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1 Zusammenfassung

Tumorangiogenese beschreibt den Prozess der de novo Gefal3entste-
hung beim Tumorwachstum. Ohne GefalRwachstum kénnen Tumore
eine Gr6Re von wenigen Millimetern nicht Gberschreiten. Daher kommt
es beim Tumorwachstum zu Gefal3verdnderungen entsprechend der
Tumorentitat, der Wachstumsgeschwindigkeit und der Malignitat. Wie
die einzelnen Veranderungen strukturell aussehen und in welcher Re-
lation dies zum Tumorwachstum steht und welche Faktoren hierbei ei-
ne Rolle spielen war bis zur Entstehung dieser Arbeit noch unzurei-
chend bekannt. Zur genaueren Untersuchung der morphologischen
Prozesse der GefalRentstehung, -reifung und schlieBlich der -
regression in verschiedenen Tumorwachstumsphasen wurde hier das
Rhabdomyosarkommodell der Ratte genommen, welches im Institut fur
Strahlenbiologie und Biophysik des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf in der Arbeitsgruppe von Herrn Professor Zywietz bereits
etabliert war. Die entnommenen soliden Tumore wurden morpholo-
gisch mittels der Lichtmikroskopie, der Semidinnschnitte und der E-
lektronenmikroskopie, sowie der Immunhistochemie flir Angiogenese-
faktoren wie Angiopoietin-1 und -2 sowie deren Rezeptor Tie-2, fur Ad-
hasionsmolekiile wie Integrin, fir Basalmembranproteine wie Laminin
und zur Darstellung peri-endothelialer Zellen fur alpha-Smooth-Muscle-
Actin, naher untersucht. Dabei zeigte sich, dass zur Beurteilung und
Charakterisierung  der unterschiedlichen  strukturellen  Gefal3-
Wachstumsphasen eine zonale Einteilung des Tumors in vier verschie-
dene Tumorzonen (Tumorzentrum, Intermedidrzone, Tumorrand und

Tumorumgebung) sinnvoll war. Die Untersuchungen ergaben, dass es



im Tumorzentrum zu einer Stabilisierung der Tumorgefaf3e kommt, in-
dem die inter-endothelialen Kontaktzonen stabilisiert und peri-
endotheliale Zellen in die Basalmembran der Gefal3wand mehr oder
weniger regulér integriert werden. Dabei geht die Gefal3-Permeabilitat
zurlck, kleinere und unreife GefalRe werden regressiv und folglich
kommt es zu einer Abnahme der Gefalidichte. Bei zu schnellem Tu-
morwachstum kommt es zu Tumorzellnekrosen im Tumorzentrum. In
der Tumorumgebung des Rhabdomyosarkoms zeigt das Gefal3bett ei-
ne normale Hierarchie. Die Tumorrandzone weist vernetzte und struk-
turell instabile Blutgefal3e auf. Im Gegensatz hierzu weist die Interme-
diarzone eine heterogene Organisation auf, bestehend aus teilweise
stabilisierten und teils noch instabilen Blutgefal3en.

Zusammenfassend konnte mit dieser Arbeit erstmalig gezeigt werden,
dass es auch beim Tumorwachstum zu einer partiellen Stabilisierung
der Tumorgefalle kommt und dies offensichtlich mit einer Nekrose des
Tumorgewebes einhergeht. Folglich kénnte dieser Prozess im Rahmen
der anti-angiogenetischen Tumortherapie von Bedeutung sein, indem
durch therapeutische Beschleunigung der GefaRwandstabilisierung der

Tumor zum Aushungern gezwungen wird.



2 Einleitung

2.1 Angiogenese

Angiogenese wird beschrieben als Neubildung von Blutgefal3en aus
bereits existierenden Gefal3en. Sie ist zu unterscheiden von der Vasku-
logenese (Wagner et al., 1994), die als de novo Entstehung eines pri-
maren Gefal3plexus wahrend der Embryogenese definiert ist (Folkman,
1991). Hierbei differenzieren sich die Endothelzellen aus mulitpotenten,
mesenchymalen Vorlauferzellen, die auch Angioblasten genannt wer-
den. Nach neuesten Erkenntnissen konnen auch postnatal zirkulieren-
de hdmatopoetische Vorlauferzellen zur Gefal3neubildung fihren. Dies
wird als postnatale Vaskulogenese bezeichnet (Gehling et al., 2000;
Rafii et al., 2002; Asahara et al., 2004). Kirzlich konnte gezeigt wer-
den, dass endotheliale Vorlauferzellen auch in der Wand der Blutgefa-
Re residieren, die in die Aussprossung neuer Blutgefalde involviert sind

(Zengin et al., 2006).

Die Angiogenese findet physiologisch in den weiblichen Reprodukti-
onsorganen (Plazenta, Uterus und Ovar) und bei der Wundheilung
statt. Im adulten Organismus sind BlutgefaRe weitgehend ruhend
(,quiescent®) (Hobson et al.,, 1984; Bischoff, 1995; Hanahan et al.,
1996). Bei pathologischen Veranderungen, wie rheumatoider Arthritis,
diabetischer Retinopathie, Psoriasis, Tumorwachstum und ihrer Metas-

tasen sind Blutgefal3e angiogenetisch aktiv (Folkman, 1995).



2.2 Die Bedeutung der Angiogenese fur das Tumorwach  stum

Die Bedeutung der Angiogenese fur das Wachstum solider Tumoren
wurde 1971 von Professor Folkman beschrieben (Folkman, 1971). Der
Tumor nimmt eine Sonderrolle in der pathologischen Angiogenese ein,
denn wachsende Tumore und ihre Metastasen benétigen permanent
neue Blutgefalie, um die Versorgung mit Nahrung, Sauerstoff und vor
allem dem Abtransport von toxischen Metaboliten aufrecht zu erhalten
(Holmgren et al., 1995). Ist dies nicht gegeben, wird der Tumor nekro-
tisch und zerféllt. Ohne BlutgefaRe kann der Tumor nicht gro3er als 1-2
mm?3 werden und somit auch keinen Schaden anrichten. Ferner ist die
Tumorneoangiogenese eine wesentliche Voraussetzung fir eine hama-

togene Metastasierung des Primartumors.

2.3 Regulation der Angiogenese

Der Vorgang der Angiogenese besteht aus einer Serie von Einzel-
schritten, die in einer bestimmten auf einander abgestimmten Reihen-
folge ablaufen. Der Prozess der Angiogenese wird durch Destabilisie-
rung der bestehenden, stabilen und ruhenden Gefal3e initiiert. Damit
neue Kapillaren im Rahmen der Angiogenese aus bestehenden Gefa-
Ben aussprossen kdnnen, mussen vor allem die GefalRwandzellen, be-
stehend aus Perizyten bei Kapillaren oder glatten Muskelzellen bei
grolReren GefalRen, zunachst von der GefdlRwand losgeldst werden
(Hanahan, 1997). Nach Lockerung der interzellularen Kontakte bewir-
ken die durch angiogene Reize aktivierten Endothelzellen dann durch
Sekretion von Kollagenasen und Matrix-Metalloproteinasen einen loka-

len Abbau der Basalmembran der GefalRwand und der extrazellularen



Matrix (Migantti et al., 1993; Moses, 1997). Die Endothelzellen wan-
dern in den perivaskularen Raum aus, proliferieren und bilden dann

Endothelzellsprosse.

Diese Aktivierung der Angiogenese erfolgt im Wesentlichen tber den
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und seinem Rezeptor
VEGFR-2. Durch erhohte Sekretion von VEGF, zum Beispiel durch
Tumorzellen, kommt es zur Auflosung der extrazellularen Matrix sowie
zur Proliferation und Migration von Endothelzellen. VEGF ist einer der

wirksamsten angiogenen Wachstumsfaktoren.

Weiterhin sind fur die Integration der Endothelzellen in die Extrazellu-
l[armatrix und fur die inter-endotheliale Adhasion Adhasionsmolekile,
wie zum Beispiel Integrine und Cadherine, unabdingbar (Gumbiner,

1996; Dejana et al., 1999 und 2000).

Im nachsten Schritt kommt es zur Adharenz der Endothelzellen unter-
einander, die sich zu Tubes (Gefalirohre) formieren und spater ein pri-
mitives Gefal3netz bilden. Zur weiteren Gefalireifung (,vascular matura-
tion“) erfolgt die Integration von Perizyten bei kleinen Kapillaren und
von glatten Muskelzellen bei grol3eren Gefal3en. Folglich werden die
Gefalde strukturell stabilisiert und in einen Ruhezustand tberfuhrt (Bi-

schoff et al., 1995; Ergln et al., 2005).

2.4 Strukturelle Gefal3stabilisierung

Das ausgewachsene Gefal3system besteht aus groRen Gefalien, wel-
ches sich durch Aufzweigungen in immer kleiner werdende Aste aufteilt

und schlie3lich mit der Erreichung des Zustandes einer Kapillare den



Prozess der Vernetzung terminiert. Ein heranwachsendes Blutgefal3
besteht aus einem endothelialem Tube, welches sich spater in eine
Vene oder in eine Arterie differenziert (Jain, 2003). Neue Erkenntnisse
lassen vermuten, dass Endothelzellen bei der Differenzierung bereits
determiniert werden, ob sie arteriell oder vents werden (Torres-
Vazquez et al., 2003). Kapillaren bestehen aus Endothelzellen, die eine
Basalmembran besitzen. Diese Basalmembran umschlief3t in der Regel
auch Perizyten. Je nach Gewebezugehotrigkeit (Muskel, Niere, Leber
und Hirn) sind die mikrovaskularen Endothelzellschichten kontinuierlich
oder nicht kontinuierlich, wobei Letzteres fenestriert oder mit Poren ver-
sehen ist. Arteriolen und Venulen besitzen zusatzlich glatte Muskelzel-
len. Insgesamt sind diese GefalRe in der Zirkumferenz gut organisiert.
Glatte Muskelzellen der Gefal3wand sind dicht gepackt und eng mit den
Endothelzellen verbunden. Die Wand grof3erer Gefalde ist in drei
Schichten aufgebaut. Sie ist zusammengesetzt aus der Intima, beste-
hend aus den Endothelzellen, der Media, bestehend aus glatten Mus-
kelzellen, einer Adventitia, bestehend aus Fibroblasten, der Extrazellu-
l[armatrix und einer elastischen Lamina. Die Blut- und Nahrstoffversor-
gung der Intima und Teile der Media erfolgt durch Diffusion tber das
GefalRlumen. Die Adventitia und die &uf3ere Zone der Tunica Media
werden durch gefaRwandeigene Blutgefal3e (Vasa vasorum) versorgt.
Das Zellwachstum der Endothelzellen hangt mit seiner Zellstruktur zu-
sammen (Folkman und Haudenschild, 1980). Mechanistische Kréafte
und Signalkaskaden aktivieren Wachstumsfaktoren, Zytokine und
Hormone. Zum Beispiel werden proangiogenetische Faktoren, wie

VEGF, in der Extrazellularmatrix an Hepararan-Sulfate gebunden.
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Durch Aktivierung von Matrix-Metalloproteasen, Heparinasen und
Plasmin kommt es zur Reorganisation der Extrazellularmatrix und
schlie3lich zu einer Freisetzung von VEGF aus der Matrix (Keyt et al.,

1996).

2.5 Angiogene Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren

2.5.1 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

VEGF-A (auch nur VEGF genannt) ist ein homodimeres Glykoprotein
mit struktureller Homologie zum Platelet-derived Growth Factor
(PDGF). Zudem ist VEGF auch in der Lage, die Gefal3permeabilitat zu
steigern, weshalb er auch initial als Vascular Permeability Factor (VPF)
genannt wurde (Senger et al., 1983; Leung et al., 1989; Ferrara et al.,
1989; Gospodarowicz, 1989). VEGF wirkt im adulten Organismus in
erster Linie Uber Permeabilitditsmodulation reifer Endothelzellen in
Blutgefallen ohne endotheliale Proliferationstendenz (Breier et al.,
2002). Ebenfalls ist bekannt, dass der permeabilitatssteigernde Effekt
von VEGF durch Lockerung der inter-endothelialen Kontakte einerseits
und durch Induktion zur Fenestrierung von Venen- und Kapilarendothel
andererseits, bedingt ist (Dvorak et al., 1995; Roberts und Palade,
1995; Ergun et al., 1997). VEGF steigert Uber 50.000-fach starker die

Gefal3permeabilitat als Histamin (Senger et al., 1986 und 1990).

Die VEGF-Familie wurde bereits in mehreren Ubersichtsarbeiten be-
schrieben (Klagsbrun und D’Amore, 1996; Achen und Stacker, 1998;
Neufeld et al., 1999; Veikkola und Alitalo, 1999; Ferrara et al., 2003;

Tammela et al., 2005). Verschiedene mRNA-Splicevarianten tragen zur
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Komplexitat dieser Familie bei (Houck et al., 1991; Baldwin et al.,

2001).

Es existieren vier VEGF Isoformen mit 121, 165, 189 und 206 Amino-
sauren (Tischer et al., 1991). VEGF wird von verschiedenen normalen
und entarteten Tumorzellen sezerniert. VEGF wurde spater als endo-
thelspezifisches Mitogen und als Angiogenesefaktor charakterisiert
(Connolly et al., 1989). Er beeinflusst sowohl die Proliferation als auch
die Motilitdt und somit die Migration der Endothelzellen sowie die endo-

theliale Tubeformierung (Yoshi-da et al., 1996).

Schon wahrend der Embryonalentwicklung spielt VEGF eine so zentra-
le Rolle fur die GefalRentwicklung, dass bereits die Ausschaltung eines
Allels des VEGF-Gens bei Mausen zu letalen vaskularen Fehlbildun-
gen fuhrt (Carmeliet et al., 1996; Ferrara et al., 1996). Die wichtigste
regulatorische Funktion von VEGF fur die Angiogenese beruht auf ei-
ner mehrfachen parakrinen Beeinflussung von Endothelzellen (Connol-
ly et al., 1989; Yoshida et al., 1996), wahrend ihre Apoptose gehemmt
wird (Watanabe und Dvorak, 1997; Gerber et al., 1998; Gupta et al.,
1999). Die Induktion der VEGF-Expression in verschiedensten Zellty-
pen erfolgt unter hypoxischen Bedingungen. Dies reguliert die Angio-
genese dahingehend, dass es zur ausreichenden Versorgung und Si-
cherstellung aller Gewebe kommt (Detmar et al., 1997; Marti und Ri-
sau, 1998). Bei pathologischen Prozessen, wie zum Beispiel Tumoren,
kommt es durch schnelles Tumorwachstum zu einer lokalen Hypoxie.
Da das fur VEGF kodierende Gen zu den unter hypoxischen Bedin-
gungen durch HIF-1 q, -2 a, -3 a (Hypoxia Inducible Factor) hochregu-

lierten Genen (Pugh und Ratcliffe, 2003) gehort, vermutet man eine Ak-
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tivierung der Angiogenese mittels Hochregulierung von VEGF durch
HIF-1 a (Semenza, 2003). Ebenso wird die Angiogenese wahrend der
Wundheilung und im adulten normalen Organismus malf3geblich durch

VEGF beeinflusst (Brown et al., 1992; Breier et al., 1992).

Wie oben beschrieben, spielt VEGF eine entscheidende Rolle im Rah-
men pathologischer Angiogenese. Die zentrale Bedeutung dieses Fak-
tors wird durch eine erhdhte VEGF-Expression in zahlreichen Tumor-

zelllinien verdeutlicht (Ferrara und Keyt, 1997).

Endogene angiogenetische und antiangiogenetische Faktoren agieren
unter normalen Bedingungen im Gleichgewicht. Wenn diese Balance
zugunsten der Aktivatoren verschoben wird, kommt es zum sogenann-
ten ,angiogenen switch® (Folkman, 1995; Hanahan und Folkman, 1996)

und die Angiogenese wird initiiert.

2.5.1.1 VEGF-Rezeptoren

VEGF entfaltet seine Wirkung durch Interaktion mit den VEGF-
Rezeptoren. Diese gehoéren zur Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen.
Auf Grund ihrer intrazellular gelegenen Tyrosinkinase-Doméane werden
sie der PDGF-Rezeptor-Familie zugerechnet. In ihrer extrazytoplasma-
tischen Doméne besitzen sie sieben Immunglobulin-&hnliche Domé&nen
(Neufeld et al., 1999, Veikkola und Alitalo, 1999). Bei Ligandenbindung
an die Rezeptoren VEGFR-1 (Fms-like tyrosine kinase-1, Flt-1) und
VEGFR-2 (Kinase-insert Domain Receptor, KDR, beim Menschen und

Fetal liver kinase, Flk-1, bei der Maus), kommt es zur Dimerisierung
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und Autophosphorylierung der Rezeptoren (Barleon et al., 1997, Shi-

buya et al., 1999).

Ein weiterer Rezeptor, der insbesondere VEGF-C und —D bindet, ist

VEGFR-3 (Flt-4), welcher zur selben Rezeptorfamilie gehort.

Die Annahme, dass die VEGF-Rezeptoren nur von Endothelzellen
exprimiert werden, wurde inzwischen durch mehrere Berichte widerlegt
(Millauer et al., 1993; Quinn et al., 1993). Folgende, nicht endotheliale
Zellen exprimieren mindestens einen oder beide VEGF-Rezeptoren.
Hierzu gehtren Monozyten, glatte Muskelzellen des Uterus, Stromazel-
len aus Hamangiomen, hdmatopoetische Zellen, Leydigzellen des Ho-
dens, Haarwurzelzellen und auch einige Tumorzellen (Katoh et al.,
1995; Barleon et al., 1996; Lachgar et al., 1996; Brown et al., 1997; Er-

gun et al., 1997; Herold-Mende et al., 1999 a und 1999 b).

Neben der Angiogenese wird auch die Lymphangiogenese mafigeblich
durch die Faktoren der VEGF-Familie beeinflusst. Dieser Prozess wird
im Wesentlichen mit Hilfe von VEGF-C und -D reguliert (Karkkainen et

al., 2002; Stacker et al., 2002).

Es ist bekannt, dass VEGFR-1 und -2 fir Differenzierung der Endothel-
zellen aus den Hamangioblasten (Fong et al., 1995; Shalaby et al.,
1995; Asahara und Kavamoto, 2004) und die darauf folgende Formie-
rung endothelialer Gefalirohre unverzichtbar sind. Diese Erkenntnis
liel3 sich durch Analysen an VEGF-Rezeptor-Knockout-Mausen eindeu-
tig belegen. Der VEGFR-2 beeinflusst die angiogenen und mitogenen
Effekte an Endothelzellen und unterliegt selber einer Autoregulation.
VEGF, VEGF-C und -D fuhren zu einer Hochregulierung von VEGFR-2

(Shima et al., 1995; Stacker et al., 2001). VEGFR-2-Knockout-Mause
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versterben am 8. Embryonaltag, da Endothelzellen nicht in genligender
Anzahl vorhanden sind. Im Gegensatz hierzu besitzen die VEGFR-1-
Knockout-Mause zwar eine ausreichende Zahl an Endothelzellen, ver-
sterben jedoch zwischen dem 9-10. Embroyonaltag daran, dass ein
funktionierender primarer Gefal3plexus nicht zustande kommt (Fong et

al., 1995; Shalaby et al., 1995).

2.5.2 Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2)

Die Familie der Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (FGF) sind Heparin-
bindenden Polypeptide. Durch alternatives Splicing des FGF-2-Gens
(Abraham et al., 1986) entstehen neben dem urspriinglich beschriebe-
nen 18 kDa-Polypeptid weitere, N-terminal erweiterte Isoformen von
22, 22,5 und 2 kDa durch Initierung an CUG-Codons. FGF-2 wird von
intakten Zellen auf einem endoplasmatischen Retikulum/Golgi-
unabhangigen Weg freigesetzt. Es besitzt jedoch keine Sekretions-

Signalsequenz (Abraham et al., 1986).

Die Faktoren der FGF-Familie spielen eine potente Rolle bei der Regu-
lation von Zellwachstum und Differenzierung (Ubersichten Folkman
und Klagsbrun, 1987; Christofori, 1997; Galzie et al., 1997). So beein-
flussen sie die gesamte embryonale Entwicklung, Reparatur und Re-
generation von Zellen und Gewebe einerseits und Entwicklung und
Progression von mehreren pathologischen Prozessen, auch malignen
Ursprungs, andererseits. FGF-2 Ubt seine Potenz primar auf Zellen
mesenchymaler Herkunft aus. Es sind jedoch auch Auswirkungen auf
Zellen ektodermalem und endodermalem Ursprungs bekannt. Abhan-

gig von der Zielzelle, dem die Zelle umgebenden Milieu und der darin
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befindlichen Agenzien beeinflusst FGF die Migration, die Morphologie,
die Differenzierung und Proliferation von Zellen (Baird und Klagsbrun,
1991). In vivo wirkt FGF-2 angiogen, beispielsweise im Kaninchen-
Kornea-Assay und auf der Chorioallantoismembran bebriteter Huh-

nereier (Friedlander et al., 1995).

Die angiogene Wirkung von FGF-2 beruht offenbar zum Teil auf einen
indirekten Mechanismus, da FGF-2 die VEGF-Sekretion von Endothel-
zellen stimuliert (Seghezzi et al., 1998). Antikérper gegen VEGF hem-
men sowohl die FGF-2-induzierte Proliferation von Endothelzellen in
vitro als auch die Angiogenese im Maus-Kornea-Assay in vivo (Seg-

hezzi et al., 1998).

2.5.2.1 Der FGF-2-Rezeptor

Als Rezeptoren fur FGF-2 fungieren ebenso wie bei VEGF als trans-
membrane Tyrosinkinaserezeptoren, FGFR-1 und FGFR-2, an die
FGF-2 mit hoher Affinitdt bindet. Zusatzlich kann FGF-2 mit geringer
Affinitat an Heparansulfat-Proteoglykane binden (Christofori, 1997). Die
FGF-Rezeptoren besitzen extrazellular 2-3 Immunglobulin-&hnliche
Doménen mit einer an sauren Aminosaure-reichen Region zwischen
der ersten und zweiten Doméane, eine Transmembrandoméane und in-
trazellular eine Tyrosinkinasedomane, die durch ein 14 Aminosaure-
ninsert unterbrochen ist. Durch alternatives Splicing der dritten Im-
munglobulindoméane entstehen verschiedene Isoformen, deren Ligan-

denspezifitat und Affinitat sich unterscheiden (Christofori, 1997).
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2.5.3 Angiopoietine

Beide Angiopoietine, Angl und Ang2, sind 75 kDa grof3e Proteine, die
sezerniert werden und eine gewisse Homologie in ihrer Sequenz auf-
weisen. Sie binden mit vergleichbarer Affinitat an den Tie-2 Rezeptor
(Tyrosine Kinase with Immunoglobulin and Epidermal Growth Factor

Homology Domain).

Es wurden bisher nur vier Liganden fir den Tie-2-Rezeptor identifiziert.
Diese sind die Angiopoietine-1 bis -4. Der Ligand fur den Tie-1 Rezep-
tor ist bis heute nicht bekannt (Davis et al., 1996; Davis et al., 1996;

Maisonpierre et al., 1997; Valenzuela et al., 1999).

Angl aktiviert den Tie-2 Rezeptor durch Phosphorylierung, Ang2 anta-
gonisiert diesen Prozess (Davis et al., 1996). Wahrend der Entwicklung
wird Angl von mesenchymalen Zellen, die das sich neu entwickelnde
Gefald umgeben, sezerniert (Davis et al., 1996). Diese sind bei Kapilla-
ren Perizyten und bei groReren Gefal3en Myozyten (glatte Muskelzel-

len).

Durch Aktivierung von Tie-2 werden perivaskulare Zellen rekrutiert und
in die GefalRwand integriert. Somit werden Gefal3e stabilisiert und re-
strukturiert. Angl festigt Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen und
gewahrleistet im erwachsenen Organismus durch konstitutive Aktivie-
rung von Tie-2 den Erhalt der GefalBwandstabilitat (Hanahan, 1997).
Ang2 inhibiert folglich diesen Prozess. Es l6st bestehende Bindungen
zwischen Endothel- und perivaskularen Stitzzellen auf und fthrt zur
Auflockerung der Gefalstruktur. An dieser Stelle entscheidet das Vor-
handensein von mitogenen Wachstumsfaktoren, wie VEGF, den weite-

ren Prozess. Ang2 induziert eine destabilisierende Signalkaskade, die

17



bei der Aussprossung neuer Blutgefal3e und bei der Regression beste-
hender GefalRe wirksam werden. Hierbei fiihrt die Anwesenheit von
weiteren proangiogenetischen Faktoren wie VEGF zur Proliferation und
Stabilisierung der Gefal3e, die Abwesenheit von VEGF dagegen zur
Gefaliregression (Stratmann et al.,, 1998; Yancopoulos et al., 2000;
Koh et al., 2002).

Als Antwort auf die Tie-2-Signalkaskade sezernieren die Endothelzel-
len PDGF, welches an mesenchymale Zellen bindet und diese zur
Zellmigration in Richtung der Endothelzellen anlockt. Sobald der Kon-
takt zwischen den Endothelzellen und den mesenchymalen Zellen
stattgefunden hat, kann Transforming Growth Factor beta (TGF-3) akti-
viert werden und die Differenzierung der mesenchymalen Zellen in glat-
te Muskelzellen oder Perizyten induzieren und die endotheliale Zellpro-
liferation und Matrixdeposition inhibieren. Eine Mangelerscheinung von
TGF-B, die durch Scheitern von Zellkontakten zwischen Endothelzellen
und glatten Muskelzellen zustande kommt, fuhrt zur mangelnden Ge-
falRvernetzung und Gefallmalformation, die in Tie-2 und Angl-

Knockout-Mausen beobachtet wird (Folkman und D’Amore, 1996).

2.5.4 Angiopoietin-Rezeptor Tie-2 (Tyrosine Kinase with Immu-

noglobulin and Epidermal Growth Factor Homology Dom ain)

Tie-Rezeptoren sind Tyrosinkinaserezeptoren, dessen extrazellulare,
aminoterminale Region aus einer kompletten und einer inkompletten
Immunglobulin-&hnlichen Doméne besteht, die drei EGF-ahnliche und

Cystein-reiche Domanen flankieren. Sie werden charakteristischerwei-



se auf GefalRendothelien exprimiert. Gefunden wurden sie jedoch auch
auf h&dmatopoetischen Stammzellen (Yano et al.,, 1997). Eine gestei-
gerte Expression konnte wahrend der Wundheilung, der Neovaskulari-
sation (Korhonen et al., 1992), in metastasierendem Melanom (Kaipai-
nen et al., 1994) und bei arteriovendésen Malformationen (Hatva et al.,

1996) usw. nachgewiesen werden.

Es sind bisher zwei verwandte Tie-Rezeptoren bekannt. Tie-1 (friher
Tie genannt) und Tie-2 (friher Tek genannt), wobei Letzteres zu 40%
Homologie zum Ersteren aufweist (Dumont et al., 1993; Maisonpierre

et al., 1993; Schnurch und Risau, 1993).

Die Funktion der Tie-Rezeptoren wurde erst durch Analyse von Knock-
out Mausen geklart. Diese Untersuchung zeigte, dass der Tie-1 Rezep-
tor wichtig fur die Entwicklung von Endothelzellen und fir die Morpho-
genese der Blutgeféalie ist. Die Tie-1-Null-Embryos litten unter Atem-
schwierigkeiten und boten subkutane sowie innere Hamorrhagien und
Odeme. Tie-2-Knockout-Mause hingegen starben bereits wahrend der
Embryogenese. Diese wiesen eine Malformation des Gefal3netzwerkes
bei normal entwickelten Endothelzellen auf (Dumont et al., 1994; Sato
et al., 1995). Tie-2 fuhrt zur Rekrutierung von Stromazellen (Perizyten
oder glatte Muskelzellen), die in die Wand neuer Blutgefal3e integriert
werden. Es erfolgt hierdurch die Stabilisierung der Gefal3struktur und
auch eine Restrukturierung der Blutgefal3e im Rahmen der Organoge-
nese (Hanahan, 1997). Folglich kbnnte die Expression dieses Molekils
auch als Marker der Restabilisierung von Tumorgefal3en benutzt wer-

den.
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2.5.5 avBs-Integrin

Integrine gehdren zur Famile der heterodimeren transmembrandsen
Adhésionsrezeptoren, die die Zell-Extrazellularmatrix Interaktionen und
in einigen Fallen die Zell-Zell-Adhéasion beeinflussen (Hynes, 1992).
Mehrere Integrine werden von Endothelzellen expremiert. Sie erlauben
das Andocken fir eine grol3e Vielfalt von Komponenten aus der Extra-
zellularmatrix. Diese beinhalten vor allem Fibronektin, Vitronektin, La-
minin, Kollagen-I und -1V, von-Willebrand Faktor und Fibrinogen

(Cheng et al., 1989).

Die Meisten aller Studien Uber Integrine wurden an qvgs-integrinen
vorgenommen. Am ruhenden, vollkommen entwickelten Gefal3system
ist dieses Integrin nicht nachweisbar. Jedoch ist er an proliferierenden
und wachsenden Endothelzellen durch eine hohe Expressionsrate sehr
gut nachzuweisen (Brooks et al., 1994). Die Ligandenbindung erfolgt
Uber eine RGD-Sequenz (Arg-Gly-Asp). Der B3-Schwanz des Integrins
ist in der Lage 21 verschiedene Proteine zu binden und somit die
Zellmobilitat, Proliferation, Differenzierung und Apoptose zu regulieren

(Zhao et al., 2004).

2.5.6 Laminin

Laminin ist ein Glykoprotein ohne Kollagenanteil, welches in der Ba-
salmembran anzutreffen ist (Aumailley und Smyth, 1998), und ein He-
terodimer, bestehend aus drei Untereinheiten (a, B und y). Insgesamt
sind 14 Isoformen bekannt. Sie unterliegen einer differenzierten Vertei-

lung im Gewebe und unterstltzen verschiedene Entwicklungsprozesse
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(Engvall et al., 1996; Patarroyo et al., 2002; Engbring et al., 2003). La-
minin ist essentiell fir den Erhalt der Basalmembran. Er tragt zur Ver-
ankerung von Zellen an der Basalmembran bei und fordert die Angio-
genese. Weiterhin fordert Laminin das Zellwachstum, die Zellprolifera-
tion, die Migration und die Differenzierung (Malinda et al.,, 1999;
Engbring et al., 2003). Laminin besitzt die Fahigkeit, an mehrere Re-
zeptoren zu binden, unter anderem an Integrine, an einen 67 kDa La-

mininrezeptor, Heparansulfat und an Dystroglykan.

2.5.7 Endostatin

Endostatin ist ein 20 kDa grof3es C-terminales Fragment des Kollagen-
XVIII, welches erst durch proteolytsiche Spaltung freigesetzt und dann
anti-angiogenetisch aktiv wird. Es besitzt eine starke antiangiogenti-
sche Potenz und ist ein spezifischer Hemmer der endothelialen Prolife-
ration und Migra-tion. Endostatin ist in der Lage, das Wachstum und
die Metastasierung von Tumoren mafgeblich zu hemmen (O'Reilly et
al., 1997). Die Behandlung mit rekombinantem Endostatin an Maustu-
mormodellen zeigte eine Regression der Tumore bis zu 1 mm?3 Grol3e.
Die Tumore verweilten unter Endostatintherapie in einer Art Ruhezu-
stand. Nach Unterbrechung der Therapie wuchsen sie wieder zu ihrer
originalen GrolRe an, bis sie dann nach mehreren Zyklen endgultig
nicht mehr wuchsen (O'Reilly et al., 1997). Die antiangiogenetische
Wirkung wird durch unterschiedliche Mechanismen herbeigefiihrt. Fol-
gende Mechanismen werden dazu in der Literatur erwéhnt: Interaktion
von Endostatin und Zink (Boehm et al., 1998), p-Catenin (Dixelius et

al., 2003), E-Selektin (Yu et al., 2004) und VEGFR-2 (Kim et al., 2002).
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Weiterhin stabilisiert Endostatin die Wand von neu gebildeten Blutge-
faken (Ergun et al., 2001; Schuch et al., 2005) und reduziert dadurch
vermutlich die Gefal3permeabilitat und die Angiogenese. An Kollagen-
XVIll/Endostatin-defizienten-Mausen konnte eine erhdhte Permeabilitat
der Blutgefal3e beobachtet werden (Yu et al., 2004). Weiterhin konnte
in in vivo und in vitro Studien gezeigt werden, dass Endostatin die
VEGF-induzierten Veranderungen an der GefaBwand, wie Offnung in-
ter-endothelialer Kontakte, Degradierung der Basallamina und Desin-
tegration der Perizyten aus der Kapillarwand blockiert und die Blutge-
falRe in einer normalen Struktur halt (Schuch G, persoénliche Mitteilun-
gen). Bisher konnten diese Studien jedoch nicht adaquat beim Men-

schen durchgefuhrt werden.

2.5.8 Vascular Endothelial Cadherin

Vascular Endothelial Cadherin (VE-Cadherin) gehort zur Familie der
Cadherine und ist ein Adhasionsmolekil (Takeichi, 1990), welches
erstmals 1991 von Suzuki, Sano und Tanihara identifiziert und geklont
wurde (Suzuki et al., 1991). Cadherine sind calciumabhangige Gly-
koproteine, die vor allem an homophilen Zell-Zell-Interaktionen beteiligt
sind und eine grofRe Rolle in der Zelladh&sion und embryonalen Ent-
wicklung spielen (Barth et al., 1997; Vleminckx und Kemler, 1999). Es
gibt mittlerweile sechs Subfamilien. VE-Cadherin gehort zur Untergrup-
pe der Typ-ll-Cadherine. VE-Cadherin benotigt zur Ausibung seiner
Funktion die Verankerung durch intrazellulare Bindungspartner, die Ca-
tenine. Diese wiederum stellen eine Verbindung zum Zytoskelett her

(Vleminckx und Kemler, 1999).
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Adhasionsmolekiile dienen im Organismus in erster Linie der Zell-Zell-
bzw. der Zell-Matrix-Interaktion. Sie haben neben ihrer zelladhasiven
auch signaltbertragende Wirkung und nehmen somit Teil an der Proli-
feration, Differenzierung und Migration von Zellen (Gumbiner, 1996;
Dejana et al., 1999 und 2001). VE-Cadherin wird auch Cadherin-5 oder
CD144 genannt (Nollet et al., 2000). Es ist ein Molekul mit héchster
Spezifitat fur Endothelzellen, da er nur hier exprimiert wird (Liao et al.,
2000). VE-Cadherin erhalt die normalen Gefal3strukturen intakt und be-
teiligt sich an der Regulation der endothelialen Permeabilitat, der Zell-
migration und der Angiogenese (Brevario et al., 1995; Corada, 1999;

Liao et al., 2000).

Die Hemmung von VE-Cadherin mittels Antikérper fuhrt zur erhdhten

GefalRpermeabilitat (Gotsch et al., 1997).
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2.6 Arbeitshypothese und Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob und inwieweit es zu einer
strukturellen Stabilisierung der Tumorgefale kommt, welche molekula-
re Mechanismen daran beteiligt sind und in welcher Relation dies zum

Tumorwachstum steht.

Zu Beginn dieser Arbeit wurde nach einem Tumormodell gesucht, wel-
ches gut etabliert war und ein schnelles Tumorwachstum sicherstellte.
Ebenfalls sollte es die Kriterien hinsichtlich einer zonalen Analyse (Tu-
morumgebung, Tumorrand und Tumorzentrum) als Vergleichmdglich-
keit innerhalb eines Tumors in den verschiedenen Wachstumsphasen
erfullen. Deshalb fiel die Entscheidung auf das Rhabdomyosarkom
R1H der Ratte, welches Professor Zywietz im Institut fur Strahlenbiolo-
gie und Biophysik des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf ein-

fuhrte und als Transplantationstumorsystem etablierte.

Die in diesem Tiermodell experimentell erzeugten Tumore wurden ent-
fernt und in die oben genannten Regionen unterteilt. Die Gewebebl6-
cke aus diesen Regionen wurden nach entsprechender Behandlung
zur Herstellung von Semidunnschnitten fir die Lichtmikroskopie, ultra-
dinnen Schnitten (80 nm) fir elektronenmikroskopische Analysen und
von dunnen Paraffinschnitten fir immunhistochemische Analysen be-
nutzt. Diese Analysen belegen, dass es vor allem in den zentralen Ab-
schnitten des Tumorgewebes zu einer Stabilisierung der Tumorblutge-
falke kommt und dies mit einer Reorganisation des lokalen Gefal3bettes

und einer Nekrose des Tumorgewebes einhergeht.
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3 Material und Methoden
3.1 Das Tumormodell

Die Untersuchungen wurden am Rhabdomyosarkom R1H der Ratte
durchgefuhrt. Der Primartumor war in der Kinnbackenmuskulatur einer
zuvor mit Rontgenstrahlen bestrahlten Ratte der Linie WAG/Rij im Jahr
1962 entstanden. Aus der daraus entwickelten Zelllinie ging die R1H-
Linie (H fir Hamburg) hervor (Jung et al., 1981 und 1990). Die Zellzyk-
lusdauer der R1H-Linie betragt 17.6 Stunden, die Tumorverdoppe-
lungszeit bei einem Ausgangsvolumen von 1.6 + 0.2 cm?® 4.0 Tage

(Jung et al., 1981).

Die Arbeitsgruppe von Herrn Professor Zywietz etablierte diesen Tu-
mor als Tumorwirtssystem im Institut fir Strahlenbiologie und Biophysik
des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf. Im Unterschied zur ur-
sprunglichen Zelllinie R1 hat die 1978 entstandene Zelllinie R1H einen
4-fachen DNA-Gehalt gegentber der Wirtszelle. Histologisch sind die
Tumorzellen aufgrund ihres héheren Volumens gut von Wirtszellen zu
unterscheiden. Zudem betragt der Anteil klonogener Zellen etwa 55%.
Eine immunogene Reaktion des Tumors auf das Wirtstier konnte aus-

geschlossen werden (Zywietz, 1990).
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3.2 Tumorwirtssystem

Als Wirtstiere dienten méannliche WAG/RIj-Ratten mit einem durch-
schnittlichen Kdrpergewicht von 200 + 20 g, die zum Implantationszeit-

punkt des Tumors neun Wochen alt waren.

Die Versuchstiere stammten aus der Tierzucht des Instituts fur Strah-
lenbiologie und Biophysik des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf. Sie wurden in Makrolonkafigen des Typs 3 auf Weichholz-
granulat (Altromin) bei kinstlichem Licht mit einem Hell-
Dunkelrhythmus von jeweils 12 Stunden gehalten. Die Luftfeuchtigkeit
betrug 55% und die Raumtemperatur wurde mittels Klimaanlage bei
konstanten 23° C + 2°C gehalten. Diese Art der Lab orratten-Haltung

entsprach den Empfehlungen von Baker (Baker et al., 1979).

Die Nahrung der Tiere bestand aus einer pelletierten Haltungsdiat
(Altromin 1324) und Wasser ad libitum. Die Genehmigung zur Durch-
fuhrung der Experimente erfolgte durch die Gesundheitsbehdrde der
Freien und Hansestadt Hamburg. Grundvoraussetzung war die Einhal-
tung der Richtlinien fur Labortierhaltung sowie dem Tierschutzgesetz

von 1987.
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3.3 Tumorimplantation

Die Tumorimplantation erfolgte bei neun Wochen alten méannlichen
WAG/RIj-Ratten. Der Spendertumor wurde einer drei Wochen alten
Ratte entnommen. Beide Tiere bekamen fur die Narkose eine intra-
muskulére Injektion in den Musculus gluteus maximus mit einer Kom-
bination von 6 mg/kg KG Rompun® (Fa. Bayer, Leverkusen) und 50
mg/kg KG Ketavet® (Fa. Parke-Davis, Detroit, USA). Der Gewebewlir-
fel wurde aus der vitalen bindegewebsfreien Randzone mit einer Kan-
tenlange von etwa 1 mm entnommen und anschliel3end bis zur Implan-
tation auf einer sterilen, mit physiologischer Kochsalzldsung getrankten
Mullplatte verwahrt. Dem Versuchstier wurde nach Desinfektion mit Cu-
tasept® (Fa. Bode, Hamburg, Germany) und elektrischer Rasur das
Implantat subkutan in die rechte Flanke gelegt. Der 8 mm lange Schnitt
wurde mit einer Metallklammer (Autoclips®, Fa. Clay Adams, USA)
verschlossen und mit Nobecutan® (Fa. Bode) bespruht. Nach 9 Tagen
wurde die Klammer entfernt. Die R1H-Tumoren (Abb. 1) wachsen nach
der Implantation zu einem ellipsoiden, auf seiner muskularen Grundla-
ge verschieblichen, von einer Bindegewebskapsel umschlossenen, so-

liden Gewebskdrper heran (Zywietz, 1990).
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Codman

Abb. 1: Ratte der Linie WAG/RIij mit einem implantierten Rhabdomyosarkom
R1H. Deutlich ist der subkutan liegende Tumor (Inhalt der schwarz gestri-
chelten Linie), an der rechten aul3eren Flanke zu ersehen.

Abb. 2: Entfernte Rhabdomydéarkome
In toto entfernte zwei Rhabdomyosarkome mit gut ersichtlicher GefaRinjek-
tion (Stern) und Gefal3stimpfen (Pfeile).
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3.4 Tumorvolumenbestimmung

Das transkutane Ausmessen des Tumorvolumens wird mit einer
Schiebelehre berechnet. Hierbei werden die Tumorlange (L) und zwei

Durchmesser (Breite (B) und Hohe (H)) bestimmt.

Die Berechnung erfolgte mit Hilfe der Formel fiir das Rotationsellipsoid:

VA = p— (1-2d) x (b — 2d) x (h — 2d)

Diese Tumorvolumenbestimmung wurde bei jedem Tier taglich durch-

gefuhrt. Fir die Untersuchungen wurden 10 Tiere ausgewabhilt.

Die Tumortransplantation erfolgte am 28.10.1997. Die ersten Tumoren

wurden am 17.11.1997, also 20 Tage spater, entnommen (Abb. 2).

3.5 Aufarbeitung von Gewebe

Nach Entnahme der Tumoren musste umgehend deren Weiterverarbei-
tung sichergestellt werden. Vorsicht war vor allem beim Zerlegen des
Tumors geboten. Es durften keine Druckstellen oder Quetschungen

entstehen.

Da die Tumoren jeweils in verschiedenen Wachstumsphasen geerntet
wurden, besalRen sie unterschiedliche Volumina. Die Grél3en reichten

von 0.28 cm3 bis 1.92 cm3.
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Der Tumor wurde mit Hilfe eines Skalpells in zwei Halften geschnitten
(Abb. 3). Eine Halfte wurde in flissigem Stickstoff konserviert, die An-

dere wie folgt behandelt:

- Ein Stick Gewebe von der GroRe 2-5 mm im Durchmesser aus

dem Tumorzentrum wurde in Bouin’scher Losung (s. 2.6) fixiert.

- Ein Stick Gewebe vom Tumorrand/-umgebung wurde in

Bouin’scher LAsung (s. 2.6) fixiert.

- Ein Stick Gewebe von der GroRe 2-5 mm im Durchmesser aus

dem Tumorzentrum wurde in Glutaraldehyd fixiert (s.2.6)

- Ein Stick Gewebe vom Tumorrand/-umgebung wurde in Gluta-

raldehyd fixiert.

i T

Abb. 3: Querschnitt durch ein Rhabdomyosarkom mit Zentralnekrose
Erkennbar ist eine zonale Verteilung mit Unterscheidung des Tumor-
zentrums (Inhalt der weiRen gestrichelten Linie) von der Intermediarzo-
ne (Inhalt der schwarzen Linie). Inmitten des Tumorzentrums befindet
sich eine Nekrosezone (Stern). Weiterhin ist ein Blutgefastumpf er-
kennbar (weil3er Pfeil).
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3.6 Materialien und ihre Aufarbeitung

Fixierung der Gewebeproben in Bouin'scher L6sung:

Die entnommenen Tumorproben wurden fur 24 Stunden in frisch ange-

setzter Bouin’scher Losung bei Raumtemperatur fixiert.

Fur 100 ml Bouin’scher Losung werden bendtigt:

-75 ml Pikrinsdure (Merck, Darmstadt)
-15 ml Formaldehyd (37%-ig, Merck)

- 5 ml Eisessig (100%-ig, Riedel de Haen, Seelze)

Paraffineinbettung:

Nach Fixierung in Bouin’scher Lésung wurden die Gewebsstiicke ei-
nem dreitdgigen Dehydratationsverfahren mittels aufsteigender Alko-
holreihe unterzogen. Die ersten 48 Stunden wurden die Gewebestlcke
in 70%-igem Alkohol gelagert. Anschlie3end erfolgte eine automatische
Entwasserung im Paraffinautomaten. Zwei Stunden 80%, eine Stunde
95%, 5 x 1 Stunde 100% Athanol. Nach 3 x 2 Stunden Methylbenzoat
(Merck) wurden die Gewebestiicke in flissigem Paraffin/Histowax
(Reichert und Jung, Osterreich) fiir vorerst zwei, dann acht Stunden

eingelegt, bevor sie in Paraffinblécke gegossen wurden.
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Obijekttragerbeschichtung fur die immunhistochemischen Analysen:

Zur besseren Haftung der Schnitte am Objekttrager wurden diese mit
einer Gelatine-Chromalaun-Mischung beschichtet. Zum Herstellen die-

ser Losung wurden folgende Materialien ben6étigt:

- 500 mg Gelatinepulver (Merck)
- 50 mg Chromalaun (Kaliumchromsulfat, Merck)

- ad 100 ml Aqua dest.

Die Mischung wurde zum Quellen gebracht und unter Ruhren auf 50°C
erwarmt. Staubfreie Objekttrager wurden nach zweimaliger Filtration
der Losung in diese getaucht und dann fur 24 Stunden in Trockenkas-

ten bei Raumtemperatur aufgestellt.

Herstellung von Paraffinschnitten:

Das Schneiden der Paraffinblocke erfolgte an einem Schlittenmikrotom
der Firma Zeiss (Jena). Fiur die Hamalaun-Eosin-Farbung wurden 5 pm
dicke Schnitte auf unbeschichtete Objekttrager und fiur die immunhisto-
chemischen Untersuchungen 6 pm dicke Schnitte auf Gelatine-
Chromalaun-beschichtete Objekttrager angefertigt. AnschlieRend wur-

den die Schnitte bei 40°C Uber Nacht getrocknet.

32



Farbung der Paraffinschnitte mit Hamalaun-Eosin:

Zur histologischen Beurteilung und generellen Ubersicht wurde von je-
dem Paraffinblock ein Schnitt mit Hamalaun-Eosin gefarbt. Beginnend
mit der Entparaffinierung, 3 x 5 Minuten Xylolersatzlésung XEM-200
(Fa. Vogel Giel3en), folgte die Rehydratation der Schnitte mittels ab-
steigender Alkoholreihe (je 5 Minuten 100%, 95%, 80%, 70% Athanol)
und Aqua dest. AnschlieBend wurden die Zellkerne mit 0.5 %-iger
Mayers Hamalaunldésung (Merck) 5 bis 7 Minuten gefarbt. Weiterhin er-
folgte ein kurzes Differenzieren in 1%-iger Essigsaure und Ausspilen
des Farbuberschusses mit Leitungswasser sowie das Blauen der
Schnitte (10 Minuten unter flielBendem Leitungswasser entwickeln las-
sen). Zur Gegenfarbung wurden die Schnitte in einer 0.1%-igen Eo-
sin/Athanol-L6sung (Merck) fir 3 -7 Minuten getaucht. Die Differenzie-
rung in 96%-igem Athanol entfernte das tberschiissige Eosin. Zum
Abschluss erfolgte ein 3 x 5 minutiges Bad mit Xylolersatz-Losung be-
vor die Gewebeschnitte mit Eukitt (Fa. Kindler, Freiburg) eingedeckt

wurden.

Semidiinnschnitttechnik:

Gewebeblocke aus den entfernten Tumoren wurden Uber Nacht bei
+4°C in 5.5 %-igem Glutaraldehyd fixiert. Anschlie Rend wurden sie mit
1%-igem Osmium-Saccharose-Phosphatpuffer fir 2 Stunden nachfi-
xiert, in aufsteigender Alkoholreihe (je 15 Minuten in 35%, 50%, 70%,
96%, 3 x 100% Athanol (Merck) entwassert, in Propylenoxid (2 x 15
Minuten, Serva, Heidelberg) inkubiert und in Epon 812 (Luft, 1961) ein-

gebettet.
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Von diesen Blocken wurden dann 1 um dicke Semidinnschnitte ange-
fertigt und mit Toluidin/Pyronin gefarbt. Dazu wurden die Semidinn-
schnitte auf die Oberflache der Toluidin/Pyronin-Lésung (Ito und Win-
chester, 1963) uUbertragen und freischwimmend circa 5 Minuten bei 80°
C auf einer Heizplatte gefarbt. Anschliel3end wurde die Uberschiissige
Farbe mit Leitungswasser entfernt und die Schnitte auf Objekttrager
gebracht. Nach Trocknung der Schnitte wurden diese mit Caedex

(Merck) eingedeckt.

Elektronenmikroskopie:

Von den oben beschriebenen Eponblécken wurden Feinschnitte (80
nm dick) angefertigt und auf Kupfer-Gitternetze gezogen. Danach er-
folgte die Kontrastierung durch Bleinitrat. Anschlielend wurden die
Schnitte mit Hilfe eines Elektronenmikroskops (Phillips, Hamburg) ana-

lysiert.



3.7 Immunhistochemie: Methodik und Antikdrper

Immunhistochemie mit monoklonalen und polyklonalen Antikdrpern:

Alle immunhistochemischen Untersuchungen wurden mit der von Davi-
doff und Schulze (Davidoff und Schulze, 1990) nach Zaborszky und Le-
ranth (Zaborszky und Leranth, 1985) modifizierten Technik durchge-
fuhrt. Die Methoden bestehen aus der Kombination Peroxidase-Anti-
Peroxidase (PAP) und dem Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (ABC).
Es kamen unterschiedliche Antikérper, monoklonale und polyklonale,
zur Anwendung. Im Einzelnen wurden folgende Schritte bei der Immun-
farbung durchgefuhrt: Zur Entparaffinierung wurde das Gewebe 3 x 5
Minuten in Xylolersatz getaucht. Die Rehydrierung erfolgte mittels ab-
steigender Alkoholreihe (je 5 Minuten in 100%, 95%, 80%, 70% Atha-
nol und Aqua dest.). AnschlieRend wurde das Gewebe in PBS-Puffer
fur 15 Minuten gespult. Es folgte eine halbstiindige Inkubation der
Schnitte mit dem 2%-igem normalen Kaninchenserum ftr die monoklo-
nalen Antikorper und dem Schweineserum (beide Seren von Sigma;
Dako, USA) fir die polyklonalen Antikdrper. Alle Schnitte wurden mit
mindestens 100 — 200 ul von oben genanntem Serum oder Antikdrper

benetzt.

Nach Entfernen der Seren wurden alle Schnitte, ausgenommen die
Negativkontrollen, mit PBS, BSA- und NaNsz-verdinntem Antikorper
(Verhaltnisse siehe unten) benetzt. Diese wurden dann bei +4°C in ei-
ner feuchten Kammer Gber Nacht inkubiert. Die Negativkontrolle wurde

nur mit einem antikorperfreien PBS, BSA- und NaN3;-Gemisch benetzt.
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Nach 24 stindiger Inkubation wurden die Antikérper durch 3 x 10 Minu-
ten Waschen mit PBS entfernt. Der verdinnte Sekundarantikorper
wurde dann aufgetragen (anti-Maus Immunglobulin G (IgG) fir den
monoklonalen und anti-Kaninchen oder anti-Ziege IgG fur den polyklo-
nalen Antikdrper) und fur 1 Stunde bei Raumtemperatur in der feuchten
Kammer inkubiert. Anschliel3end wurden die Schnitte 2 x 10 Minuten
mit PBS gewaschen und fur eine halbe Stunde mit dem PAP-Komplex
(Maus-PAP fur den monoklonalen und Kaninchen-PAP flr den polyklo-
nalen Antikorper) inkubiert. Die Schnitte wurden erneut 2 x 10 Minuten

mit PBS gewaschen.

Danach wurde der frisch angesetzte ABC-Komplex fur eine halbe
Stunde aufgetragen. Die Schnitte wurden dann fir 10 Minuten in PBS
und fur weitere 10 Minuten in PB gewaschen. Daran schloss sich die
Entwicklung der Peroxidase-Aktivitdt durch die Nickel-verstarkte Glu-
koseoxidase-Technik an. Die Entwicklung der spezifischen Farbung
wurde unter mikroskopischer Kontrolle bis maximal 30 min beobachtet
und bei ausreichender Intensitat gestoppt. Um die Residuen der Pero-
xidase-Aktivitat zu entfernen, wurden die Schnitte 3 x 5 Minuten mit
PBS gespdlt. In einigen Fallen wurde eine Gegenfarbung mit Kernecht-
rot durchgefihrt. Es erfolgte das Dehydrieren der Schnitte mittels auf-
steigender Alkoholreihe (je 5 Minuten 70%, 80%, 96%, 2 x 100% Atha-
nol) an die sich die Inkubation mit 3 x 5 Minuten Xylol-ersatz anschloss.
Zum Schluss wurden die Schnitte unter Verwendung von Eukitt mit ge-

eigneten Deckglasern eingedeckelt.
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Verwendete Antikdrper:

Tab. 1
) Mono- Poly- _
Antikorper Verdinnung Firma
klonal klonal
Laminin X 1:25 Sigma
) Santa
Integrin X 1:100
Cruz
Angiopoi- Santa
g' P X 1:75
etin-1 Cruz
Angiopoi- Santa
g- P X 1:150
etin-2 Cruz
a-SMA X 1:100 Serotec
. Santa
Tie-2 X 1:500
Cruz
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4 Ergebnisse
4.1 Histologie und Organisation des Rhabdomyosarkom S

Zunéchst wurde das Tumorgewebe des Rhabdomyosarkoms anhand
lichtmikroskopischer Evaluation an HE-gefarbten Paraffinschnitten stu-
diert. Das Rhabdomyosarkom war makroskopisch ein kapselbegrenz-
ter, solider Tumor mit einer hdmorrhagischen, teils herausgeldsten
Zentralnekrose. Der Tumor wurde von einer Schicht normalen Binde-
und Fettgewebes umgeben (Abb. 4 A). In den intakten Tumorbezirken
sah man dicht aneinander liegende polymorphe Tumorzellen mit einem
sehr geringen interstitiellen Gewebeanteil (Abb. 4 B). Die Tumorzellen
waren teilweise spindelformig und lang gestreckt und wiesen unter-
schiedliche KerngréRen auf. Die Rhabdomyoblasten wiesen multiple
Nukleolen vor, die prominent wirkten. Verteilt im gesamten Tumorge-

webe sah man zahlreiche Mitosefiguren.

An einigen Regionen kamen interstitielle Odeme zum Vorschein sowie
beieinander liegende eingestreute intakte und nekrotische Tumorbezir-
ke (Abb. 4 C und D). In den Tumorzellnekrosen fanden sich multiple
Apoptosen, in denen das Zytoplasma nur noch als Umriss wahrzuneh-
men war, und grof3e Vakuolen sowie aufgehellte Kerne. Weiterhin er-

kannte man Areale mit Einblutungen.

Die Vaskularisation des Tumors erfolgte durch Arteriolen, die der Kap-
sel auflagen bzw. sie marginal penetrierten. Von dort aus gingen diese
in Richtung Tumorzentrum ab, bis sie sich diffus verzweigten. In den
Nekrosenzonen erkannte man nur mitten quer oder langs angeschnit-
tenen Tumorzell-Cluster groRere und offensichtlich strukturell stabili-

sierte Blutgefafl3e. Kennzeichnend hierfur war, dass in den Nekrosena-
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realen des Tumorzentrums Tumorzellen, die in 3-4 Schichten zirkular
um ein relativ stabil erscheinendes Blutgefal3, vital erschienen, wéh-
rend Ubriges Tumorgewebe nekrotisch war (Abb. D). Fur die Untersu-
chung wurde Rhabdomyosarkomgewebe von 10 Ratten benutzt. Die
Tumore wiesen einen Durchmesser von 0.28 cm3 bis 1.92 cm? in der

GrofRenvariabilitdt auf.

Um den Aufbau und die Organisation der Blutgefaf3e in und um das
Rhabdomyosarkom in Detail und vergleichend untersuchen zu kénnen,
wurde folgende Untergliederung des Tumorgewebes vorgenommen:
Tumorumgebung, Tumorrand, Intermediarzone und Tumorzentrum. Als
Intermediarzone ist die Ubergangszone zwischen Tumorrand und Tu-

morzentrum definiert.
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Abb.4: Histologie des Rhabdomyosarkoms in HE-Farbung.
Querschnitt durch eine Tumorumgebung mit Fettgewebe (Blockpfeil) und normalem Binde-
gewebe (Stern) sowie Anschnitte von kleinen und gréReren Gefal3en (Pfeile, Abb. A). Quer-
schnitt durch einen Tumorrand mit kompletter diffuser Infiltration des Gewebes. Es sind
keine Nekrosezonen zu erkennen (Abb. B). Diffuse Tumorinfiltration der Intermedidrzone
mit einer eingebluteten Zone (Blockpfeil) und apoptotischen Zellen sowie einem verzweig-
tem BlutgefaR? (Pfeil, Abb. C). Im Tumorzentrum sind Blutgefal3e (Pfeile) inmitten einer noch
teilweise vitalen Tumorinsel zu erkennen, die von Nekrosen umgeben werden (Abb. D,
Blockpfeil). A-B: 200x; C-D: 450x

4.2 Lichtmikroskopische Evaluation der Tumorgefalie anhand

von Semidinnschnitten

Zusatzlich zu den Paraffinschnitten erfolgte eine feinere strukturelle
Analyse der TumorgefaRe an Semidinnschnitten von in Epon einge-
bettetem Tumorgewebe. In der Tumorumgebung befanden sich reich-
lich Fettzellen, BlutgefdRe und normales Bindegewebe ohne Tumor-
zellanteil (Abb. 5 A).

Im Tumorrand waren Tumorzellen, die meistens polymorph gestaltete
Kerne vorwiesen, in Gruppen angeordnet. Erkennbar waren kleine,

stark vernetzte, in Zwickeln zwischen den Tumorzellgruppen teilweise
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erweiterte Blutgefal3e, die ebenfalls stark vernetzt waren und die Tu-
morzellgruppen umgaben (Abb. 5 A und B).

In der Intermediarzone waren Tumorzellen zu erkennen, deren Zytop-
lasmen teilweise verquollen wirkten. Neben zahlreichen Mitosefiguren
dominierten vor allem gro3ere Blutgeféal3e (Abb. 5 C). In dieser Zone
war eine Veranderung der Anordnung der Tumorzellen in Relation zu
den Tumorgefallen zu sehen. Stellenweise wurden nicht die Tumor-
zellgruppen von einem dichten Gefal3netz umgeben wie im Tumorrand
beschrieben, sondern die Tumorzellen ordneten sich zirkular um die
Blutgefal3e, die in ihrem Durchmesser deutlich grol3er erschienen als
die Gefalie des Tumorrandes.

Im Tumorzentrum lagen Inseln von vitalen Tumorzellen inmitten grof3er
nekrotischer Areale. Genauere lichtmikroskpische Analysen ergaben,
dass, wie in der Intermediarzone beschrieben, diese vitalen Zellen zir-
kuldr, in 5-7 Schichten, um ein stabil erscheinendes Gefald gruppiert
waren. In der nachsten Umgebung erkannte man im Absterben befind-
liche Tumorzellen sowie Zellabfall (Abb. 5 D). In Gewebearealen, die
relativ weiter entfernt von diesen grof3en Blutgefal3en lagen, war nur
nekrotisches Material erkennbar. Stellenweise waren kleine Gefal3ab-
zweigungen aus den grof3en Blutgefaf3e zu sehen, die jedoch kurz
nach ihrem Abgang in dem weiteren Verlauf nicht mehr zu verfolgen
waren, da sie in den nekrotischen Arealen offensichtlich untergegan-

gen waren.
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Abb.5: Semidlinnschnitte der Rhabdomyosarkome.

In der Tumorumgebung befinden sich zahlreiche Fettzellen (Stern), Blutgeféa3e (schwarze Pfei-
le) und normale Bindegewebszellen (weiRRer Pfeil, Abb. 5 A). Erkennbar ist weiterhin der Uber-
gang zum Tumorrand (Kreuz, Abb. 5 A und B). Hier befinden sich weiterhin Tumorzellen mit
zahlreichen Kernatypien sowie Blutgefaf3e (Pfeile). Zahlreiche kleine BlutgefalRe sind in Zwi-
ckeln zwischen den Tumorzellen angeordnet und bei dieser VergréRerung nicht klar erkennbar.
In der Intermediarzone wirken Tumorzellen polymorpher. Ebenfalls erkennt man Blutgefal3e
(Pfeile). Diese werden durch Tumorzellen zirkulér flankiert (Abb. 5 C). Im Tumorzentrum befin-
den sich Nekrosezonen (Stern). In einem vitalen Areal befindet sich ein Blutgefal? (weifd gestri-
cheltes Feld mit schwarzem Pfeil), welches unmittelbar von einer zirkularen Schicht, bestehend
aus 5-7 Tumorzellreihen, umgeben wird (Abb. 5 D). A:150x; B-D: 850x
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4.3 Ultrastrukturelle Analysen der TumorgefafRe beim Rhabdo-
myosarkom der Ratte

Um die aus den lichtmikroskopischen Analysen gewonnenen Befunde
untermauern und verifizieren zu kénnen, wurden elektronenmikrosko-
pische Untersuchungen an ultradiinnen Schnitten (80 nm dick) durch-
gefuhrt, die vom in Epon eingebetteten Material hergestellt wurden. In
der Tumorumgebung zeigten die Blutgefal3e des normalen Fett- oder
Bindegewebes im Grof3en und Ganzen eine normale Ultrastruktur. Die
grol3en Blutgefale wiesen abhéngig von ihrer Grol3e fest in die Ge-
falRwand integrierte glatte Muskelzellen in mehreren Schichten auf und
in der Wand von Kapillaren waren sowohl Basallamina, als auch Peri-
zyten in regularer Form zu sehen (nicht gezeigt). Dagegen waren die
meist kleinen Blutgefal3e und Kapillaren des Tumorrandbereiches
(Randzone des Tumorgewebes) dadurch gekennzeichnet, dass sie
meistens nur aus Endothelzellen bestanden, und keine oder nur eine
unvollstandig ausgebildete Basallamina mit unzureichender Integration
von Perizyten aufwiesen (Abb. 6 A).

In einem geringeren Teil von Kapillaren der Tumormarginalzone war
die Basallamina stellenweise als verdichtete Zone um das Endothel er-
kennbar und die Fortsatze von Perizyten waren patrtiell in die Basalla-
mina einbezogen (Abb. 6 B). Ubereinstimmend mit den oben vorge-
stellten lichtmikroskopischen Analysen waren zahlreiche Blutgefalie
der Intermediarzone und des Tumorzentrums von groRerem Durch-
messer im Vergleich zu den Blutgefallen des Tumorrandbereiches.
Erstmalig in der Intermedidrzone des Tumorgewebes wurden die gro-

Ben BlutgefalRe mit teilweise zwei Schichten glatter Muskulatur in der
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Wand gefunden. Auch die meisten Kapillaren der Intermediarzone so-
wie noch intakte Kapillaren des Tumorzentrums wiesen einen Wand-
aufbau auf, der dem der normalen Kapillaren ahnlich erschien. Sie
zeigten eine mehr oder weniger intakt erscheinende Basallamina mit
einer teilweise erkennbaren Gliederung in Lamina densa und Lamina
rara. Endothelzellen zeigten eine feste Bindung an die Basallamina, in

die in den meisten Fallen auch die Perizyten regular integriert waren

(Abb. 6 C und D).

3 g Dt |- R P
Abb. 6 A-D: Elektronenmikroskopische Aufnahmen eines Rhabdomyosarkoms
Abgebildet ist ein Gefal des Tumorrandes. Es ist wird nur durch eine endotheliale Schicht aus-
gekleidet. Weiterhin ist eine nicht komplett entwickelte Basallamina ersichtlich (Pfeil, Abb. A).
Ein BlutgefaR mit drei Endothelzellen besitzt bereits eine Basallamina. Eine periendotheliale
Zelle (PEZ), vermutlich ein Perizyt, ist bereits teilweise in die Wand dieser Kapillare integriert
(Abb. B). Ein grof3es Blutgefald aus dem Tumorzentrum weist neben Endothelzellen glatte Mus-
kelzellen auf (Abb. C, Sterne).

Dargestellt ist eine fast regular stabilisierte Kapillare (Abb. D). Sie besitzt interendotheliale Kon-
takte (weiBer Pfeil), eine Basallamina (schwarzer Pfeil) sowie Fortsatze der Perizyten, die fest
in die Gefallwand integriert sind. A, B und D: 6650x; C: 1650x



4.4 Expression von Angiopoietinen und deren Rezepto r Tie-2

Die immunhistochemische Farbung fur Angl zeigte im normalen Ge-
webe der Tumorumgebung eine deutlich positive Immunreaktion an
kleinen Blutgefallen. Grol3ere Blutgefalle, Fettzellen und Bindege-
webszellen waren hingegen negativ fur Angl (Abb. 7 A). Auch im Tu-
morrandbereich wiesen kleine BlutgefalRe eine deutliche Immunfarbung
fur Angl auf. Tumorzellen selbst hingegen waren im Wesentlichen ne-
gativ fur Angl (Abb. 7 B). In der Intermedidrzone waren tberwiegend
die Blutgefalle mit gréRerem Durchmesser positiv fir Angl (Abb. 7 C,
D und E). Im Gegensatz dazu wiesen die Blutgefal3e im Tumorzentrum
keine positive Reaktion fur Angl auf (Abb. 7 F).

Ubereinstimmend mit der Immunfarbung fiir Angl waren die Kapillaren
des normalen Gewebes in der Tumorumgebung positiv fir Ang2. An
Fettzellen und Bindegewebszellen war keine positive Immunfarbung fur
Ang2 nachzuweisen (Abb. 8 A). Im Tumorrand wiesen sowohl kleine
als auch wenige groR3ere Gefal3e allenfalls eine leichte Immunreaktivi-
tat fir Ang2 auf (Abb. 8 B). Tumorzellen selbst waren ebenfalls nega-
tiv. In der Intermediarzone wies ein Teil der Blutgefal3e eine positive
Immunreaktion fir Ang2 auf (Abb. 8 C). Ahnliche BlutgefaRe zeigten
vergleichsweise eine noch intensivere Immunfarbung fir Angl (Abb. 7
E). Im Tumorzentrum waren insbesondere die Blutgefal3e in der Nahe
von Tumorzellnekrosen stark positiv fir Ang2 (Abb. 8 E). Auch Endo-
thelzellen der gro3eren Blutgefal3e mitten der von der Nekrose nicht
betroffenen Tumorzellinseln wiesen teilweise eine positive Immunreak-

tion fur Ang2 auf (Abb. 8 F).
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Wie bei Angl und Ang2 waren Kapillaren und gro3ere Gefal3e in der
Tumorumgebung positiv fur Tie-2, den Tyrosinkinase-Rezeptor flr
Angl und Ang2. Fettzellen und Bindegewebszellen waren hingegen
negativ. Es befanden sich keine Tumorzellen in der Tumorumgebung
(Abb. 9 A). Auch im Tumorrand waren kleinere und groRere Gefal3e
positiv flr Tie-2 (Abb. 9 B und C). In der Intermedi&rzone waren Blutge-
falRe und ihre Vernetzungen positiv fir Tie-2 (Abb. 9 D). Im Tumorzent-
rum wiesen vor allem nur gré3ere Blutgefal3e eine eindeutige Immun-
reaktion fur Tie-2 auf (Abb. 9 E und F). In entsprechenden Kontrollen,
wo die Gewebeschnitte nur dem sekundaren Antikorper ausgesetzt wa-
ren, war keine spezifische Immunreaktion fir Angl und Ang2 sowie

Tie-2 nachzuweisen (Abb. 9 G).
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Abb. 7 A-F: Farbung fur Angl am Rhabdomyosarkom

In der Tumorumgebung ist eine leichte Angl-Farbung in kleineren BlutgefafRen und in Kapil-
laren sichtbar (Pfeile, A). BlutgefaRe in der Tumorumgebung sowie im Ubergangsbereich
zum Tumorrand sind positiv fir Angl (Abb. B). In der Intermediarzone sind groRe Blutgefa-
Be ebenfalls positiv fir Angl (Abb. C, D und E, Blutgefal3 in Abb. E durch gestrichelte
schwarze Linie hervorgehoben). Bereits in der Intermediérzone kommt es zu einer besonde-
ren Anordnung der Tumorzellen um stabilisierte und Angl-positive Blutgefaf3e. Im Tumor-
zentrum befindet sich inmitten einer Nekrosezone ein Gefal3, welches negativ fir Angl ist.
Die zirkuléar angeordneten Tumorzellen erscheinen lUberwiegend nicht mehr vital (F). A-F:
450x
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Abb. 8 A-F: Farbung fir Ang2 am Rhabdomyosarkom
In der Tumorumgebung sind mehrere Blutgefale erkennbar, die negativ fur Ang2 sind (A).
Auch beim Ubergang von Tumorumgebung zum Tumorrand ist keine spezifische Farbung fiir
Ang2 erkennbar (B). In der Intermediarzone ist ein Blutgefal positiv fir Ang2 (Abb. C, gestri-
chelte schwarze Linie). Es konnten auch groRere Gefaf3e in der Intermedidrzone beobachtet
werden, die negativ fir Ang2 waren (D). Im Tumorzentrum sind entlang der Nekrosestrallen,
die von Tumorzellpaketen flankiert werden, positive Blutgefal3e fir Ang2 erkennbar (E, Pfei-
le). Im Tumorzentrum inmitten eines Tumornekroseareals existierten Gefaflie mit noch vitalen
Tumorzellen. Diese Zellen waren teilweise flr Ang2 positiv (F, Pfeil). A-F: 450x
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Abb. 9 A-F: Farbung fir Tie-2 am Rhabdomyosarkom
In der Tumorumgebung sind deutlich positiv fur Tie-2 gefarbte glatte Muskelzellen der
BlutgeféaRe erkennbar (Pfeile, Abb. A). Im Tumorrand sind ebenfalls positive Immunre-
aktionen an Gefaen erkenntlich (Abb. B und C). Hier sind liberwiegend Endothelzellen
fur Tie-2 positiv. In der Intermediérzone sind Blutgefa3e und ihre Vernetzungen positiv
fur Tie-2 (Abb. D). Im Tumorzentrum weisen Blutgefafie eine eindeutige Immunreaktion
fur Tie-2 auf. Einzelne, nicht weiter charakterisierte Zellen sind ebenfalls positiv fur Tie-
2 gefarbt (Abb. E, Blockpfeil). Weiterhin sind noch Silhouetten eines zentral in einem
Nekrosegebiet liegenden Blutgefalles zu beobachten, welches eine noch positive Im-
munreaktion fir Tie-2 vorweist (Abb. F, Pfeil). A-F: 450x

Abb. 9 G: Immunhistochemische
Kontrolle

Dieser nur dem sekundéaren
Antikdrper exponiertem Gewe-
beschnitt zeigt beispielhaft aus
dem Tumorzentrum keine spezi-
fische Farbung. 450 x
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4.5 Nachweis des Adhéasionsmolekils  avBs-Integrin

In der Tumorumgebung waren alle Blutgefalie fur avBs-Integrin negativ
(Abb. 10 A und B). Fettzellen und Bindegewebszellen in der Tumorum-
gebung waren ebenfalls flr avBs-Integrin negativ. Im Tumorrand waren
Blutgefal3e kleineren und gréf3eren Durchmessers sowie ihre Abzwei-
gungen eindeutig positiv fur avBs-Integrin. Tumorzellen waren hingegen
nicht gefarbt (Abb. 10 A-C). Am Ubergang von der Marginal- zur Inter-
medidrzone waren vor allem groRere fur avBs-Integrin  positive
Blutgefalle zu erkennen (Abb. 10 D). In einigen Arealen lag ein
heterogenes Bild vor. Ein Teil der Blutgefal3e war positiv fur avBs-
Integrin, ein anderer Teil negativ, wobei die negativen Blutgefal3e
meistens ein relativ grof3en Durchmesser aufwiesen (Abb. 10 E). Das
Tumorzentrum war durch nekrotische Areale gepragt (Abb. 10 F). In
diesen Regionen waren grol3ere Blutgefal3e, welche inmitten einer
intakten Tumorinsel lagen, negativ flr avBs-Integrin. In parallel
gefuhrten Kontrollen konnten keine spezifischen Immunfarbungen fur

avBs-Integrin nachgewiesen werden.
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Abb. 6 A-F: Farbung fur avBs-Integrin am Rhabdomyosarkom

In der Tumorumgebung sind Blutgefalle negativ fur Integrin (A, B und C, Blockpfeile, jeweils
Inhalt der schwarz gestrichelten Linien). Im Ubergangsbereich zum Tumorrand sowie inmit-
ten des Tumorrandes sind Gefal3e positiv flr avBs-Integrin (Abb. A, B und C, Pfeile). In der
Intermedidrzone weisen mittelgroRe bis grolRere Blutgefale eine positive Immunreaktion fir
avBs-Integrin auf (Abb. D und E, Pfeile). Vereinzelt lassen sich auch in der Intermediérzone
groRkalibrige BlutgefédRe ohne Immunreaktion fur avBs-Integrin darstellen (E, Blockpfeil). Im
Tumorzentrum waren grof3ere Blutgefal3e negativ fur avBs-Integrin (Abb. F, Blockpfeil). Diese
Gefalle wurden von mehreren Tumorzellschichten zirkuldr umgeben. A-F: 450x
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4.6 Zonale Lokalisation von Laminin in Tumorgefal3en

In der Tumorumgebung waren grof3e Blutgefal3e negativ fir Laminin.
Kleinkalibrige Blutgefal3e wiesen eine leichte Immunreaktion ftr Lami-
nin auf. Fettzellen und Bindegewebszellen waren hingegen negativ
(Abb. 11 A und B). Im Tumorrand waren Blutgefal3e unterschiedlicher
Groél3e positiv fur Laminin (Abb. 11 B und C). Tumorzellen waren hin-
gegen negativ. In der Intermediarzone waren Uberwiegend mittelkali-
brige sowie wenige grolRe Blutgefal3e fur Laminin positiv. Auch kleinere
Aussprossungen von solchen Blutgefal3en wiesen eine positive Immun-
reaktion fur Laminin auf (Abb. 11 C und D). Im Tumorzentrum fielen in
der Ubersicht kaum positiv markierte BlutgefaRRe fir Laminin auf. In der
hoheren VergrolRerung erkannte man am Rande der apoptotischen
Tumorzellen Laminin-positive BlutgefalRe (Abb. 11 E und F). Selbst in
nekrotischen Arealen waren die Reststrukturen der Blutgefalie, die ei-
gentlich am Untergang begriffen waren, positiv fir Laminin (Abb. 11 F).
Keine spezifische Immunreaktion wurde in allen Kontrollen, die nur mit

dem sekundaren Antikorper behandelt wurden, gefunden.
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Abb. 11 A-F: Farbung fiir Laminin am Rhabdomyosarkom
In der Tumorumgebung sind groRRkalibrige Blutgefa3e negativ fir Laminin (A, Blockpfeile).
Kleine Blutgefalie sind jedoch positiv fur Laminin (Pfeil). Im Tumorrand sind kleinere und gro-
Bere BlutgefaBe positiv fir Laminin (B, C und D, Pfeile). Auch Aussprossungen von solchen
BlutgefaRen weisen eine positive Immunreaktion fur Laminin auf (D, Stern). Im Tumorzentrum
sind Gefalle inmitten einer teilweise vital erscheinenden Tumorzellinsel positiv (E, Pfeil). Posi-
tiv sind auch Gefalie, die in einer vollig nekrotischen Tumorzellumgebung liegen (F, Pfeile). A-
F: 450x
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4.7 Integration von perivaskularen Zellen (Perizyte  n oder glatten
Muskelzellen) in die Wand der Tumorgefal3e anhand de s Nachwei-

ses von alpha-Smooth-Muscle-Actin ( a-SMA)

Um die Integration der peri-endothelialen Zellen in die Wand der Tu-
morgefal3e genau untersuchen zu kénnen, wurde die Immunféarbung fur
das glattmuskulare Aktin (a-SMA) durchgefiihrt. In der Tumorumge-
bung waren grol3ere und kleinere Blutgefal3e jeweils gleich intensiv fur
a-SMA gefarbt. Fett- und Bindegewebszellen hingegen wiesen keine
Farbung auf (Abb. 12 A). Besonders die BlutgefalRe der Intermediéarzo-
ne wiesen eine starke Immunreaktion fir a-SMA auf (Abb. 12 B und C).
Auffallig war weiterhin die Existenz einzelner Zellen im Stroma, die fur
a-SMA positiv waren (Abb. 12 B). Kleinere Kapillaren und Blutgefalie,
die vermutlich keine Perizyten bzw. keine glatten Muskelzellen in ihrer
Wand besal3en, lieRen sich nicht durch die a-SMA-Farbung identifizie-
ren.

Im Tumorzentrum waren wenige a-SMA-positive Blutgefal3e mittleren
Kalibers nachzuweisen. Diese befanden sich Gberwiegend in zentralen
Nekrosenzonen und wurden von zirkuldr angeordneten Tumorzellen
umgeben. Die glatten Muskelzellen gréf3erer BlutgefalRe wiesen zu
dem bereits eine leichte Abrundung ihrer Zellen auf (Abb. 12 D, E und
F). In parallel zu diesen Analysen geflhrten Kontrollschnitten war keine

positive Immunreaktion fir a-SMA nachzuweisen (Abb. 12 G).
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Abb. 12 A-F: Farbung fiir alpha Smooth-Muscle-Actin am Rhabdomyosarkom

In der Tumorumgebung und im Tumorrand sind zahlreiche positive kleine und groRere Ge-
falRe sichtbar (A, Pfeile). Die Intermediéarzone ist durch kleine und gréf3ere Blutgefale, die
fur a-SMA positiv sind, durchsetzt (Abb. B und C). Einzelne Zellen im Stroma waren positiv
fur a-SMA (Abb. B, Blockpfeile). Im Tumorzentrum sind intakte Tumorinseln zu erkennen
(Abb. D, E und F). Inmitten dieser Tumorinseln befinden sich a-SMA positive BlutgefaRe. A-
B: 200x; C-D: 350x; E-F: 450x
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5 Diskussion

Die hier prasentierten Ergebnisse zeigen erstmalig, dass entgegen der
bisherigen Annahmen auch im Tumorgewebe Blutgefal3e eine partielle
Restabilisierung bzw. Reifung ihrer Wandstruktur erfahren. Dieser Pro-
zess weist jedoch innerhalb des Tumors eine Gewebezonenabhangig-
keit auf. Eine diesbezlgliche Evaluierung zeigt, dass eine Untergliede-
rung des Tumorgewebes in die Zonen, wie Tumorumgebung: keine
Tumorzellinvasion, Tumorrand: der Randbereich oder die Marginalzone
des Tumorgewebes, Intermediarzone: Ubergang zwischen Tumorrand
und Tumorzentrum, und schlie8lich Tumorzentrum sinnvoll war. Die
strukturell stabilisierten Blutgefal3e sind insbesondere in dem zentralen,
mit Nekrosen durchsetzten Tumorgewebe und in den paranekrotischen
Arealen zu finden. Parallel dazu kommt es offensichtlich zum Remodel-
ling des GefalR3bettes in diesen Tumorzonen, bei der die nicht-
stabilisierten Blutgefal3e sukzessive zuriickgebildet werden, so dass im
Vergleich zum Tumorrand im Tumorzentrum die Gefal3dichte abnimmt.
Das Remodelling der Blutgefale im Zentrum und in der Intermediarzo-
ne des Tumors ist assoziiert damit, dass 4-7 Tumorzellschichten zirku-
lar um diese stabilen Blutgefaf3e angeordnet und ausreichend versorgt
sind. Diese Tumorzellen sind vital und kdnnen somit die zentral statt-

findende Nekrose Uberleben.

5.1 In der Tumorumgebung des Rhabdomyosarkoms zeigt das

Gefallbett eine normale Hierarchie

In zahlreichen bisherigen Publikationen ist berichtet worden, dass Blut-

gefale des Tumorgewebes chaotisch organisiert sind (Jain, 2005) und
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keine Hierarchie in Form von grof3en, mittelgrof3en und kleinen Blutge-
falle aufweisen (Jain, 2003). Diese chaotische Organisation steht in ei-
nem engen Zusammenhang mit dem strukturellen Reifezustand der
GefalRe (Jain, 2003). Die hier vorgelegten Befunde belegen am Bei-
spiel eines experimentellen Rhabdomyosarkoms der Ratte eine Hete-
rogenetitat der GefalRorganisation im Tumorgewebe, die ein zonales
Muster aufweist. Die Tumorumgebung stellt in diesem Zusammenhang
die Region dar, wohin die Tumorzell-Cluster bei weiterem Wachstum
hinein invadieren und somit auch Zugriff auf bereits dort existierende
Blutgefal3e haben werden. Auf der anderen Seite stehen insbesondere
die Blutgefal3e der engen Tumorumgebung unter dem Einfluss vasoak-
tiver und angiogenetischer Faktoren, die von Tumorzellen gebildet und
sezerniert werden. Sie wirken parakrin an den Blutgefal3e und aktivie-
ren sie zur Angiogenese. Sowohl die immunhistochemischen als auch
die hier durchgefiihrten ultrastrukturellen Analysen der Blutgefélie die-
ser Region zeigen zumindest in diesem Tumormodell, dass die Blutge-
falke der Tumorumgebung im wesentlichen eine der Organisation des
normalen Gefal3system &hnlichen Organisation aufweisen, die eine kla-
re Hierarchie erkenn lasst. Nur in den Gewebebereichen direkt am Tu-
morrand ist ein Teil der Blutgefal3e strukturell destabilisiert, was darauf
hin deutet, dass eine angiogenetische Aktivierung der Gefalie in diesen
Arealen bereits in Gang gesetzt ist.

Die hier vorgelegten Befunde stimmen mit den Befunden uberein, die
bei Leydigzell-Tumoren des menschlichen Hodens erhoben wurden
(Kilic et al., 1999). Hier konnte gezeigt werden, dass insbesondere die

Expression des angiogenetischen Faktors, VEGF und seiner Rezepto-
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ren in den Tumorrandarealen stark erhdoht war. Es wurde postuliert,
dass VEGF parakrin an den benachbarten bereits existierenden Gefa-
Ren wirksam wird und zu der Destabilisierung der Blutgefal3e fuhrt. Der
Fokus dieser Arbeit lag eher darauf, nachzuweisen, inwiefern die neu-
gebildeten Tumorgefal’e wieder eine strukturelle Restabilisierung er-
fahren, wenn ja, in welchem Umfang und mit welchen Konsequenzen

fir das Tumorgewebe.

Diese Befunde sind insoweit von funktioneller Bedeutung fir Tumor-
wachstum und Metastasierung, dass erstens die Initiierung der angio-
genetischen Vaskularisierung der invasiv wachsenden Tumorzellstran-
ge in den genannten Gewebearealen erfolgt, und zweitens uber diese
Gefalie einerseits Blutzufuhr zum Tumorgefal3bett stattfindet, anderer-
seits diese GefalRe auch fir eine effiziente Zufuhr von therapeutisch
applizierten Substanzen, wie Chemotherapeutika von enormer Bedeu-

tung sind.

5.2 Die Tumorrandzone weist stark vernetzte und str ukturell in-

stabile Blutgefal3e auf

Im Gegensatz zu der Tumorumgebung besteht das Blutgefafl3bett in
den Randzonen des Rhabdomyosarkoms der Ratte im Wesentlichen
aus den instabilen Blutgefal3en. Das bisher in der Literatur berichtete
Chaos bei der Organisation der TumorgefalR3e (Jain, 2003 und 2005)
trifft am starksten fur diese Tumorzone zu. Insbesondere die Existenz
der Blutkapillaren ohne eine feste Integration von Perizyten und ohne

eine normal strukturierte Basallamina, wie die elektronenmikroskopi-
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schen Aufnahmen hier belegen, ist ein deutlicher Hinweis auf den un-
reifen Aufbau dieser Gefalie. Diese Interpretation wird auch durch die
hier prasentierten Befunde untermauert, dass zwar in dieser Tumorzo-
ne einzelne Zellen, die fur glattmuskulares Aktin positiv sind, vorkom-
men, die aber keine besondere Assoziation zu der Wand der Tumorge-
falRe aufweisen. Diese strukturellen Defizite bilden vermutlich die Ursa-
che daflr, dass in dieser Zone kaum eine Gefal3hierarchie in Form von

Makro- und Mikrogefal3en erkennbar ist.

Da in elektronenmikroskopischen Analysen der tUberwiegende Teil der
Kapillaren dieser Tumorregion kaum inter-endotheliale Kontakte auf-
weist, ist eine pathologisch gesteigerte Durchlassigkeit der endothelia-
len Barriere und somit eine erhohte Gefal3permeabilitdt anzunehmen.
Obwohl wenige neuere Publikationen belegen, dass beide Vorgange,
namlich pathologisch gesteigerte Gefal3permeabilitat und der Grad der
angiogenetischen Aktivitat nicht unbedingt miteinander verknipft sein
mussen (Gratton et al., 2003), geht eine pathologische Erhéhung der
GefalRdurchlassigkeit in den meisten Féllen, so auch in der Tumor-
vaskularisierung, mit der Initiierung der Angiogenese einher (Issbrucker
et al., 2003). In der vorgelegten Arbeit wurde zwar die Gefal3permeabi-
litat nicht untersucht, jedoch weist die besonders starke Immunfarbung
fur ayRz-Integrin in den BlutgefaRen der Tumorrandzone darauf hin,
dass in dieser Tumorregion eine hohe angiogenetische Aktivitat vor-
liegt. Es ist durch zahlreiche Publikationen belegt, dass a,[3s-Integrin
hauptsachlich in der Wand neuformierter Blutgefal3e in nennenswerter

Menge nachweisbar ist (Brooks et al., 1994). Auch die hohe Gefal3-
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dichte und die starke Vernetzung der Blutgefal3e in dieser Zone unter-
stutzt diese Interpretation. Interessanterweise umschlie3en die stark
vernetzten BlutgefaRe Tumorzell-Cluster, die meistens aus zwei bis
drei Zellreinen gebildet werden. Tumorzellen haben somit eine sehr
enge und direkte Beziehung zu den Endothelzellen dieser unreifen

Blutgefalie.

5.3 Blutgefal3e der intermedidren Tumorzone weisen e ine hetero-

gene Organisation auf

Die Intermediarzone befindet sich innerhalb des jeweiligen Tumorkno-
tens zwischen der Randzone und dem Tumorzentrum. In dieser Zone
ist ein heterogenes Muster des Gefal3bildes erkennbar, bestehend aus
Blutgefalen mit einem deutlich gréf3eren Durchmesser im Vergleich zu
den BlutgefaRen der Tumorrandzone und auch aus Blutgefal3en, die
noch unreif erscheinen. Die in Endothelzellen der grof3en Blutgefélie in
dieser Zone nachweisbare starke Immunfarbung fiir Angl spricht dafr,
dass diese GefalRe eine gewisse strukturelle Stabilisierung erfahren
haben oder teilweise schon stabilisiert sind. Passend dazu sind die hier
vorgelegten Befunde hinsichtlich der engen Anbindung der Zellen, die
fur glattmuskulares Aktin stark positiv sind und somit wahrscheinlich
glatte Muskelzellen oder Perizyten darstellen, die in die Wand der gro-
Ren Gefal3e integriert sind. Schliel3lich bestatigen die elektronenmikro-
skopischen Befunde, dass die Blutgefélie dieser Zone strukturell relativ
stabilisiert sind. Im Gegensatz zu den Blutgefal3en der Tumorrandzone
sind die groRen Blutgefal3e der Intermedidrzone negativ fur Ang2. Dies

ist ein Hinweis darauf, dass solche Blutgefal3e parallel zu der struktu-
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rellen Stabilisierung eine Umwandlung von einem angiogenetisch akti-

ven zu einem eher ruhenden (,quiescent”) Phanotyp vollziehen.

Die Heterogenitat der Tumorgefal3e ist in der Literatur beschrieben
(Jain, 2003 und 2005), allerdings ist bisher tber eine zonale Zuordnung
nicht berichtet worden. Auch die funktionelle Bedeutung dieses Ge-
falBmusters fur das Tumorgewebe ist bisher nicht ausreichend beriick-
sichtigt worden. Kurzlich wurde berichtet, dass die Stabilisierung der
Tumorgefal3e mit einer Veranderung der hadmodynamischen Perfusi-
onsverhaltnisse einher gehen kdnnte, was dazu fuhrt, dass bestimmte
Tumorareale um solche stabilisierte Gefal3e nicht mehr ausreichend
durchblutet werden kénnen (Ergiin et al., 2006). Die hier vorgelegten
Befunde unterstutzen diese Annahme insoweit, dass auch bei diesem
Rhabdomyosarkommodell der Ratte die Stabilisierung der Tumorgefa-
Re damit einhergeht, dass Tumorzellen mehr und mehr sich ringférmig
um solche stabilisierte Blutgefal3e organisieren und insgesamt die Ge-
falkdichte im Vergleich zum Tumorrandbereich abnimmt. Insgesamt er-
gibt sich somit aus der Tumor-Blutgefal3-Interaktion ein Organisations-
muster, bei dem nicht die Tumorzellgruppen von einem dichten Netz
von Blutgefallen umschlossen sind, wie in der Randzone, sondern Tu-
morzellen starker um das stabilisierte Blutgefal3e organisiert sind. Die-
se Befunde deuten darauf hin, dass die in dieser Tumorzone begin-
nende teilweise Stabilisierung der Blutgefal3e den ersten Schritt einer
hierarchischen GefalRordnung einleitet und dies offensichtlich mit einer
Umstrukturierung des Tumorgewebes einhergeht. Auch wenn dieser

Prozess bei weitem nicht den Zustand einer GefalRhierarchie eines

61



normalen BlutgefalRbettes erreicht, so scheinen die dadurch ausgelds-
ten Effekte hinsichtlich des Tumorwachstums und der Metastasierung

von Bedeutung zu sein.

5.4 Die Stabilisierung der Tumorgefalde resultierti  n ausgedehnten

nekrotischen Gewebearealen im Tumorzentrum

Der Zusammenhang zwischen der vaskularen Stabilisierung und dem
Tumorgewebe wird am deutlichsten im Tumorzentrum sichtbar. Die in
dieser Arbeit vorgelegten morphologischen und immunhistochemi-
schen Analysen hier belegen, dass nur die Tumorzellgruppen, die zir-
kular um ein stabilisiertes Blutgefal3 organisiert sind, tUberleben, wéh-
rend die restlichen Tumorareale dieser Zone durch extensive Nekrosen
gekennzeichnet sind. Die zentrale Tumornekrose ist ein allgemein be-
kanntes Phanomen und wird bisher darauf zurtickgeftihrt, dass in die-
ser Zone der interstitielle Druck durch Ansammlung der Flissigkeit er-
hoht sei und das letztendlich zum Untergang des Tumorgewebes flihre
(Jain, 2005; Heldin et al., 2004). Die hier vorgelegten Befunde spre-
chen daflr, dass dieser Erklarungsansatz vermutlich nur teilweise zu-
trifft. Damit kann man z.B. nicht erklaren, wieso trotz der zentralen
Nekrose die in drei bis vier Zellreihen um ein stabilisiertes Blutgefarl’
organisierte Tumorzellen tberleben. Das weist darauf hin, dass die
Nekrose in erste Linie nicht durch die Druckverhaltnisse bedingt ist,
sondern vermutlich durch Veranderung der Perfusionsverhéltnisse. Die
Grundlage fur diese Verdnderung wird durch die teilweise Stabilisie-
rung der Tumorgefalle geliefert, die offensichtlich mit einer zeitlichen

Verzogerung in Relation zum Tumorwachstum in Gang kommt. Aus
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den hier vorgelegten Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass
erst in zentralen und intermediaren Zonen des Tumorknotens der Pro-

zess der vaskularen Stabilisierung greift.

Die strukturelle Stabilisierung der GefaRwand ist aus mehreren Para-
metern lesbar. Erstens sind die peri-endothelialen Zellen in den grof3en
Gefallen besser in die GefaBwand integriert. Die hier vorgelegten im-
munhistochemischen Befunde bezlglich der Lokalisation des glatt-
muskuléaren Aktins zeigen eine feste Bindung der glatten Muskelzellen
in die Wand der Blutgefal3e im Tumorzentrum, die interessanterweise
einen groéfReren Durchmesser aufweisen als die Blutgefal3e im Tumor-
randbereich. Zweitens werden diese Befunde durch elektronenmikro-
skopische Ergebnisse bestatigt, die ebenfalls eine mehr oder weniger
regulare ultrastrukturelle Integration glatter Muskelzellen in die Gefal3-
wand ergeben. Drittens sind die grof3en Blutgefélie des Tumorzent-
rums negativ fur a,3z-Integrin, ein Hinweis darauf, dass diese Gefal3e

angiogenetisch nicht mehr aktiv sind.

Des Weiteren zeigen die Immunfarbungsergebnisse fur Laminin inte-
ressanterweise, dass selbst in nekrotischen Arealen die Basalmembran
der Blutgefal3e, deren Lumina eindeutig erkennbar sind, teilweise noch
erhalten ist. Eine endotheliale Auskleidung besitzen diese Blutgefalie
in der Regel nicht mehr und um solche Gefal3strukturen gibt es auch
keine Tumorzellen mehr. Eine Erklarung hierfir kdnnte sein, dass die
stabilisierten Blutgefal3e im Zuge der Nekroseentwicklung schlief3lich

auch und madglicherweise als letzte Strukturen untergehen. Diese Be-
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funde unterstitzen die in dieser Arbeit aufgestellte Hypothese, dass die
vermutlich durch die vaskulare Stabilisierung ausgelésten hamodyna-
mischen Veréanderungen entscheidend zu der Entwicklung der Tumor-
nekrose beitragen und daher die stabilisierten Gefal3e selbst erst nach
Untergang des Tumorgewebes zusammenbrechen. Ubereinstimmend
damit steht die hier berichtete Beobachtung, dass im Rahmen der
vaskularen Stabilisierung die TumorgefalRe, die als Abzweigung aus
den stabilisierten Gefal3en entspringen und deren Perfusion vermutlich
den Bedarf des von diesen Gefal3en versorgten Tumorgewebes nicht
mehr entspricht, als erstes gemeinsam mit dem sie umgebenden Tu-

morgewebe nekrotisch werden.

Zusammenfassend kann aus den hier vorgelegten Befunden ge-
schlussfolgert werden, dass in bestimmten Arealen oder Zonen des
Tumorgewebes, z.B. das Tumorzentrum und die benachbarte Interme-
diarzone, eine strukturelle Stabilisierung der Blutgefal3e erfolgt, wenn
auch nicht in dem Ausmald der normalen Gefal3e. Mit diesem Prozess
kommt es offensichtlich zu einer Reorganisierung des Tumorgefalibet-
tes in diesen Zonen, die in einer Reduktion der Gefal3dichte resultiert.
Die Ursache fur die geringere GefalRdichte im Vergleich zum Tumor-
rand liegt vermutlich darin, dass die strukturell instabilen Blutgefal3e
zunehmend von der Perfusion abgeschnitten werden. Die von diesen
instabilen Blutgeféal3en versorgten Areale des Tumorgewebes werden
nekrotisch, so dass nur die um die stabilisierten Gefal3e organisierten
Tumorzellen Uberleben. Damit zeigt die vorgelegte Arbeit, dass die

Stabilisierung der Tumorgefal3e offensichtlich nicht das Tumorwachs-



tum fordert sondern hemmt. Diese Erkenntnis ist insofern von klinischer
Bedeutung, dass die therapeutische Manipulation im Sinne einer Be-
schleunigung dieses Prozesses im Rahmen anti-angiogenetischer Tu-

mortherapie eingesetzt werden konnte.
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