCL,
LT deutlich mehr Gefal3aussprossungen im Vergleich mit indolenten PCBCL
(Abbildung 18 B und C).

A)

CD31 p-FAK[Tyr397] DAPI

PCLBCL, LT

B)

Sprossen/Gefal

PCMZL

indolent Iﬁ_l

Abbildung 18: Ang-2 induzierte, Tie2 unabhangige Signalgebung im PCLBCL,
LT. A) Immunfluoreszenzfarbung mit EC-Marker CD31 und phosphoryliertem
FAK an Tyrosin397 [p-FAK[Tyr397]]. Es zeigen sich grofere Mengen an p-FAK
[Tyr397] in sprossenden EC, weil3e Pfeile, als im Vergleich dazu die nicht sprossenden
EC, weil3e Pfeilspitzen. B) PCBCL gefarbt mit EC-Marker CD31. Die weil3en
Pfeilspitzen markieren Gefal3sprossen, deutlich mehr Sprossen im Bein-Typ bei
geringerem GefalR3lumen. C) Berechnung der Sprossen/Gefald und deren Abbildung
mit Hilfe von Prism Graph (Mann Whitney Test; indolent im Vergleich zum PCBCL, LT,;
*=P<0.05)
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4. DISKUSSION

PCBCL sind eine heterogene Gruppe von Tumoren. Unterschiede bestehen in der
Klinik, der Uberlebensrate und der Therapie (Willemze et al., 2005; Felcht et al., 2012a;
(Jacob et al. 2018; McDonald und Choyke 2003; Nicolay und Wobser 2016).
Wahrend bei indolenten PCBCL eine abwartende und beobachtende Haltung eine
Moglichkeit darstellt, bleibt fur die PCLBCL, LT in den allermeisten Fallen nur die
systemische Therapie. Zum jetzigen Zeitpunkt ist die Behandlung der PCLBCL, LT mit
R-CHOP der Goldstandard (Senff et al., 2008). Diese ist allerdings sehr aggressiv und
aufgrund der Toxizitat und der Nebenwirkungen eine Behandlungsform, die gerade bei
den alteren, davon betroffenen, multimorbiden Patienten, nicht immer maoglich ist.
Zusatzlich ist diese Therapie leider teilweise durch den Verlust des CD20-Antigens in
ihrer Effektivitat eingeschrankt. Da die Pathophysiologie von PCBCL heute noch
weitgehend unverstanden ist, fehlen weitere zielgerichtete Therapiemdglichkeiten.
Ein wichtiges Grundprinzip bei der Entstehung von Tumoren ist die Angiogenese. Sie
ist unerlasslich fir ein Tumorwachstum Uber eine Grof3e von 0,5 mm hinaus. In
klinischen Phase-lI-Studien (wie z.B. die des Heidelberger Zentrums fir
Tumorerkrankungen (NCT01430013)) befinden sich aktuell anti-angiogene Therapien
mit Endostatin oder Lenalidomid fiir die Behandlung nodaler Lymphome (Wang et al.,
2012). Auch zeigen einige von den Richtlinien empfohlene Therapien fur das CTCL,
wie z.B. Bexaroten, Histon-Deacetylase-Inhibitoren, Thalidomid oder Lenalidiomid
anti-angiogene Effekte (Assaf et al., 2013; Fu et al, 2011).

Da Angiogenese unter physiologischen Bedingungen im adulten Organismus bis auf
wenige Ausnahmen, wie z.B. wahrend des Ovarialzyklus der Frau, nicht stattfindet,
sollten die Nebenwirkungen einer anti-angiogene Therapie, im Vergleich mit
zytostatischen Chemotherapien, gering sein. Man darf spekulieren, dass eine anti-
angiogene Therapie gerade fiur multimorbide, altere Patienten eine Alternative
darstellt.

Das Ziel dieser Arbeit ist es festzustellen, ob sich die Angiogenese zwischen
indolenten PCMZL und PCFCL und PCLBCL, LT mit der intermediaren Prognose
unterscheidet.

Mogliche Unterschiede konnten einen ersten Hinweis darauf geben, ob
moglicherweise eine anti-angiogene Therapie hier einen zukinftigen Therapieansatz
darstellen konnte. Von besonderem Interesse ist in diesem Zusammenhang das

entstehende Gefal3netz. Es ist verantwortlich fir die Versorgung des Tumors mit
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Sauerstoff und Nahrstoffen. Um eventuelle Unterschiede in den verschiedenen
Entitaten aufdecken zu kdnnen, wurden Aufnahmen mit dem konfokalen Mikroskop
erstellt und die Gefalldichte bestimmt. Die GefalRdichte spiegelt den Abstand zweier
GefalRe zueinander wieder. Sie wird in vielen Publikationen als Malistab fur
stattfindende Angiogenese im Rahmen der Tumorentstehung gesehen. Eine hohe
GefalRdichte konnte in vielen soliden humanen Tumoren beobachtet werden (Krneta
et al., 2006). Generell wird davon ausgegangen, dass ein aggressiver Tumor mit einer
hohen Gefalldichte einhergeht und sich diese auch negativ auf die Prognose der
Erkrankung auswirkt. Die Auswertung unserer Arbeitsgruppe (Teichert*., Stumpf* .et
al., 2015). ergab, dass die Gefalidichte im PCLBCL, LT signifikant h6her ist. Dieses
Ergebnis deckt sich mit einer kirzlich erschienen Veréffentlichung einer anderen
Gruppe um Marion Wobser, in der jeweils eine hohere Gefalddichte fir das PCLBCL,
LT gefunden wurde (Wobser et al., 2013). Ergdnzend zu der Arbeit von Marion Wobser
haben wir serielle Schnitte mit dem Gefal3marker CD31 und Vllla sowie den dem Pan-
Endothelzellmarker CD20 durchgefuhrt. Hiermit war es mdglich, gezielt die
Gefalldichte im Tumorinfiltrat zu bestimmen. In der vorgelegten Analyse zeigten
Patienten mit einem PCLBCL, LT eine gesteigerte GefalRdichte. Eine hohe
GefalRdichte wird in vielen Tumoren beobachtet und korreliert bei vielen dieser
Tumoren mit einer schlechten Prognose. So beschreibt auch Judah Folkman, dass
eine hohe GefalRdichte und die Anzahl der Fernmetastasen korrelieren (Weidner et al.
1991). Beides korreliert mit einer schlechten Prognose. In der Gegenuberstellung der
Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit beztglich der signifikant héheren GefalRdichte
beim PCLBCL, LT liegt die Vermutung nahe, dass ein Tumor unter besonderen
Bedingungen keinen Sauerstoff mehr benétigt, um zu wachsen. In der Arbeit von 1991
konnte Weidner durchschnittlich 101 GefaRe/mm? bei den Karzinompatienten mit
Metastasen bei einer hoheren GefaRdichte im Vergleich zu 45 GefaRe/mm? bei den
Patienten ohne Metastasen mit einer geringeren Gefal3dichte detektieren (Weidner et
al. 1991). In keiner weiteren Publikation danach wurden allerdings so hohe
Unterschiede gesehen. Eine Arbeit der Gruppe um Hellmut G. Augustin veroffentlichte
2006 einen Fallbericht, in der sie die Gefafl3dichte im Nierenzellkarzinom (engl.: renal
cell carcinoma =RCC) untersuchten. Auch in diesem Fall war diese im anaplastischen
RCC Grad 3 geringer als in gut ausdifferenzierten Grad 1 RCC und dem normalen
Nierengewebe (Krneta et al., 2006). So deuten die Ergebnisse im anaplastischen RCC
darauf hin, dass eine geringe GefaRdichte fir Wachstum und Uberleben ausreichend

ist und demzufolge auch keine gesteigerte Angiogenese notig ist, so lange eine
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minimale GefaRdichte im Tumor aufrecht erhalten bleibt. Dies kdnnte teilweise durch
den Warburg Effekt erklart werden. Die Hypothese zur Krebsentstehung nach Otto
Warburg (1883-1970) besagt, dass Tumorzellen einen Defekt in der mitochondrialen
Atmung haben und aus diesem Grund die Energie fur ihr Wachstum aus anaeroben
Stoffwechselvorgangen beziehen, fiur die kein Sauerstoff nétig ist. In diesem
Zusammenhang beschreibt er den irreversiblen Verlust der sauerstoffabhangigen
Atmung und die daraus resultierenden anaeroben Stoffwechselvorgange als
elementaren Schritt fir die Gewinnung von Adenosintriphosphat (ATP) und so flr die
notige Energie im wachsenden Tumor (Warburg et al., 1924; Warburg, 1956,). Auch
Folkman beschreibt einen direkten Zusammenhang mit der Anzahl der Gefél3e und
der GefalRdichte beim Mammakarzinom in Arealen mit besonders aktiver
Angiogenese. Er sieht die hohe Gefal3dichte und die Anzahl der Gefal3e als Korrelation
mit Fernmetastasen und einer unvorteilhaften Prognose. Diese Ergebnisse
zusammengenommen, muss man die Frage stellen, ob die Bestimmung der
Gefalidichte sinnvoll ist oder nicht. Fur sich alleine genommen beschreibt die
Gefalidichte eben nur den Abstand zwischen zwei Gefallen und sagt per se nichts
Uber die angiogene Aktivitat, die Prognose oder Uber einen Therapieerfolg aus. In
Kombination mit anderen Untersuchungen, wie z.B. die Bestimmung des Ang-1/Ang-
2-Verhaltnisses, konnte die Aussagekraft jedoch deutlich gesteigert werden (Hlatky et
al., 2002).

In der vorgelegten Arbeit war im PCLBCL, LT im Vergleich mit indolenten PCBCL
gesteigerte, sprossende Angiogenese nachweisbar.

Sprossende Angiogenese, die Neubildung von GefalRen aus dem existierenden
Gefalinetz, ist stark abhangig von morphologischen Kriterien der beteiligten Tip- und
Stalk-Zellen. Die erste invadierende Zelle, die sogenannte Tip-Zelle, weildt kein Lumen
auf, aber zahlreiche Filopodien, die fur die Richtung der sprossenden, neuen Gefalie
verantwortlich sind. Sie bestehen im Wesentlichen aus F-Actin, einem Bestandteil des
Zytoskeletts, das fir Bewegung und Haftung eine grof3e Rolle spielt. Lange war man
der Meinung, dass die Filopodien unerlasslich wahrend der Angiogenese sind (Phng
und Gerhardt, 2013). Neue Ergebnisse einer Forschergruppe um Li-Kun Phng und
Holger Gerhardt zeigen jedoch, dass eine Endothelzellmigration ohne Filopodien
moglich ist (Phng und Gerhardt, 2013). In einem Tiermodell mit dem Zebrafisch
konnten sie z.B. durch Zugabe von Lactrulin B die Bildung von Filopodien inhibieren.
Die Endothelzellen generieren dann in Abwesenheit von Filopodien Lamellipodien.

Lamellipodien bestehen gleichermal3en aus F-Actin und sorgen fur die Migration der
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Endothelzellen, nur sehr viel langsamer. Ihre Forschungsergebnissen konnten zeigen,
dass die Filopodien nicht ausschlaggebend fir die Richtungssteuerung wéhrend der
Endothelzellmigration sind, sehr wohl aber wichtig sind fur effizientes Wachstum und
den Anastomosen zu den entgegensprossenden Endothelzellen (Phng et al., 2013).
Des Weiteren konnte eine Gruppe um Peter Carmeliet zeigen, wie wichtig die
Glykolyse als energieproduzierender Stoffwechselweg bei der Entstehung neuer
Gefalde ist. In ihrer Arbeit untersuchten sie die Rolle des Glykolyseaktivators PFKFB3
(6-Phosphofrukto-2-Kinase/Fruktose-2,6-Bisphosphatase 3). PFKFB3 ist wiederum
ein Aktivator von PFK-1 (Phosphofruktokinase-1), die eines der Schllisselenzyme
wahrend der Glykolyse ist. In diesem Zusammenhang scheint PFKFB3 nicht nur fur
die Endothelzellmigration verantwortlich zu sein, sondern auch fir die Bildung von F-
Actin und so auch fir die Entstehung von Lamellipodien und Filopodien (Bock et al.,
2013). Die zweite Zelle, die Stalk-Zelle, formt bereits ein Lumen. Die Zellen eines neu
wachsenden Blutgefal3es konkurrieren um den Tip-Zell-Phanotyp. Um die Integritat
des GefalRes sichern zu konnen, kann nur eine Zelle zur Tip-Zelle werden. Die
folgenden Zellen werden durch das DIlI-Notch System inhibiert. Um ein sicheres Mal}
fur die angiogene Aktivitat zur Verfigung zu haben, wéare es von Vorteil, einen
spezifischen Tip-Zell-Marker etablieren zu kénnen. Leider gibt es aber zum jetzigen
Zeitpunkt keine spezifischen Marker auf Proteinebene. In der vorgelegten Arbeit war
es nicht mdglich zu unterscheiden, ob PCBCL, LT im Vergleich zu den indolenten
PCBCL mehr oder weniger Tip-Zellen enthalten. Neben den fehlenden etablierten
Markern kam hier erschwerend hinzu, dass nicht geklart ist, ob Tip-Zellen in Tumoren
enthalten sind. Tip-und Stalk-Zellen besitzen eine unterschiedliche Expression der
Gene PDGFB, DIl4, Unc5b, Kdr und Flt4. Von diesen lasst sich mehr mRNA in den
Tip-Zellen als in den Stalk-Zellen nachweisen (Phng und Gerhardt, 2009). Auch eine
Gruppe um Raquel del Toro konnte in einer Veroffentlichung nur eine Reihe von Genen
und den daraus resultierenden Proteinen identifizieren, die in hdherem Mal3 in den Tip-
Zellen exprimiert werden. Einzig Angiopoietin-2 konnte als sezernierendes Molekul in
den Tip-Zellen detektiert werden (del Toro et al., 2010). Bis zu diesem Zeitpunkt konnte
noch kein Marker auf Genebene identifiziert werden, der spezifisch fur die Tip-Zellen
ist und einzig und alleine in diesen exprimiert wird (Phng und Gerhardt, 2009).

Neben dem DIl Notch 1-System ist Angiopoietin-2 wichtig fir die sprossende
Angiogenese (Felcht et al., 2012b). In Endothelzellen wirkt die Bindung von Ang-2 an
seinen Rezeptor Tie2 gefalidestabilisierend und somit proangiogen. Wéahrend die Ang-
2-induzierten Effekte in Endothelzellen im Rahmen der physiologischen Angiogenese
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weitestgehend aufgeklart sind, sind die Erkenntnisse der Effekte von Ang-2 in
Tumorzellen auf molekulargenetischer Ebene noch recht spérlich. Erste Studien
konnten zeigen, dass die Stimulation von Ang-2 in menschlichen
Mammakarzinomzellen zur Aktivierung von BCL-2 und damit zu einer schnelleren,
erleichterten Metastasierung fuhrt (Imanishi et al., 2011). Weiterhin konnte Ang-2 als
Tumorsuppressor in einem Lymphommodell bei M&usen charakterisiert werden (Bric
et al., 2009). In der vorliegenden Arbeit konnten signifikant hbhere Mengen an Ang-2
im PCBCL, LT detektiert werden. Die Ang-2 Effekte sind durch verschiedene
Mechanismen streng reguliert. Diese Prozesse beinhalten sowohl die Expression des
funktionellen Antagonisten von Ang-2, Ang-1, als auch die des Tie-2-Rezeptors. Hohe
Ang-2-Spiegel und niedrige oder konstante Ang-1-Spiegel sind obligat fir Ang-2-
induzierte Effekte. Ang-1 und Ang-2 besitzen die gleiche Bindungsaffinitat zum Tie-2-
Rezeptor (Augustin et al., 2009). In dieser Arbeit konnte im PCBCL, LT ein signifikant
geringeres Ang-1/-2-Verhéltnis festgestellt werden. Bei gleichzeitig hohen Ang-2
Spiegeln im PCBCL, LT lassen diese einen Ang-2-induzierten Effekt vermuten.
Interessanterweise liel3 sich bei sinkendem Ang-1-/Ang-2-Verhéltnis auch eine
signifikant geringere Expression des Tie-2-Rezeptors in den Endothelzellen
detektieren. Eine solche Endothelzellsubpopulation mit geringer Tie2 Expression ist
wahrend der Tumorangiogenese in verschiedene Tumoren bereits beschrieben
(Tanaka et al., 2002; Hida et al. 2004; Fathers et al., 2005; Hashizume et al., 2010;
Felcht et al., 2012b). Wahrend der physiologischen Angiogenese wird der Tie-2-
Rezeptor in nicht luminisierten, sprossenden Tip-Zellen herunterreguliert (Felcht et al.,
2012b). Daraus resultiert die Annahme, dass diese Endothelzellen mit geringer Tie2
Expression wahrend der Tumorangiogenese im PCBCL, LT einen Tip-Zell-artigen
Phanotyp reprasentieren. Diese Annahme wird durch die Beobachtung gestitzt, dass
im PCBCL, LT signifikant mehr kleine Gefal3e ohne Lumen zu detektieren sind. Eine
Forschergruppe um Acker-Palmer machte kirzlich die gleiche Entdeckung. Sie
beschrieben einen Tip-Zell-Phéanotyp, der durch Ephrin-B2 wahrend der
Tumorangiogenese induziert wird (Sawamiphak et al., 2010b). Wahrend der
physiologischen Angiogenese induziert Ang-2 in Tie2'°-Tip-Zellen die sprossende
Angiogenese. Diese Sprossung aus dem bestehenden Gefalinetzes ist
charakteristisch fir die Tip-Zell-Morphologie. Entsprechend dieser Beobachtung
reduziert die Inhibition von Ang-2 signifikant die Anzahl der Tip-Zellen in vivo sowie die
Menge an Filopodien pro Tip-Zelle (Felcht et al., 2012b). Weitere Studien missen
klaren, ob der Ang-2-induzierte Tip-Zell-Phanotyp auch den DIIV-Notchl Signalweg
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beeinflusst, der bei entziindungsbedingter Angiogenese beobachtet wurde (Gao et al.,
2013). Daneben mussen weitere Untersuchungen zeigen, ob die Tip-Zell Morphologie
mit physiologischen Tip-Zell-Markern wie z.B. uPAR oder ESM1 korreliert (Phng und
Gerhardt, 2009).

Ang-2 induziert in Tie2'°“-Tip-Zellen FAK-Phosphorylierung an Tyrosin397, RAC-
Aktivierung sowie die Migration und das Sprossen von Endothelzellen. Tip-Zellen
exprimieren Tie-2-Rezeptoren nur in geringem Ausmalf3. Im Gegensatz dazu kann eine
starke Expression von Tie-2-Rezeptoren in Stalk- und Phalanx-Zellen detektiert
werden (Felcht et al., 2012b). In Gegenwart seines hochaffinen Rezeptors Tie2
induziert Ang-2 eine Komplexbildung zwischen dem Tie2-Rezeptor, av33 Integrin und
FAK-Protein. FAK-Protein wird dann an Serin 910 phosphoryliert, was zur avf3
Integrininternalisierung und Degradierung fihrt (Thomas et al., 2010). Im Rahmen der
vorgelegten Arbeit wurde nicht untersucht, ob Ang-2 Tie2-abhangige Effekte in PCBCL
maoglicherweise induziert. Es erscheint jedoch gut moglich, da bei allen PCBCL der
Groldteil der Gefal3e den Tie2 Rezeptor exprimiert. Stattdessen lag der Fokus der
Arbeit auf der Analyse von Ang-2 induzierten Tie2 unabhangigen Effekten. In Tie2'o"
Endothelzellen induziert Ang-2 Stimulation FAK-Phosphorylierung an Tyrosin397 und
GefalRaussprossung. In der vorgelegten Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass
PCBCL, LT mehr p-FAK[Tyr397] Aktivitat in Endothelzellen aufweisen.

FAK ist ein wichtiges Protein in fokalen Adhasionskomplexen. In Verbindung mit den
Integrinen ist FAK flr die Zellmotilitat verantwortlich. In einer Reihe von Versuchen
wahrend der Embryonalentwicklung von Mausen konnte eine Forschergruppe um
Ssang-Taek Lim zeigen, dass die Inaktivierung von FAK in Abhangigkeit von p53 und
p21l zu einem Zellzyklusarrest fuhrt. Von entscheidender Bedeutung ist das n-
terminale Ende von FAK, FERM (Ezrin, Radixin, Moesin) (Lim et al., 2008). In
Verbindung mit Integrinen, Wachstumsfaktoren und den entsprechenden Rezeptoren
ist FAK fiir das Uberleben der Zellen verantwortlich, indem es die Mengen an p53,
einem Tumorsuppressor, gering halt. Entscheidend in diesem Regelkreis ist die
Kinaseaktivitat von FAK, durch die verschiedene andere Ligasen phosphoryliert
werden, in den Zellkern dislozieren und so p53 inaktivieren (Lim et al., 2008). Dem
gegenuber steht ein kinaseunabhangiger Funktionsmechanismus von FAK. Im Falle
des Verlustes der Integrinhaftung von FAK oder entstehendem Zellstress wird FAK in
das Zytosol freigesetzt und reichert sich hier an. Die gesteigerte Menge an FAK im
Zytoplasma fuhrt zu einem gesteigerten FERM-abhangigen Transport von FAK in den
Zellkern. FAK reichert sich nun dort an und halt Gber den proteolytischen Abbau von
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p53 die Menge an vorhandenem p53 gering. Dieser Mechanismus sorgt fir ein
gesteigertes Uberleben der Zellen (Lim et al., 2008) und wirkt somit gleichzeitig
proangiogen. Ob FAK Phosphorylierung an Thyrosin397 notwendig ist fir sprossende
Angiogenese, bleibt zu klaren.

Funktionelle Analysen sind aktuell in PCBCL nicht mdglich, da es keine etablierte
Zelllinie hierfur gibt. Dies zu entwickeln wird eine der grol3en Herausforderungen der
zukunftigen PCBCL-Forschung sein.

Es sind bereits einige anti-angiogene Therapeutika beschrieben und befinden sich in
der Anwendung bei verschieden Arten von Krebs. Monotherapien z.B. mit
Bevacizumab zeigen zwar anti-angiogene Effekte, fuhren aber nicht zu einem
verlangerten Uberleben in Versuchen mit Mausen. Es konnte in anderen
Vero6ffentlichungen gezeigt werden, dass die Kombination mit einer Chemotherapie
das Uberleben von Patienten mit T-Zell-Lymphom deutlich steigern kann (Mori et al.,
2014). Bexaroten (LGD1069 = Tagretin®) ist eine weitere Substanz, welche fur die
Behandlung von kutanen T-Zell-Lymphomen zugelassen ist. Bexaroten ist ein
synthetisches Retinoidanalogon. Es bindet spezifisch an den Retinoidrezeptor RXR
und hemmt dort die Proliferation, Adhasion, Migration und Invasion der Endothelzellen
(Fu et al, 2011), es wirkt somit anti-angiogen. In einer weiteren Veroffentlichung
kombinierten die Wissenschaftler Bexaroten mit Paclitaxel, einem Mitosegift einer
Pflanzenart aus der Familie der Eibengewachse. Sie konnten damit eine bessere anti-
proliferative und anti-metastatische Wirkung nachweisen. Zusatzlich konnten sie
belegen, dass die Kombination der zwei Substanzen einer entstehenden Resistenz
entgegenwirkt (Yen at al., 2006). Eine anti-VEGF-Therapie mit Bevacizumab zeigte im
humanen diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphom nur unbefriedigende Ergebnisse
(Ruan et al., 2013). Auf der Suche nach weiteren Zielzellen fur eine anti-angiogene
Therapie konnten die PDGFB* Perizyten als vielversprechende Angriffspunkte
ausgemacht werden (Chute wund Himburg, 2013). Perizyten stabilisieren
Endothelzellen der Kapillaren und sorgen so fur kontinuierlichen Blutfluss in neu
entstehenden GefalRen. Durch die Behandlung mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib
oder einem selektiven, monoklonalen Antikdrper (2C5), der den PDGFB blockiert
(Ruan et al., 2013), konnte der Funktionsverlust und eine reduzierte Anzahl der
Perizyten und somit ein verringertes GrofRenwachstum der Lymphome gezeigt werden
(Chute und Himburg, 2013). In dieser Arbeit wurden auch verschiedene Integrine
untersucht. Als Transmembranproteine wurde ihre wichtige Rolle innerhalb der

Angiogenese bereits erlautert. In einer Veroffentlichung von Sara Weis und David
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Cheresh wurde Uber die Integrine als mogliche therapeutische Ziele in der Behandlung
des Glioblastoms berichtet (Weis und Cheresh, 2011): Patienten wurden mit
Cilengitide, einem zyklischen Pentapeptid, behandelt, das selektiv an av3- und av35-
Integrine bindet. Die Therapie erwies sich als sehr sicher und fur die Patienten gut
vertraglich mit einer deutlich héheren Uberlebensrate. Weitere Studien missen klaren,
ob die Behandlung mit Cilengitide auch fur andere Krebsarten in Frage kommt. Ein
grofRes Problem bei der Behandlung von Patienten mit einer anti-angiogenen Therapie
ist, dass es keine validen Biomarker gibt, um vorab herauszufinden, welcher Patient
fur eine derartige Therapie geeignet ist (Weis und Cheresh, 2011). Anti-angiogene
Monotherapien sind leider oft nicht sehr erfolgreich. Bei einigen Krebsarten, wie z.B.
Nieren- und Leberkrebs, zeigt eine anti-VEGF-Therapie mit Bevacizumab in
Kombination mit einer Chemotherapie gute Erfolge. Gleichzeitig kann man sich die
Frage stellen, warum es z.B. beim Kolon- oder Brustkrebs keine guten Ergebnisse mit
der anti-angiogenen Therapie gibt. Entscheidend konnte auch bei diesen Krebsarten
die unterschiedliche Gefal3struktur sein (Weis und Cheresh, 2011). Ein weiterer
wichtiger Hinweis, warum manche Therapien in manchen Tumorarten erfolgreich sind
und in anderen nicht, kdnnte das Stammzellmodell liefern. In diesem beschreiben
Corbin E. Meacham und Sean J. Morrison eine kleine Subpopulation von
Nachkommen der sich teilenden Krebsstammzellen, welche tumorigene
Eigenschaften besitzen und so in der Lage sind, einen Tumor neu bilden zu kénnen.
Es ist bis heute nicht geklart, welche Krebsarten diesem Stammzellmodell folgen. Von
entscheidender Bedeutung ware, einen spezifischen Stammzellmarker zu etablieren,
der es ermdglicht, die tumorigenen Stammzellen herauszufinden und diese dann
gezielt zu bekampfen (Meacham und Morrison, 2013). Dies kdnnte eine Therapie
effektiver und fir die Patienten nebenwirkungsdrmer machen. Eine
nebenwirkungsarme und gleichzeitig maximal wirksame Therapie zu finden, ist auch
das Ziel beim PCLBCL, LT. Die vorgelegte Arbeit gibt einen ersten Hinweis darauf,
dass moglicherweise das Angiopoietin-2/Tie2-System von héherer Bedeutung fur die
Angiogenese beim PCLBCL, LT sein kénnte. Aufgrund des eingeschrankten klinischen
Erfolges einer anti-VEGF Therapie ist man auf der Suche nach neuen Zielmolekilen
der Angiogenese, welche dann auch in der Therapie Anwendung finden konnen.
Interaktion von Tie2 bzw. seinen Liganden Ang-1/Ang-2 gelten aktuell als
vielversprechend (Masiero et al., 2013; (Saharinen et al. 2017). Vielversprechend ist
in diesem Kontext auch der funktionelle Antagonist am Tie2-Rezeptor, Ang-2. Die

Expression von Ang-2 ist von vielen verschiedenen Stimuli des Tumors selbst und der
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Tumorumgebung abhéngig. In Verbindung mit VEGF spielt Ang-2 eine entscheidende
Rolle bei der Angiogenese, indem es gefal3destabilisierend und damit proangiogen
wirkt. Die Menge an Ang-2 im Serum korreliert mit der Menge an VEGF, z.B. im nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinom (Park et al. 2007). Die Patienten mit geringeren Ang-
2-Spiegeln haben eine deutlich bessere Uberlebensrate. Hohe Ang-2-Spiegel konnten
auch im Malignen Melanom dokumentiert werden (Helfrich et al. 2009). Somit konnte
die Menge an Ang-2 im Serum von Patienten ein aussagekraftiger Marker fur die
Progression, die Metastasierung und das Uberleben der Betroffen sein (Hu und
Cheng, 2009, (Felcht und Thomas 2015). Diese Beobachtungen zeigen das
therapeutische Potential, welches hinter einer anti-Ang-2 Therapie in der Behandlung
des PCLBCL, LT stecken kénnte. In dieser Arbeit wurden héhere Ang-2 Werte in den
PCLBCL, LT im Vergleich zu den gesunden Kontrollen PCFCL und PCMZL detektiert.
Eine anti-Ang-2-Therapie kénnte also unter diesen Umstanden ein
erfolgversprechendes Konzept sein. In der Therapie von Gefal3schaden, Inflammation
und Sepsis kdnnte diese Art der Therapie ebenfalls entscheidend zu einem besseren
Uberleben der Patienten beitragen. Forscher einer Gruppe um Andrew V. Benest und
Hellmut G. Augustin konnten zeigen, dass Ang-2, welches fur die Gefal3permeabilitat
verantwortlich ist, die Wirkung verschiedener Zytokine, wie z.B. Histamin, VEGF und
Bradykinin verstarkt. Auch andere Arbeitsgruppen konnten erhdhte Ang-2 Expression
in der Sepsis mit einer gesteigerten Hyperpermeabilitdt und einem Perizytenverlust
feststellen. Ang-2 alleine kann diese Wirkung nicht erreichen. Ein Verlust von Ang-2
fuhrt zu einer abgeschwachten zytokininduzierten Gefal3permeabilitat. In Anbetracht
dieser Ergebnisse wird die mogliche Bedeutung einer anti-Ang-2 Therapie auch bei

nicht-onkologischen Erkrankungen deutlich (Benest et al., 2013).
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Primar kutane diffus grof3zellige B-Zell-Lymphome, vom Beintyp (PCLBCL, LT), sind
seltene Tumore, Uber deren Pathophysiologie wenig bekannt ist. Ob sich das
Gefallnetz bzw. die Angiogenese zwischen PCLBCL, LT und indolenten PCBCL
unterscheidet, wurde bisher noch nicht im Detail untersucht. Ziel der vorgelegten Arbeit
sollte es sein, das Gefal3netz von indolenten PCBCL und PCLBCL, LT auf mogliche
Unterschiede hin zu untersuchen.

Immunhistochemische Untersuchungen von uns (Teichert*., Stumpf* .et al., 2015) und
anderen (Wobser et al., 2013) konnten nachweisen, dass die GefalRdichte in PCLBCL,
LT signifikant hoher ist als in indolenten PCBCL. Aufbauend hierauf wurde mittels
ELISA Technologie die Serumkonzentration von Angiopoietin-1 und-2 von indolenten
PCBCL, PCLBCL, LT und gesunden Kontrollen ermittelt und verglichen. Wahrend
Angiopietin-1 sowohl im Serum von indolenten PCBCL als auch in PCLBCL, LT
erniedrigt war, war Angiopoietin-2 einzig bei PCLBCL, LT Patienten im Serum erhoht.
Daraus resultierte, dass die Ang-1/Ang-2 Ratio bei PCLBCL, LT signifikant hoher war
als bei indolenten PCLBCL Patienten und den untersuchten gesunden Kontrollen.
Aufbauend hierauf wurde mittels Immunfluoreszenzfarbung die Expression des
Angiopoietin Rezeptors Tie2 im Endothel von PCBCL untersucht. Es zeigte sich, dass
sowohl in indolenten als auch in PCLBCL, LT Tumoren das Endothel teilweise eine
schwachere Tie2 Rezeptorexpression aufweist als das Endothel von gesunden
Kontrollen. In der Abwesenheit von Tie2 kann Angiopoietin-2 an die angiogenen
Integrine alphavbeta3, alphavbeta5 und alpha5betal binden.
Immunfluoreszenzfarbungen gegen diese drei Integrine konnten nachweisen, dass
das Endothel sowohl von indolenten PCBCL als auch PCLBCL, LT eine starke
Expression aller drei Integrine aufweist. Aufbauende konfokale Mikroskopanalysen
wiesen nach, dass in PCLBCL, LT das Endothel durch eine starkere Expression von
an Tyrosin397 phosphoryliertem FAK Protein (p-FAK[Tyr397]) und gesteigerter
sprossender Angiogenese gekennzeichnet ist. Sowohl p-FAK[Tyr397] Aktivitat als
auch sprossende Angiogenese werden in Endothelzellen mit niedriger Tie2 Expression
durch Angiopoietin-2 induziert. Da Zellmodelle fur die PCBCL Erkrankung fehlen,
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht Uberprift werden, ob die ermittelten hohen
Angiopoietin-2 Spiegel und detektierte p-FAK[Tyr397] Aktivitat und sprossende
Angiogenese funktionell in einem Zusammenhang stehen. Es sind weiterfihrende

Analysen notwendig, um die nachgewiesene gesteigerte Angiopoietin-2 Expression in
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PCLBCL, LT in ihrer Bedeutung beim PCLBCL, LT zu Uberprifen und zu ermitteln, ob
sich hier mogliche neue Therapieoptionen in Zukunft ergeben kdnnten.
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