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Einleitung

Die Hauptfunktion von Blutgefallen wird heute als die Bereitstellung von Sauerstoff und
Nahrstoffen definiert. Evolutionsbiologisch bestand die Funktion von Blutgefalen in der
Bereitstellung der Immuniiberwachung des Korpers'. Interessanterweise entwickelte sich das
GefaRsystem nachdem sich das Nervensystem gebildet hatte. Primitive Organismen, wie z.B.
der Fadenwurm Caenorhabditis elegans bendtigen fiir die Koordination motorischer
Funktionen die Entwicklung eines Nervensystemsz. In diesen kleinen Organismen ist es
jedoch mdglich, dass mittels Diffusion samtliche Zellen mit Sauerstoff versorgt werden, so
dass diese Organismen nicht auf ein GefalRsystem angewiesen sind®. Spater in der Evolution,
als die Organismen gréRRer und metabolisch aktiv wurden, war ein organisiertes Gefaf3system
fur den Sauerstofftransport vonndten. Das beste Beispiel in diesem Zusammenhang ist das
menschliche Gehirn, welches nur 2% der Gesamtkdrpermasse ausmacht, jedoch 20% des
Herzzeitvolumens zum Funktionserhalt bendétigt.

Blutgefalle kdnnen durch die Differenzierung von Angioblasten in Endothelzellen entstehen,
die sich zu einem primitiven vaskularen Labyrinth zusammensetzen®. In der Folge kommt es
zur Differenzierung in arterielle und vendse GefalRe sowie zur Ausbildung eines Lumens als
Grundvoraussetzung fur die Durchblutung des primitiven Geféf&systems“. Dabei spielen
insbesondere die Rekrutierung von Perizyten und glatten Muskelzellen eine entscheidende
Rolle, da sie den primitiven Endothelzellaggregaten Stabilitéat verleihen und die Regulation
der Durchblutung erméglichen1’ ° In diesem Zusammenhang wird der Begriff Angiogenese oft
fur die Entstehung von Blutgefalen als Synonym verwendet. Im wissenschaftlich korrekten
Sinn bedeutet jedoch der Begriff Angiogenese das Aussprossen von neuen Gefalen aus
bereits existierenden BIutgefé[Sen.1’ ® In den letzten Jahren konnten grundwissenschatftliche
Arbeiten zeigen, dass es sich bei der sprossenden Angiogenese um einen aulerst
komplexen und aktiven zellularen Prozess handelt, bei welchem invasive Endothelzellen
durch proangiogene Signale stimuliert werden und in der Folge Filopodien ausbilden’. Diese
sogenannten ,Tip“-Zellen interagieren mit im Interstitium lokalisierten ,Guidance“-Molekulen,

um mit anderen Endothelzellen zu fusionieren und damit die Grundlage fir neue



GefaRabschnitte zu bilden" ®. Den ,Tip“Zellen folgen die sogenannten ,Stalk“-Zellen, die
weniger Filopodien ausbilden, aber im Verlauf fir die Entstehung eines Gefallumens
verantwortlich sind und die sich letztendlich zur Unterstitzung der wachsenden
GefaRsprosse vermehren'. Unabhangig von der Angiogenese kdnnen GefalRe auch durch
den sogenannten Prozess der ,Intussusception® wachsen"” °. Dieser Mechanismus
umschreibt die Ausbildung von neuen Gefalten durch die Aufteilung des bereits existierenden
Gefales. Dartber hinaus kann die Expansion eines Gefallsystems auch durch zirkulierende
Vorlauferzellen entstehen, wodurch der Begriff Vaskulogenese definiert wird"®.

Da Gefalnetzwerke den gesamten menschlichen Organismus mit Sauerstoff und Nahrstoffen
versorgen, kénnen pathologische Veranderungen des GefalRsystems zu einer Vielzahl von
schwerwiegenden Erkrankungen filhren'. Eine inadaquate Gefal¥funktion fihrt zu
ischamischen Erkrankungen wie z.B. einem Herzinfarkt oder Schlaganfalls. Auf der anderen
Seite ist ein exzessives Gefalwachstum ein Hauptmerkmal von inflammatorischen und
onkologischen Erkrankungens. Im Rahmen pathologischer Prozesse kommt es zu einer
massiven Veranderung der GefaBstruktur, der Gefalorganisation und nicht zuletzt der
GeféBentstehungS. Die Erforschung der GefaRbiologie verspricht in diesem Zusammenhang
viele therapeutische Ansatze. Eine Blockierung der Gefaflneubildung (Antiangiogenese)
kdénnte zur Behandlung von Tumoren eingesetzt werden mit dem Ziel die Sauerstoff- und
Nahrstoffversorgung zu unterbrechen und damit ein weiteres Wachstum zu verhindern®.
Andererseits konnte eine Stimulation der Gefalneubildung zur Therapie ischamischer
Erkrankungen herangezogen werden”.

In der Neurochirurgie existieren zwei Modellkrankheiten, die durch eine massive
pathologische Veranderung der Gefalibiologie gekennzeichnet sind. Das Glioblastoma
multiforme ist als hochmaligner hirneigener Tumor durch eine massiv veranderte
Tumorangiogenese gekennzeichnet und stellt damit ein vielversprechendes Ziel fur
antiangiogene Therapiestrategien dar. Im Gegensatz dazu ist die Moyamoya Vaskulopathie
durch stenooklusive Lasionen der Hirnarterien und damit durch rezidivierende zerebrale
Ischamien gekennzeichnet. Andererseits ist die Ausbildung intra-intrakranieller sowie extra-
intrakranieller Kollateralkreislaufe ein Zeichen einer bisher nicht verstandenen Moyamoya-

spezifischen Neoangiogenese. Die Moyamoya Vaskulopathie stellt in diesem



Zusammenhang eine ideale Erkrankung far verschiedene zerebrale

Revaskularisierungsstrategien dar.

Glioblastoma multiforme

Das Glioblastoma multiforme gehoért zu den haufigsten primaren Hirntumoren bei
erwachsenen Patienten und zu den aggressivsten Tumoren Uberhaupt7. Es handelt sich um
einen diffus wachsenden Hirntumor, der als Astrozytom WHO Grad IV klassifiziert wird’.
Primare Glioblastome entwickeln sich sehr schnell Uber einen kurzen Zeitraum von oft nur
wenigen Wochen. In diesem Zusammenhang ist der Entstehungsmechanismus bislang
unklar®. Sekundare Glioblastome (10% der Glioblastome) bilden sich schrittweise aus einem
niedriggradigen Gliom (Astrozytom Grad Il oder Grad III)7‘ 8 Wishrend sich die priméaren
Glioblastome vom sekundaren Glioblastom histologisch nicht unterscheiden gibt es deutliche
molekulargenetische Unterschiede. Alterationen des Isocitrat-Dehydrogenase-Gens | und Il
konnten in (iber 80% aller sekundaren Glioblastome identifiziert werden® '°. Mit Hilfe dieses
molekularen Markers ist es mdoglich primdre von sekundaren Glioblastomen zu
unterscheiden'. Die jahrliche Inzidenz betragt ca. 3-5 neu diagnostizierte Patienten/100.000
Einwohner''. Obwohl das Glioblastom haufiger bei alten Patienten (Durchschnittsalter 64
Jahre) vorkommt, kann es auch bei jungen Patienten und sogar bei Kindern beobachtet
werden'". Das Gliobastoma multiforme kann abhangig von der Genexpression verschiedener
Signalwege in einzelne Subtypen eingeteilt werden: einen proneuralen, einen neuralen, einen
klassischen und einen mesenchymalen Subtyps. Basierend auf dieser Einteilung wird
deutlich, dass trotz der sehr variablen und komplexen molekularen Pathophysiologie
bestimmte Signalwege sehr haufig und schwerwiegend verandert sind®. Es gilt als gesichert,
dass die intratumorale Hypoxie und damit die Induktion des Transkriptionsfaktors Hypoxia-
Inducible-Factor-1  (HIF-1) eine  Schlisselrolle in der Pathophysiologie der
Glioblastomentstehung einnimmt'®. Die intratumorale Hypoxie beim Glioblastom fiihrt zur
Aktivierung  glykolytischer  Signalwege und zur Induktion einer ausgepragten
Tumorangiogenese12. Hierbei spielt vor allem eine verstarkte Expression angiogener
Faktoren wie dem Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) eine relevante Rolle™
Daruber hinaus werden eine Vielzahl weiterer proangiogener Signalwege aktiviert'*. Die

Glioblastomikrozirkulation zeigt eine duBerst chaotische GefaRstruktur und —organisation. Die



Gefalle variieren in ihrer Morphologie, Permeabilitdt, ihrem Durchmesser und
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Verzweigungsmuster sowie in ihren Blutflusseigenschaften . Auf zellularer Ebene zeigen

alle Schichten der Tumorgefallwand pathologische Veranderungen. Die Basalmembran ist
auRerst irregular in  ihrer Zusammensetzung und in ihrer Breite"™  '°.
Perizytenendothelinteraktionen variieren und sind in ihrer Gesamtzahl im Vergleich zu
gesunden GefaBen reduziert und insuffizient ausgepragt'®. Intrazelluldre Kontakte zwischen
Endothelzellen existieren nur gelegentlich und es kdnnen intermittierend multiple Schichten
von Endothelzellen beobachtet werden'. Diese zellularen Veranderungen flihren zu
schwerwiegenden funktionellen Veradnderungen mit eingeschrankter Sauerstoff- und
Nahrstoffversorgung und einer erhdhten Gefalpermeabilitat'®. Diese wiederum fiihrt zu
einem deutlich erhohten interstitiellen Druck, wodurch die Distribution von Nahrstoffen und
Sauerstoff eingeschrankt wird"". Auf der anderen Seite unterstiitzt die Pathologie der
Tumorgefalie die Invasion und Verteilung von Tumorzellen, so dass diese sich entlang von

1819 Dariiber hinaus

Tumorgefallen ausbreiten und in gesunde Hirnareale vordringen kénnen
fuhrt die insuffiziente Versorgung des Tumors mit Sauerstoff, Nahrstoffen und
Wachstumsfaktoren zu einer weiteren Stimulation proangiogener Signalwege, wodurch ein
pathophysiologischer Teufelskreis entsteht. Dementsprechend stellt eine antiangiogene
Behandlung eine vielversprechende therapeutische Mdglichkeit dar, diesen Teufelskreis zu
unterbrechen.

Die Verwendung von Bevacizumab, einem humanen VEGF-Antikérper, flihrte bei
Glioblastompatienten zu einem guten Ansprechen der Therapie mit einem 6 Monate
progressionsfreien Uberleben von 42,6%°°. Basierend auf diesen Daten erfolgte die
Zulassung von Bevacizumab zur Behandlung des Glioblastoms in den USA. Eine Phase llI-
Studie, die zur Zulassung von Bevacizumab zur Behandlung des Glioblastoms in der EU
fuhren wirde, existiert bislang nicht. Aus verschiedenen Phase-Ill Studien ist jedoch bekannt,
dass eine Monotherapie mit einer antiangiogenen Substanz in der Behandlung von
Malignomen im allgemeinen keinen Therapieerfolg zeigt, wahrend die Applikation einer
antiangiogenen Substanz in Kombination mit einem Chemotherapeutikum sowohl in
21-23

praklinischen als auch in klinischen Studien zu einem signifikanten Therapievorteil flhrt

Vredenburgh et al. konnten in einer Phase-l Studie zeigen, dass die Gabe von Bevacizumab



zusatzlich zur Standardtherapie (Temozolomide und Radiatio) zu einem additiven
Therapieeffekt mit einer mittleren Uberlebensrate von 21,2 Monaten und einem medianen
progressionsfreien Uberleben von 14,2 Monaten fuhrt**. Allerdings existiert auch in diesem
Zusammenhang keine Phase Ill-Studie, die eine Uberlegenheit im Vergleich zur
Standardtherapie beweist. Aus diesen Erfahrungen entstand das Konzept, dass eine
antiangiogene Therapie nicht als Monotherapie, sondern vielmehr als chemosensitivierende
Therapiestrategie angewendet werden soll®. Urspriinglich war von der Hypothese
ausgegangen worden, dass eine antiangiogene Therapie resistent gegeniber
Resistenzentwicklungen sein wiirde™. Klinische Daten zeigen aber, dass diese Hypothese
nicht haltbar ist, da zunehmend Resistenzentwicklungen gegen antiangiogene Substanzen
beobachtet werden'. Somit sind die Ziele aktueller Forschungsanstrengungen die
Optimierung von Kombinationstherapien und die Evaluation zielgerichteter
Therapieverfahren. Der wissenschaftliche Fokus dieser Arbeit beinhaltet folglich die:
* Evaluation der Bedeutung des Signalweges Tank-Binding-Kinase 1 / Interferon
Regulatory Factor 3 fiir die Tumorangiogenese
* Aufklarung mikrohdmodynamischer Konsequenzen einer Kombinationstherapie
bestehend aus einer zielgerichteten Anti-VEGF- und Anti-PDGF-Therapie und
einer Chemotherapie (Doxorubicin)
* Analyse der Biodistribution des neovaskularen Antikérpers L19-SIP im Rahmen

vaskularer Targetingstrategien zur Behandlung des Glioblastoma multiforme.

Moyamoya Vaskulopathie

Anders als das Glioblastoma multiforme ist die Moyamoya Erkrankung vornehmlich durch
eine zerebrovaskulare Insuffizienz mit zerebralen, hamodynamischen Ischamien
charakterisiert. Die Moyamoya Erkrankung ist eine seltene Erkrankung, die durch einen
stenookklusiven Prozess im Bereich der grof3en basalen Hirnarterien gekennzeichnet ist?> %,
Allerdings zeigen Moyamoya Patienten ein ausgepragtes neovaskulares, proangiogenes
Potential, welches zur Ausbildung von charakteristischen intra-intrakraniellen als auch extra-

intrakraniellen Kollateralkreislaufen fihrt®®. Die Definition der Erkrankung beinhaltet eine

Stenose oder Okklusion des terminalen Abschnitts der Arteria carotis interna oder der



proximalen Abschnitte ihrer beiden Abgange (Arteria cerebri media und Arteria cerebri
anterior) und ein abnormales Gefalinetzwerk im Bereich der Hirnbasis®. In diesem
Zusammenhang ist eine Affektion beider Hemispharen die Voraussetzung einer definitiven
Moyamoya-Vaskulopathie?”®. Die Atiologie der Moyamoya-Vaskulopathie ist bisher
vollkommen ungeklért27. Zu unterscheiden ist primar zwischen der Moyamoya-Erkrankung
und dem Moyamoya-Syndrom. Das Moyamoya-Syndrom beinhaltet neben den vaskularen
Veranderungen des Circulus  Willisi andere  Begleiterkrankungen  wie  z.B.
Autoimmunerkrankungen, Down-Syndrom und Neurofibromatose®’. Der Begriff Moyamoya-
Erkrankung bezeichnet im Gegensatz dazu ausschlieBlich die intrakraniellen
zerebrovaskularen Veranderungen®.

Aufgrund der ausgepragten Seltenheit der Erkrankung existieren praktisch keine sicheren
epidemiologischen Daten. In Asien wurde eine Inzidenz von 0,35 und eine Pravalenz von
3,16 pro 100 000 Einwohnern beschrieben®’. Eine neuere Studie aus Japan zeigt jedoch
deutlich héhere Zahlen mit einer Inzidenz von 0,96 und einer Pravalenz von 10,5 pro 100 000
Einwohnern®’. Bezlglich europaischer Patienten existieren keine epidemiologischen Daten,
allerdings ist aufgrund der erhéhten Anzahl wissenschaftlicher Publikationen zu europaischen
Moyamoya Patienten davon auszugehen, dass die Inzidenz und Pravalenz héher als bislang
vermutet ist®®. Bisher wurde angenommen, dass die Inzidenz und Pravalenz europaischer
Moyamoya Patienten ca. 10% der asiatischen Zahlen betragt”’.

Die Ursache der Erkrankung ist ebenfalls weitestgehend unbekannt. Histopathologische
Studien zeigen in den stenookklusiven Gefallabschnitten eine exzentrische fibromuskulare
Verdickung der Intima, proliferierende glatte Muskelzellen und eine duplizierte Elastica
interna®’. Die typischen Moyamoya GefafRe der Hirnbasis zeigen Fibrinanlagerungen, eine
fragmentierte Elastica interna sowie eine ausgediinnte Media®’. Der zugrundeliegende
molekulare Mechanismus ist allerdings nicht bekannt. Verschiedene Arbeiten zeigen, dass
Angiogenese-assoziierte Signalwege eine Rolle bei der Entstehung der Moyamoya
Vaskulopathie spielen kénnten®’. So konnte der Hepatozyten-assoziierte Wachstumsfaktor
(Hepatocyte growth factor, HGF) in stenookklusiven Lasionen von Moyamoya Patienten
nachgewiesen werden, wahrend bei Patienten mit einer atherosklerotisch bedingten

27, 29

zerebrovaskularen Insuffizienz dieser Faktor nicht vorhanden war . Daruberhinaus zeigen



Moyamoya Patienten eine deutlich erhéhte Anzahl CD-34 positiver und CD-133 positiver
endothelialer Vorlauferzellen im Serum als Patienten mit einer Atherosklerose®. Andere
Arbeiten zeigen eine Beteiligung typischer proangiogener Molekile wie z.B. VEGF und HIF-
177,

Die Hauptsymptome der Moyamoya Vaskulopathie beinhalten auf der einen Seite zerebrale
Ischamien und auf der anderen Seite intrazerebrale Blutungen. Wahrend zerebrale Blutungen
bei ca. 50% der adulten asiatischen Patienten vorkommen, zeigen europaische Patienten ein

1. 28 Bgj europaischen Patienten steht

deutlich geringeres Risiko fiir zerebrale Hamorrhagien
die zerebrovaskuldare hamodynamische Insuffizienz im Vordergrund mit assoziierten
zerebralen Ischamien”®. Obwohl beziiglich der Behandlung der Moyamoya Vaskulopathie
keine randomisierte klinische Studie vorliegt, herrscht im allgemeinen wissenschaftlicher
Konsens, dass eine chirurgische Revaskularisierung das hamodynamische Defizit der
Patienten und das Risiko fiir zerebrale Ischamien am effizientesten reduziert” .

Zur Revaskularisierung stehen verschiedene operative Strategien zur Verfl','lgungm. Die
direkte Revaskularisierung besteht aus einem arteriellen Standardbypass mittels
Transposition der Arteria temporalis superficialis auf ein M4 Segment der Arteria cerebri
media (STA-MCA Bypass)31. Indirekte Revaskularisierungsmethoden beinhalten die
Platzierung von gefaRreichen Gewebe auf der Gehirnoberflache und basieren auf der
Tatsache, dass Gefalke aus dem Spendergewebe auf die Gehirnoberflache wachsen und
dann einen relevanten Kollateralfluss erméglichen”. Hierzu wurden verschiedene Gewebe
bislang verwendet: der Temporalmuskel (Encephalomyosynangiose), die Dura mater
(Encephalodurosynangiose), die Galea (Encaphalogaleosynangiose) oder die Arteria
temporalis superificialis (Encephaloarteriosynangiose) stellen typische Beispiele dar®’.
Kombinierte Revaskularisierungsmethoden bestehen aus einem direkten Bypass und einer
indirekten Methode wie z.B. einer Encephalomyosynangiose. Die Vorteile des direkten
Bypasses sind die sofortige zusatzliche Blutversorgung des Gehirns und damit die schnelle
Reduktion des Schlaganfallrisikos. Die Nachteile des direkten Bypasses sind das
Hyperperfusionssyndrom als auch die technisch erschwerten Bedingungen im Vergleich zu
indirekten Methoden?’. Indirekte Revaskularisierungsverfahren sind einfacher durchzufiihren,

aber sie beinhalten ein postoperativ hoheres Ischamierisiko, da die zusatzliche



Blutversorgung erst 3-6 Monate nach der Operation entsteht”” *'

. Hier zeigen kleinere
Studien bei asiatischen Patienten, dass adulte Moyamoya-Patienten nur in ca. 40-50% eine
suffiziente Revaskularisierung durch einen indirekten Bypass erzielen, wahrend bei
padiatrischen Patienten indirekte Methoden deutlich bessere Revaskularisierungsergebnisse
erzielen®”” *. Bei europaischen Patienten liegen diesbeziiglich keine systematisch erfassten
Daten vor.
Im Rahmen der chirurgischen Behandlung der Moyamoya Vaskulopathie wurde deutlich,
dass die Gehirnoberflache oft intraoperativ rétlich verandert erscheint®®. Takeuchi et al.
konnten diesbezlglich zeigen, dass die Gehirnoberfliche von Moyamoya Patienten durch
eine hohe Anzahl leptomeningealer Anastomosen und erweiterte piale GefalRe charakterisiert
ist®.  Moyamoya-spezifische Veranderungen oder die klinische Relevanz dieser
Beobachtungen konnten bislang allerdings nicht identifiziert werden.
Basierend auf rudimentaren Kenntnissen uber die Moyamoya Vaskulopathie beziiglich der
vaskularen Pathophysiologie und der chirurgischen Therapie lag der wissenschaftliche
Schwerpunkt dieser Arbeit auf:
* der Charakterisierung des kortikalen GefaRsystems bei Moyamoya Patienten.
e der Charakterisierung einer kombinierten und einer indirekten
Revaskularisierung bei (adulten und padiatrischen) europaischen Moyamoya
Patienten

e der Erarbeitung einer Moyamoya Klassifikation, die eine Abschatzung

klinischer Symptome erlaubt.

Ziel
Das Ziel dieser Arbeit ist es anhand des Glioblastoma multiforme und der Moyamoya

Vaskulopathie die pathophysiologische Bedeutung einer veranderten Neoangiogenese zu

untersuchen sowie therapeutische Implikationen zu identifizieren.
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Material und Methoden

Die Untersuchungstechniken, die in dieser Arbeit verwendet wurden, werden in den
folgenden Abschnitten zusammengefasst dargestellt. In diesem Zusammenhang wird
deutlich, dass bezlglich des Glioblastoma multifome experimentelle Untersuchungsmethoden
mit einem molekularbiologischen Hintergrund verwendet wurden. Im Rahmen der Moyamoya
Vaskulopathie wurden vornehmlich klinisch orientierte Untersuchungstechniken angewendet.
Die spezifisch verwendeten Unterschungsmethoden der einzelnen Studien kénnen den

entsprechenden Publikationen entnommen werden.

Glioblastoma multiforme - Experimentelle Untersuchungstechniken

Subkutane Xenografts

Samtliche Experimente wurden an atypischen Nacktmausen durchgefiihrt. Fur die Analyse
des Tumorwachstums wurde eine definierte Anzahl von Tumorzellen subkutan in die
Hinterflanke der Nacktmause injiziert. Die Tumorgrofle wurde durch Quantifizierung der
Lange, der Breite und der Hoéhe des Tumors bestimmt. Hierbei wurde folgende
mathematische Formel angewendet: Tumorvolumen = (Lange x Breite x Hohe) / 2

Die antiangiogene Behandlung der Tumore wurde mit Sunitinib (40 mg/kg Kérpergewicht)
durchgefuhrt, welches intraperitoneal injiziert wurde in einer Lésung mit 0,9%iger Kochsalz-
Lésung. Die Behandlungsdauer betrug 6 Tage. Die Kontrollitiere erhielten tagliche

Applikationen einer 0,9%igen NaCl-Lésung als Placebobehandlung.

Das Riickenhautkammermodell

Fir die Analyse der Tumormikrozirkulation und Mikrohdmodynamik wurden Tumorzellen in
Ruckenhautkammern implantiert. Hierfir wurde die Rickenhautkammer an Nacktmausen
verwendet (N = 8 pro Gruppe). Die mikrochirurgische Praparationstechnik des
Rickenhautkammermodells wurde bereits in verschiedenen Studien ausflhrlich beschrieben
und stellt ein etabliertes Modell zur intravitalmikroskopischen Analyse der Mikrozirkulation
dar**. Kurz zusammengefasst besteht das Observationsfenster der Riickenhautkammer aus

einer Schicht gestreifter Muskulatur, Subkutangewebe und Epidermis. Es erlaubt die
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repetitive, in-vivo, online Darstellung der Tumormikrozirkulation und potentieller Zell-
Zellinteraktionen. Um die Effekte des chirurgischen Traumas zu minimieren, wurde die

Kammer zwei Tage vor der Tumorzellimplantation prapariert.

Intravitalmikroskopie

Das Gefalsystem des Tumors wurde mittels Intravitalfluoreszenz-Videomikroskopie in
Epiilluminationstechnik dargestellt. Zu diesem Zweck wurde ein modifiziertes Axio-Tec-Vario-
Mikroskop (Firma Zeiss, Oberkochen/Germany) mit UV (340 - 380 nm) und Blaulicht (450 -
490 nm) - Filter verwendet. Fluoresceinisothiocyanat (FITC) - konjugiertes Dextran wurde
verwendet um das Gefallsystem mittels Kontrastbildgebung zu visualisieren. Leukozyten-
Endothelzell-Interaktionen  wurden mittels Rhodaminmarkierung ermoéglicht. FITC-
konjugiertes Dextran und Rhodamin wurden in die Schwanzvene des Versuchstieres vor der
Mikroskopie injiziert. Samtliche mikrozirkulatorischen Messungen wurden mittels eines
computerassistierten Bildanalysesystems (CAPIMAGE-Cyntel-Software-Engineering,
Heidelberg/Germany) ausgewertet. Das neu formierte Tumorgefalsystem wurde hierfiir in
drei Zonen (peritumoral, marginal und zentral) eingeteilt. Jede Zone wurde separat (2-3
Observationen pro Zone) analysiert, wodurch 6-9 Messungen pro Tier durchgefiihrt wurden.
Die quantitative Analyse beinhaltete die totale intratumorale GefalRdichte (Total intratumoral
vascular density, TVD, Einheit: cm/cmz), welches als die Lange aller neugeformten
(perfundierten und nicht-perfundierten) MikrogefaRe im Bereich des Tumorareales definiert
wurde. Die funktionelle intratumorale GefaRdichte (Functional intratumoral vascular density,
FVD, Einheit: cm/cmz) wurde als Lange aller neugeformten, perfundierten Mikrogefale im
Tumorareal definiert. Als weiterer funktioneller Parameter wurde der Perfusionsindex (PI) als
das Verhaltnis aus funktioneller GefaRdichte zu totaler GefaRdichte berechnet (Pl = FVD :
TVD x 100). Fest adharente Leukozyten (sticking leukocytes) wurden als Leukozyten
definiert, die keine Bewegung entlang der Gefallwand fiur mindestens 30 sec zeigten. Die
Anzahl der Leukozyten wurde in Relation zur Oberflache des analysierten GefaRsegmentes
bestimmt und basierend auf dem GefalRdurchmesser und der Lange des analysierten
Gefallsegmentes berechnet. Hierzu wurde folgende Formel verwendet: 2 x T x r x h, wobei r
den Durchmesser des GefalRsegmentes/2 und h die Lange des analysierten

Gefallsegmentes definiert.
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Biodistributionsanalyse des Antikorpers L19-SIP

Um die mikrovaskulare Biodistribution von L19-SIP zu charakterisieren, wurden 100 ug von
Cy3-markiertem L19-SIP in die Vena jugularis der Versuchtiere injiziert. Als Kontrollgruppe
dienten Tiere, in welchen keine Tumorzellen in die Rickenhautkammer implantiert wurden.
Durch die Analyse der Fluoreszenzintensitdt im Bereich der GefalBwand (vaskulares
Kompartment) sowie im angrenzenden Interstitium (interstitielles Kompartment) wurden
insgesamt 6-9 TumorgefalBe pro Tier analysiert. In diesem Zusammenhang wurde das
vaskulare Kompartiment als die GefaBwand und das direkt angrenzende perivaskulare Areal
(definiert als ein Areal von 250 — 500 um2 mit einer Breite von 3 uym direkt neben dem
analysierten Tumorgefall) definiert. Das interstitielle Kompartiment wurde als ein Areal von
250 bis 500 ym® im Interstitium mit einem Mindestabstand vom analysierten Gefall von 20
pm definiert. Vor der Injektion des Cy3-markiertem L19-SIP wurde die interstitielle
Fluoreszenzintensitdt gemessen, um eine Verfdlschung der Daten  durch

Autofluoreszenzeffekte zu verhindern.

Biodistributionsanalyse wiihrend antiangiogener Therapie

Um die Effekte einer antiangiogenen Therapie auf die Biodistribution des L19-SIP zu
untersuchen, wurden SF126 Gliomzellen in Rickenhautkammern in Nacktmausen (N = 4 pro
Gruppe) implantiert. Als antiangiogene Substanz  wurde der kleinmolekulare
Tyrosinkinaseninhibitor Sunitinib mit einer Dosierung von 40 mg/kg/Tag Uber einen Zeitraum
von 6 Tagen taglich intraperitoneal injiziert. Die Kontrolltiere erhielten tagliche Injektionen von
0,9%iger NaCl-Losung als Placebobehandlung. Die Intravitalmikroskopie wurde sowohl an

Tag 2 als auch an Tag 6 nach dem Beginn der antiangiogenen Therapie durchgefihrt.

Analyse der Mikrohimodynamik

Um die Mikrohdmodynamik zu untersuchen, wurde die Geschwindigkeit der Erythrozyten als
auch der GefaRdurchmesser computerassistiert bestimmt. Hierbei wurde die Geschwindigkeit
der Erythrozyten intravaskular mittels eines  Algorithmus basierend auf
Grauwertverschiebungen bestimmt. Die mikrovaskulare Blutflussrate wurde anhand folgender

Formel berechnet: Qv =1 x (D : 2)2 x RBCV : K.
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In diesem Zusammenhang beinhaltet RBCV die Geschwindigkeit der Erythrozyten, D den
GefalRdurchmesser und K (= 1,3) den Baker-Wayland-Faktor, der das parabolische
Geschwindigkeitsprofil von Blut in Mikrogefalien bericksichtigt.

Um nun die mikrohdmodynamischen Effekte auf die Anflutung einer Chemotherapie zu
untersuchen, wurde eine Bolusinjektion des rot autofluoreszierenden Chemotherapeutikums
Doxorubicin (20 mg/kg Korpergewicht) Gber einen Katheter in der Arteria carotis communis
der Versuchstiere (N=8) injiziert. Hierbei wurden 4 Tiere mit Sunitinib (40 mg/kg/d) tber einen
Zeitraum von 6 Tagen behandelt, wahrend 4 Kontrolltiere 0,9%ige NaCl-Lésung als
Placebobehandlung erhielten. Durch die Analyse der perivaskularen Fluoreszenzintensitat
vor und 10 Minuten nach der Doxorubicinapplikation konnten Veranderungen der
perivaskularen Fluoreszenzintensitdt und damit die Akkumulation des fluoreszierenden
Doxorubicins quantitativ bestimmt werden. Um die mikrovaskuladre Anflutung (Microvascular
Delivery = MD) zu bestimmen, wurde die Fluoreszenzintensitdt in sechs verschiedenen
Regions of Interest (ROI) mit einer Gesamtflache von 1000 bis 2000 um? gemessen. Die
ROIs waren dabei per definitionem 10-30 um neben einem perfundierten Tumorgefaf
lokalisiert. Nach Abzug des Hintergrundwertes wurde die Veranderung der perivaskularen
Fluoreszenzintensitat als ,Microvascular Delivery” (MD) von Doxorubicin ins Interstitium
definiert. Um nun die mikrovaskulare Anflutung von Doxorubicin in Relation zur Anzahl
perfundierter BlutgefalRe zu setzen, wurde MD in Abhéangigkeit von der funktionellen
Gefalidichte (FVD) analysiert und dieses Verhaltnis als der ,Microvascular Delivery-Index*

(MDI) des Tumorgefaf3systems definiert.

Intravitale konfokale Laser-Mikroskopie

Um die Lokalisation von L19-SIP in den Ruckenhautkammern auch in tieferen Strukturen des
Tumors darstellen zu koénnen, wurde die intravitale konfokale Laser-Mikroskopie
durchgefihrt. Fluoreszenzbilder wurden hierbei mit einem LEICA-TCPSB 2-konfokalen Laser-
Mikroskop (CSLM; LEICA, Benzheim/Germany) durchgefiihrt. Die Bilder wurden mit einer
Auflésung von 512 x 512 Pixeln aufgenommen. Mittels intravendser Injektion von 2%iger
FITC-Dextran-Losung (100 pl i.v.) wurden Z-stacks Uber eine Gesamtstrecke von 100 um des

Tumorgewebes visualisiert mit einem Z-stip-Intervall von 5 ym. Die Durchschnittsprojektion
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der einzelnen Aufnahmen wurde mit einem computerunterstitzten Bildverarbeitungssystem,

welches vom Hersteller bereitgestellt wurde, verarbeitet.

Immunhistochemie

Die Tumore wurden exzidiert und anschlieRend in Aceton fixiert. Es wurden 5 ym messende
Kryoschnitte hergestellt. 5 Kryoschnitte pro Tumor wurden anschlieRend analysiert. Die ROls
wurden als ein Areal von 91 pm? definiert und in 40facher VergroRerung analysiert. Zur
Visualisierung der Endothelzellproliferation wurden ein spezies-spezifischer anti-Ki67-
Antikérper (TEC-3, DAKO, Hamburg/Germany) sowie konventionelle immunhistochemische
Techniken verwendet. Die Quantifizierung erfolgte durch das Auszahlen positiv gefarbter
Zellkerne pro ROI. Mit dem Ziel Perizyten-Endothelzellinteraktionen darzustellen, wurde die
Fraktion Perizyten-assoziierter Gefalle gezahlt. Zu diesem Zweck wurde eine
Doppelfluoreszenzfarbung fir den Endothelzellmarker CD31 und den Perizytenmarker
Desmin durchgefihrt und die Quantifizierung erfolgte durch Auszéhlen perizytenmarkierter
Blutgefalle im Vergleich zu samtlichen BlutgefalBen. Mit dem Ziel, die Tumorzellproliferation
darzustellen, wurde ein Phosphohiston A3-Antikérper (UPSTAE-Millipore,
Schwabach/Germany) verwendet. Die Quantifizierung wurde durch Auszahlen der positiv

markierten Zellkerne pro ROI durchgefiihrt.

Zur histologischen Darstellung des CY3-markierten L19 SIP erfolgte ebenfalls die Anfertigung
von Kryoschnitten (4 pm) in Aceton-fixiertem Tumorgewebe. Es erfolgte daraufhin die
Farbung fir den Endothelzellmarker CD 31 in Kombination mit einem FITC-konjugierten
Sekundarantikérper (Dianova, Hamburg/Germany). Die Farbung der Zellkerne wurde mittels
DAPI durchgefiihrt. Die Kolokalisation des CY3-L19 SIP mit dem CD31-Signal wurde mittels
eines Axioplan2-Imaging-Mikroskopes (ZEISS, Jena/Germany) durchgefiihrt und mit der vom

Hersteller mitgelieferten Software ausgewertet.
Zur Visualisierung einer TBK1-Uberexpression wurden in fliissigem Stickstoff gefrorene

Tumore kryosektioniert und mit den entsprechenden Primar- und Sekundar-Antikérpern tber

einen Zeitraum von 24 Stunden inkubiert. Nach dem Waschen wurde biotinyliesiertes Schaaf-
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Anti-Rabbit-Serum hinzugefligt und anschlieRend erneut gewaschen. Danach wurden die

Reagenzien des ABC-Kits (Vector Burlingame, CA, USA) zugefihrt und anschlieRend fixiert.

Western-Blot-Analyse

Die Western-Blot-Analyse wurde durchgefihrt, um die Expression VEGF in TBK1-
Uberexprimierenden Tumoren und den entsprechenden Kontrolltumoren zu untersuchen.
Hierfir wurden Tumorlysate (50 pg/ml) mit einem Proteaseninhibitor-Cocktail (Roche,
Mannheim/Germany) verwendet. Der Western-Blot wurde anschlieRend mit polyklonalem
Antikérper gegen humanes VEGF (1 pg/ml, A-20, Santa-Cruz-Biotec, Heidelberg/Germany)
durchgefihrt. Durch die Verwendung eines AP-konjugierten Anti-Rabbit-Antikdrpers
(Jackson-Immuno-Dianova, Hamburg/Germany) erfolgte die Visualisierung mittels

Chemolumineszenz (Lumi-Phos-Pierce, Bonn/Germany).

Moyamoya Vaskulopathie - Klinische Untersuchungsmethoden

Die ICG-Videoangiographie

Bei allen Patienten wurde die Indocyaningrin(ICG)-Videoangiographie entsprechend der
chirurgischen Indikation durchgefiihrt. Die Platzierung eines Millimeter-Malstabs auf der
cerebralen Oberflache vor der ICG-Videoangiographie garantierte die dimensionale
Genauigkeit wahrend der postoperativen Analyse. Wahrend der Applikation des
Indocyaningriins erfolgte ein ausfihrliches Monitoring der Blutdruckwerte und der
Herzfrequenz. Zur Aufzeichnung des ICG-Videoangiogramms wurde ein Bolus von etwa 20
mg (0,3 mg/kg Koérpergewicht) Indocyaningriin intravends verabreicht und die Fluoreszenz
Uber dem Operationsfeld mit Hilfe der im Operationsmikroskop (Zeiss Pentero) integrierten
Software aufgezeichnet. Die Videosequenzen wurden anschlieBend mit Hilfe der IC-Calc 1.1-

Software (Fusion Medical Systems, Miunchen/Deutschland) ausgewertet.

Einteilung des kortikalen Gefifisystems

Entsprechend ICG-videoangiographischer Aspekte wurde das kortikale GefaRsystem

eingeteilt: die zuerst fullende kortikale Arterie (A1) und ihre direkten Abgange (A2) sowie die
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zuletzt drainierenden Venen (V1) und ihre direkten Aste (V2) wurden als kortikale
Makrovaskularisierung bezeichnet.

Alle Gefalte, die zwischen diesen GefaRsegmenten zur Darstellung kamen wurden als
kortikale Mikrovaskularisation definiert. Zur  Quantifizierung der  kortikalen
Mikrovaskularisation wurden drei Regions of Interest (ROI) pro cerebralem Kortex
ausgewertet. Hierbei wurde ein ROI als eine Flache von 25-100 mm? definiert, ohne dass ein
Gefal der Makrovaskularisierung (A1, A2, V1 oder V2) in diesem Areal zur Darstellung kam.
Die mikrovaskulare Dichte (microvascular density = MD) wurde anschlieBend als die Lange
aller MikrogefaRe pro analysierten ROI definiert. Der mikrovaskuldre Durchmesser als auch
die mikrovaskulare Oberflache wurden mit Hilfe eines computerassistierten Analyse-Systems
(CAPImage-Science, Heidelberg/Germany) ausgewertet. Hierbei wurde die mikrovaskulare
Oberflache (microvascular surface = MVS) mit Hilfe folgender Formel berechnet:

MVS=mxD:2xMD

Die mikrohimodynamische Analyse der kortikalen Mikrovaskularisierung

Mittels der ICCalc - 1.1-Software (Fusion Medical Systems, Miinchen/Germany) wurden drei
verschiedene Kompartimente in einem zeitabhangigen Verfahren untersucht. Hierbei wurde
das arterielle  Kompartiment  (A2-Gefalle), das kapillare  Kompartiment (=
Mikrovaskularisierung) und das ventse Kompartiment (V2-GefaR) unterschieden. Durch die
Bestimmung der zeitlichen Latenz der héchsten Fluoreszenzintensitaten in den einzelnen
Kompartimenten kann die Zeit erfasst werden, die der Fluoreszenzfarbstoff fiir die
Durchstromung des kapillaren Kompartiments bendtigt. Diese Zeit wurde als die
mikrovaskulare Transit Time (MVTT) definiert. Darliber hinaus wurde der Unterschied in der
héchsten Fluoreszenzintensitat zwischen dem arteriellen und dem kapillaren Kompartiment
bestimmt. Diese Zeit wurde als die arterielle mikrovaskulare Transit Time (AMVTT) definiert.
Vergleichbar wurde die Latenz zwischen dem hdchsten Fluoreszenzwert des kapillaren und
des vendsen Kompartiments bestimmt und damit die venése mikrovaskuldre Transit Time

(VMVTT) definiert.

17



Evaluation der angiographischen Revaskularisierungsergebnisse

Um die angiographische Kollateralisierung nach cerebraler Revaskularisierung zu
untersuchen, wurde eine digitale Subtraktionsangiographie postoperativ (innerhalb der ersten
7 Tage nach der Operation) als auch zu einer frihen Verlaufsuntersuchung (ca. 6 Monate
nach der Operation) und zu einer spaten Verlaufsuntersuchung (ca. 12 Monate nach der
Operation) durchgefiihrt. Zusatzlich zur spaten angiographischen Verlaufsuntersuchung
wurde bei 20 adulten Moyamoya-Patienten eine Messung des regionalen cerebralen
Blutflusses und der zerebrovaskularen Reservekapazitat mittels Xenon-
Computertomographie durchgefihrt. Um die angiographischen Revaskularisierungs-
ergebnisse quantifizieren zu kénnen, wurde ein semiquantitatives Auswertungssystem
verwendet. Hierbei wurde zur Kilassifizierung der Funktion des STA-MCA-Bypasses

folgendes System angewendet:

Grad 0 = keine Fillung des MCA-Gefalterritoriums
Grad 1 (schwach) = anterograde Fllung von 1 oder 2 MCA-Asten
Grad 2 (medium) = ante- und retrograde Fullung des MCA-

Territoriums

Grad 3 (extensiv) = Fullung des gesamten MCA-Territoriums

Vergleichbar wurde die Quantifizierung des angiographischen

Revaskularisierungsergebnisses fir die Encephalomyosynangiose angewendet:

Grad 0 = keine Fillung
Grad 1 (schwach) = schwache Darstellung kortikaler Gefalle
Grad 2 (medium) = Fullung von cerebralen Arterien tber 1 oder 2

Muskelaste des Temporalmuskels
Grad 3 (extensiv) = Fillung des gesamten MCA-Gefall-Territoriums

Uber 3 Muskelaste des Temporalmuskels
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Klinische Evaluation des Revaskularisierungsergebnisses

Der klinische Status jedes individuellen Patienten wurde als verbessert definiert, wenn es im
Verlauf des Beobachtungszeitraumes zu einer Verbesserung der neurologischen Symptome
(z.B. regrediente Hemiparese, regrediente Aphasie etc.) kam. Falls die Patienten durch
intermittierend auftretende transiente ischamische Attacken (TIA) auffallig wurden, so wurde
ein vollstdndiges Verschwinden der TIAs nach Revaskularisierungsoperation als
Verbesserung der Erkrankung gewertet. Eine stabile Erkrankung wurde als eine Persistenz
neurologischer Defizite oder eine Persistenz der TIA-Frequenz definiert. In diesem
Zusammenhang wurde ebenfalls eine reduzierte TIA-Frequenz als stabile Erkrankung
gewertet, da die Revaskularisierung basierend auf klinischen Gesichtspunkten nicht
vollstandig das hdmodynamische Defizit kompensieren konnte. Als progrediente Erkrankung
wurde das Auftreten neuer neurologischer Defizite, ein Anstieg der TIA-Frequenz oder das
Auftreten einer intrazerebralen Blutung gewertet. Soweit moéglich wurden die klinischen
Symptome auf eine verantwortliche Hirnhemisphare eingegrenzt. Im Falle von
Kopfschmerzen oder primar psychologischen/psychiatrischen Symptomen wurden beide

Hemispharen als symptomatisch gewertet.

Beschreibung des Klassifikationssystems der Moyamoya-Vaskulopathie

Die Moyamoya-Vaskulopathie wird durch das angiographische Erscheinungsbild, das
Auftreten zerebraler ischamischer Lasionen und durch eine signifikante Einschrankung der
zerebrovaskularen Reservekapazitat charakterisiert. Folglich orientiert sich das
Klassifikationssystem der Moyamoya-Erkrankung an diesen drei Parametern. In diesem
Zusammenhang muss darauf hingewiesen werden, dass die Klassifikation jeweils fir eine
Hirnhemisphare gilt, wodurch es moglich ist, dass ein Patient unterschiedliche
Klassifikationsgrade pro Hemisphare zeigt. Dementsprechend werden die Einzelparameter

pro Hemisphare gewertet.

Variable 1: Digitale Subtraktionsangiographie
Die digitale Subtraktionsangiographie wurde in drei Schweregrade aufgeteilt — in
Abhangigkeit von der Prasenz stenookklusiver Lasionen, intrakranieller Kollateralen sowie

extra-/ intrakranieller Kollateralen.
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1. Die Prasenz von stenookklusiven Lasionen in Begleitung von typischen Moyamoya-
Gefalen ohne intrakranielle oder extra-/intrakranielle Kompensationswege wurde als
die leichteste angiographische Auspragung der Erkrankung gewertet und erhielt vor
diesem Hintergrund 1 Punkt.

2. Die kombinierte Prasenz von stenookklusiven Lasionen, Moymoya-Gefallen und
zusatzlichen rein intrakraniellen Kollateralen (wie z.B. leptomeningeale Anastomosen
und/oder Balkenanastomosen) wurde als fortgeschrittene Erkrankung gewertet und
erhielt dementsprechend 2 Punkte.

3. Die Prasenz von stenookklusiven Lasionen und extra-/intrakraniellen Kollateralen
wurde definiert als die schwerste angiographische Erscheinungsform und erhielt 3

Punkte.

Die Prasenz von Moyamoya-GefalRen war kein verpflichtender Parameter fir die schwerste
angiographische Erscheinungsform der Moyamoya-Erkrankung, da sich Moyamoya - Gefal3e
entsprechend der Erstbeschreibung von Suzuki mit zunehmendem Erkrankungsgrad

zuriickbilden®.

Variable 2: MRT-Bildgebung zerebraler Ischamien

Um den Schweregrad der Erkrankung sowie strukturelle ischamische Lasionen und deren
Bedeutung fir den klinischen Verlauf der Erkrankung in das Klassifikationssystem integrieren
zu kénnen, wurde die Prasenz von ischamischen Lasionen in der MRT-Bildgebung als zweite
Variable gewertet. In diesem Zusammenhang wurde eine pathologische Bildgebung als ein
MRT definiert, welches den Nachweis einer ischamischen Lasion erbringt und/oder Zeichen
einer Hirnatrophie als generelles Resultat einer hamodynamischen Einschrankung zeigte. Ein
nicht pathologisches MRT wurde definiert als eine kraniale Bildgebung, die keine Zeichen
einer Moyamoya-assoziierten Ischamie, Blutung oder Atrophie zeigt. Dementsprechend
erhielt eine per definitionem pathologische MRT-Bildgebung 1 Punkt und eine per

definitionem nicht pathologische MRT-Bildgebung O Punkte.
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Variable 3: zerebrovaskulare Reservekapazitat

Der wichtigste funktionelle Parameter, der die zerebrovaskulare Insuffizienz charakterisiert ist
die zerebrovaskulare Reservekapazitat. Fur eine schwer eingeschrankte zerebrovaskulare
Reservekapazitat mit einem 5%igen Abfall des zerebralen Blutflusses nach Acetazolamid-
Stimulation wurde ein signifikant erhdhtes Schlaganfall-Risiko beschrieben®. Diese Patienten
profitieren in besonderem MaRe von einer zerebralen Revaskularisierung%. Um diesen
pathophysiologischen Zusammenhang entsprechend in das Klassifikationssystem zu
integrieren, wurde eine zerebrovaskuldre Reservekapazitat von -5% als eingeschrankt
gewertet und erhielt dementsprechend 2 Punkte. Eine zerebrovaskulare Reservekapazitat,
die groler als -5% war, wurde als nicht relevant eingeschrankt gewertet. Insgesamt wurden
diesem Parameter zwei Punkte zugeordnet, da zum einen eine zerebrovaskulare
Reservekapazitat von -5% und weniger fiir eine schwere Einschrankung der zerebralen

Durchblutung steht und zum anderen dadurch das Schlaganfallsrisiko signifikant erhoht ist.

Durch Addition der einzelnen numerischen Werte jeder Variablen wurde ein Gesamtwert
ermittelt. Dieser erlaubt die Einteilung der Moyamoya-Vaskulopathie in drei Schweregrade:

Die milde Form der Moyamoya-Vaskulopathie (Grad 1) wurde definiert als ein
Gesamtpunktwert von 1-2 Punkten, die moderate Form der Moyamoya-Vaskulopathie (Grad
II) wurde definiert als ein Gesamtpunktwert von 3-4 Punkten und die schwere Form der
Moyamoya-Vaskulopathie (Grad Ill) wurde definiert als ein Gesamtpunktwert von 5-6

Punkten.
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Ergebnisse

I. Glioblastoma multiforme

Identifikation der Tank-Binding-Kinase I als antiangiogenes Zielmolekiil

Die klassischen Zielmolekiile antiangiogener Therapiestrategien sind proangiogene Faktoren
wie z.B. der vascular endothelial growth factor (VEGF) oder der platelet derived growth factor
(PDGF)¥. In zunehmendem MaRe wird allerdings deutlich, dass antiangiogene
Therapiestrategien als Monotherapie nur einen eingeschrankten Therapieeffekt besitzen'.
Multiple Resistenzmechanismen koénnten fir die Insuffizienz einer antiangiogenen
Monotherapie verantwortlich sein. Diese umfassen alternative GefaBwachstumsprozesse und
die Expression alternativer proangiogener Molekiile, Anderungen in der Tumorbiologie im
Sinne eines proinvasiven und prometastatischen Wachstums und die Produktion
unabhangiger Wachstumsfaktoren durch tumorassoziierte Fibroblasten, Makrophagen und
andere Zellen®.

Neue Erkenntnisse weisen darauf hin, dass es eine Interaktion zwischen dem
inflammatorischen und dem angiogenen System gibt. Kurzlich konnte die Tank-Binding-
Kinase | als eine neue Kinase beschrieben werden, die den inflammatorischen Nuclear
Factor KappaB - Signalweg als auch den Interferon Regulatory Factor 3 - Signalweg aktiviert
und damit vornehmlich eine proinflammatorische Immunantwort gegen virale Antigene
vermittelt*®. Zusétzlich konnte ein Genomscreen fiir angiogene Molekiile zeigen, dass der
TBK1-/IRF-3-Signalweg die Proliferation von Endothelzellen in vitro stimuliert*’. Diese Daten
legen eine proangiogene Rolle fir den TBK1/IRF-3-Signalweg nahe. Histologische
Untersuchungen konnten dartber hinaus zeigen, dass TBK1 in verschiedenen Tumorarten
(inklusive dem Glioblastoma multiforme) verstarkt exprimiert wird*®. Das Ziel dieser Arbeit war
es die Beteiligung von TBK1 an der Vermittlung der Tumorangiogenese und der
tumorassoziierten mikrovaskularen Inflammation in vivo zu untersuchen. Zu diesem Zweck
wurden TBK1 Uberexprimierende Tumore sowie die entsprechenden Kontrollen im

Ruckenhautkammermodell mittels intravitalmikroskopischer Analyse untersucht. Die
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Experimente wurden in Nacktmausen (N=6 pro Gruppe) durchgefiihrt. Die TBK1
Uberexprimierenden Tumorzellen bzw. die entsprechenden Kontrollzellen wurden in die
Ruckenhautkammer implantiert und an den Tagen 7, 14 und 21 nach Implantation mittels
Intravitalmikroskopie untersucht. Eine intravendse Applikation von FITC-Dextran ermoglichte
die Darstellung des GefaRsystems. Die Darstellung von Leukozyten-Endothelinteraktionen
erfolgte Uber eine intravendse Rhodamininjektion. Die analysierten Parameter beinhalteten:

* die totale vaskulare Dichte (TVD)

* die funktionelle tumorale vaskulare Dichte (FVD)

* Perfusionsindex (PI)

* Leukozytenadharenz (=Leukozytensticking)
Wir konnten zeigen, dass eine TBKI-Uberexpression zu einem signifikanten Anstieg der TVD
als auch der FVD flhrt. Neben diesem proangiogenen Effekt fiihrt eine TBK1 Uberexpression
zu einer erh6hten mikrovaskuldren Inflammation mit einem signifikanten Anstieg der
Leukozytenadharenz. Um potentielle Molekile zu identifizieren, die sowohl angiogene als
auch proinflammatorische Reaktionen hervorrufen, wurden die Zytokine RANTES und
Interleukin 8 quantitativ mittels PCR-Analyse untersucht. Hier zeigte sich, dass in TBK1
Uberexprimierenden Tumoren eine signifikante Erhéhung sowohl von RANTES als auch von
Interleukin 8 nachzuweisen war. Daruber hinaus konnten wir mittels Western Blot-Analyse
darlegen, dass die TBK1 uberexprimierenden Tumore eine signifikante Erhéhung des
Wachstumsfaktors VEGF zeigen. Zusammenfassend konnten wir mit dieser Arbeit zeigen,
dass TBK1 sowohl eine proangiogene, als auch eine proinflammatorische Antwort vermittelt,
indem eine Hochregulation von proangiogenen als auch proinflammatorischen Molekilen
induziert wird. Vor diesem Hintergrund kénnte TBK1 ein potentielles neues Zielmolekul zur

antiangiogenen und antiinflammatorischen Therapie des Glioblastoma multiforme darstellen.
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Bedeutung mikrohimodyamischer Konsequenzen einer antiangiogenen
Therapie fiir die kombinierte Behandlung mit Chemotherapeutika

In mehreren grof3en klinischen Studien konnte nachgewiesen werden, dass die kombinierte
Applikation einer antiangiogenen Substanz mit einem Chemotherapeutikum zu einem

2. 23 Daraufhin entstand

signifikanten Therapievorteil im Vergleich zur Chemotherapie fiihrt
das Konzept, dass eine antiangiogene Therapie als eine chemosensitivierende
Therapiestrategie anzuwenden ist?, Allerdings ist bislang der Mechanismus, der zu dem
synergistischen Therapieeffekt fuhrt, vollig unklar. Das Konzept der vaskularen
Normalisierung postuliert, dass durch morphologische und funktionelle Gefaveranderungen
eine bessere Exposition des Chemotherapeutikums im Tumor erreicht wird®®. Dies soll eine
schnelle Tumorzellrepopulation nach der Chemotherapie verhindern und gleichzeitig die
antivaskularen Effekte einer Chemotherapie verstarken®®. Das Ziel unserer Studie war es
daher die mikrohdmodynamischen Konsequenzen einer antiangiogenen Therapie mit
Sunitinib zu untersuchen und die Folgen fir die mikrovaskulare Anflutung und Extravasation
des Chemotherapeutikums Doxorubicin zu evaluieren. Zu diesem Zweck wurden SF126-
Gliomzellen in das Riickenhautkammermodell implantiert und an den Tagen 7, 14 und 21
nach Implantation intravitalmikroskopisch untersucht. In der Therapiegruppe erhielten die
Versuchstiere 40 mg/kg Korpergewicht Sunitinib taglich  beginnend ab Tag 7 nach
Tumorzellimplantation. Die Kontrolltiere erhielten eine Placebobehandlung mit 0,9%
Kochsalzlésung.
Die Intravitalmikroskopie wurde an den Tagen 7, 9, 11 und 13 nach Tumorzellimplantation
durchgefiihrt. Die folgenden Parameter wurden erfasst:

» totale vaskulare Dichte (TVD)

» funktionelle vaskulare Dichte (FVD)

* mikrovaskularer Durchmesser (D)

* mikrovaskulare Erythrozytengeschwindigkeit (V)

* mikrovaskulare Blutflussrate (Q).
Nach sechstéagiger Sunitinibtherapie erhielten die Versuchstiere eine arterielle Injektion der
chemotherapeutischen Substanz Doxorubicin, die eine rote Autofluoreszenz besitzt und damit

intravitalmikroskopisch dargestellt werden kann. Hier wurden der mikrovaskulare Delivery-
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Index, der die Anflutung der Chemotherapie pro Gefall quantifiziert, als auch das
mikrovaskulare Delivery, welches die Anflutung der Chemotherapie im Interstitium definiert,
bestimmt.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass eine antiangiogene Therapie mit Sunitinib zu
einer signifikanten Reduktion der totalen und funktionellen vaskularen GefaRdichte fihrt.
Trotz dieser auferst effizienten antiangiogenen Antwort waren 20-30% der TumorgefalRe
therapieresistent. Diese GefaRe zeigten deutliche morphologische und funktionelle
Veranderungen mit einem 60%igen Anstieg des mikrovaskularen Durchmessers sowie einer
10fach erhoéhten mikrovaskularen Blutflussrate. Folglich waren diese therapieresistenten
GefalRe durch eine deutlich verbesserte Perfusion gekennzeichnet. Diese
mikrohdmodynamischen Veranderungen fuhrten dazu, dass der mikrovaskulare
Deliveryindex, der die Anflutung der Chemotherapie pro Gefall quantifiziert, in
therapieresistenten TumorgefalBen signifikant hoher war als in nicht-therapierten
TumorgefalRen. Dieser Effekt kompensierte die Reduktion der Gefalldichte und der
Gesamtperfusion und hielt die Anflutung der Chemotherapie im Tumorinterstitium aufrecht.
Diese Daten implizieren, dass eine verbesserte Perfusion therapieresistenter GefalRe zu den
synergistischen Effekten einer Kombination aus Chemotherapie und antiangiogener Therapie

beitragen konnte.
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Charakterisierung der Biodistribution des antiangiogenen Antikorpers L19-SIP
als Mediator gezielter neovaskulirer Therapiestrategien

Das Ziel vaskularer Targetingstrategien ist es die Spezifitdt der therapeutischen Intervention
auf das vaskulare Segment des Tumors zu beschranken um die antivaskularen

.42 Die

Therapieeffekte zu verbessern und das Nebenwirkungsspektrum zu reduzieren
pathologische Neovaskularisation von Tumoren ist durch eine Expression spezifischer
neoangiogener Marker gekennzeichnet“. Einer der vielversprechendsten neovaskularen
Marker in diesem Zusammenhang stellt die Extradomane B von Fibronektin dar, die
spezifisch in Tumorgefalien verschiedener Malignome exprimiert wird*?. Dadurch wird eine
antikdrpervermittelte, zielgerichtete Applikation von diagnostischen und therapeutischen
Substanzen ausschlieBlich in das TumorgefalRsystem mdglich. Insbesondere in der
Behandlung des Glioblastoma multiforme stellt dies ein interessantes Therapiekonzept dar,
da das vaskulare System des Glioblastoma multiforme ein Schlisselfaktor in der
Pathogenese der Erkrankung ist.
Das Antikorperfragment L19-SIP (SIP = small immunoprotein) wurde generiert um spezifisch
die Extradomane B von Fibronektin zu binden*. Eine L19-vermittelte Radioimmuntherapie
konnte diesbeziiglich zeigen, dass Lymphompatienten mit einer deutlichen Reduktion der
Tumormasse auf eine L19 gesteuerte Radiotherapie reagieren“. Da jedoch die
Biodistribution des Antikérpers auf mikrovaskularer Ebene ungeklart ist, war es das Ziel der
Studie die mikrovaskulare Biodistribution von L19-SIP zu charakterisieren. Des weiteren
wurde die Biodistribution des Antikdrpers unter gleichzeitiger antiangiogener Intervention
untersucht. Zu diesem Zweck wurden F9-Teratokarzinom-Zellen in C57/BlI6-Mausen
(N=6/Gruppe) und Glioblastomzellen (SF126) in Nacktmausen (N=4/Gruppe) implantiert und
mittels Intravitalmikroskopie und konfokaler 2-Photonenmikroskopie analysiert. Die Parameter
beinhalteten:

* die vaskulare Akkumulation von L19-SIP

* die interstitielle Akkumulation von L19-SIP (Extravasation)

* Gefalpermeabilitat

* Preferentielle Bindungsstellen von L19-SIP
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Fir die Untersuchungen unter antiangiogener Therapie erhielten die Versuchstiere 40 mg/kg
Koérpergewicht Sunitinib Gber einen Zeitraum von 5 Tagen. Auch hier wurde
intravitalmikroskopisch das Fluoreszenzsignal des CY3-markierten L19-SIP quantifiziert und
damit die vaskulare und die interstitielle Akkumulation bestimmt. Darliber hinaus wurden in
beiden Tumorzelllinien die Akkumulation des Antikérpers immunhistochemisch vor und nach

antiangiogener Therapie verifiziert.

Die intravitalmikroskopische Analyse legte dar, dass der Antikdrper spezifisch Tumorgefalie
in einer zeit- und blutflussabhéngigen Dynamik bindet. Die maximale Bindungsintensitat des
Antikdrpers wurde 4 Stunden nach Injektion erreicht und persistierte Uber einen Zeitraum von
24 Stunden. Es kam sekundéar zu einer Extravasation des Antikorpers, die jedoch deutlich
geringer als die vaskulare Akkumulation des Antikdrpers ausgepragt war. Somit entstand der
beste Akkumulationskontrast zwischen der vaskuldren und der interstitiellen Bindung des
Antikdrpers zum Zeitpunkt t = 4 Stunden nach Injektion. Der sekundare
Extravasationsprozess war dabei unter anderem abhangig von tumorbiologischen
Eigenschaften wie der Permeabilitat der TumorgefalRe. Hierbei zeigten die Tumorgefalle des
Glioblastoms eine erhdhte Permeabilitédt im Vergleich zu den Teratokarzinomen und waren
damit durch eine starkere Extravasation des Antikoérpers charakterisiert. Darlber hinaus
konnte gezeigt werden, dass im Bereich der angiogenen Sprossen die Bindung des
Antikorpers signifikant hoher war als in den bereits etablierten Tumorgefafien.

Unter antiangiogener Therapie kam es zu einer signifikant hdheren Bindung des Antikdrpers
an therapieresistente GefalRe im Vergleich zu placebotherapierten GefalRen (Vaskulare
Akkumulation L19-SIP: Sunitinib-Gruppe: 92,6 + 2,7 ; Placebo: 71,9 + 5,9). Ebenso war der
sekundare Extravasationseffekt unter antiangiogener Therapie erhoéht. Diese Beobachtung
war vornehmlich auf eine therapieinduzierte signifikante Erhéhung der Perfusion in den
therapieresistenten GefalRen zurlickzufiihren (Mikrovaskulare Blutflussrate: Sunitinib-Gruppe:

106,6 + 13,3 pl/sec; Placebo: 19,7 £ 9,1 pl/sec).
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II. Moyamoya Erkrankung

Charakterisierung der kortikalen Mikrozirkulation

Die kortikale Mikrozirkulation spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der zerebralen
Perfusion und des zerebralen Blutflusses®. Mehrere wissenschaftliche Arbeiten werfen die
Hypothese auf, dass die erhohte kortikale GefaRdichte im Rahmen der Moyamoya
Vaskulopathie einen Kompensationsmechanismus fiir den chronisch eingeschrankten

zerebralen Blutfluss sein kénnte®* *°

. Mit dieser Hypothese wurde bei 16 Moyamoya-
Patienten wahrend einer zerebralen Revaskularisierungsoperation die kortikale ICG-
Videoangiographie  durchgefuhrt. Dieses  Verfahren wird standardmaBig bei
Revaskularisierungsoperationen angewendet um das geeignete Empfangergefall zu
identifizieren und nach Revaskularisation die Bypassfunktion evaluieren zu kénnen. Als
Vergleichsgruppe fihrten wir die ICG-Videoangiographie bei 15 Patienten, die an einer
atherosklerotisch bedingten zerebrovaskularen Insuffizienz erkrankt waren, durch. Als weitere
Kontrollgruppe fuhrten wir die ICG-Videoangiographie bei 10 Patienten durch, deren kortikale
Angioarchitektur und Mikrodynamik als physiologisch gewertet werden konnte. Neun dieser
Patienten wurden aufgrund eines nicht rupturierten intrakraniellen Aneurysmas operiert und 1
Patient wurde aufgrund eines zerebellaren Tumors Uber einen transtentoriellen Zugang
operiert. Das kortikale GefaRsystem wurde anhand ICG-angiographischer Aspekte definiert.
Mittels eines computerunterstiitzten Analysesystems wurden folgende Parameter analysiert:

* Mikrovaskulare Dichte

* Mikrovaskulédrer Durchmesser

* Mikrovaskuléare Oberflache

* Mikrovaskulare Transit-Time

* Arterielle mikrovaskulare Transit-Time und

* Vendse mikrovaskulare Transit-Time
Die praoperativ durchgefiihrte quantitative Messung des zerebralen Blutflusses ergab sowohl
bei Moyamoya-Patienten als auch bei Patienten, die aufgrund einer Atherosklerose operiert
wurden, eine vergleichbare Einschrankung des regionalen zerebralen Blutflusses und der

zerebrovaskularen Reservekapazitdt. Moyamoya-Patienten zeigten eine signifikante
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Erhéhung der mikrovaskularen Dichte, des mikrovaskularen Durchmessers und der
mikrovaskularen Oberflache. Der gréfte Unterschied hierbei bestand in der mikrovaskularen
Oberflache mit 67 +/- 13% bei Moyamoya-Patienten im Vergleich zu 47 +/- 7% bei Patienten
mit einer atherosklerotischen zerebrovaskuldren Erkrankung und 45 +/- 6% bei den
Kontrollpatienten. Zwischen den Kontrollpatienten und den Patienten mit einer
atherosklerotisch bedingten zerebrovaskularen Insuffizienz bestand kein Unterschied. Die
mikrohdmodynamischen Messungen zeigten, dass Moyamoya-Patienten durch eine
signifikant erhdhte mikrovaskulare Transit-Time (11 +/- 3 sec) im Vergleich zu den anderen
Patientengruppen (Atherosklerose: 8 +/- 2 sec, Kontrolle: 8 +/- 2 sec) charakterisiert waren.
Dieser Unterschied beruhte auf einem signifikanten Unterschied im arteriellen Bereich der
Mikrozirkulation mit einer deutlich erhdhten arteriellen mikrovaskularen Transit-Time bei
Moyamoya-Patienten (6 +/- 3 sec) im Vergleich zu Atherosklerosepatienten (4 +/- 1 sec) und
im Vergleich zu Kontrollpatienten (4 +/- 2 sec). Bezlglich der vendsen mikrovaskularen
Transit-Time konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Patientengruppen gezeigt
werden. Basierend auf den Daten dieser Studie wurde dargelegt, dass Moyamoya-Patienten
durch eine deutlich erhdhte kortikale mikrovaskulare Dichte und mikrovaskulare Oberflache
gekennzeichnet sind und durch eine veranderte kortikale Mikrohamodynamik. Diese Effekte
scheinen ein Moyamoya-spezifisches neovaskulares Phanomen zu sein, welches nicht allein
durch die zerebrovaskulare Insuffizienz erklart werden kann, da bei Patienten mit einer
atherosklerotisch bedingten zerebrovaskularen Insuffizienz gleichwertige Veranderung nicht

verifiziert werden konnten.
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Klinische Implikationen der kortikalen Mikrozirkulation

In der vorangegangenen Studie konnten wir zeigen, dass es Moyamoya-spezifische
Alterationen der kortikalen Mikrozirkulation gibt. Eine signifikant erhdhte mikrovaskulare
Dichte, begleitet von einer erhdhten mikrovaskularen Transit-Time wuirde — basierend auf
physiologischen Uberlegungen — fiir eine reduzierte periphere vaskuldre Resistenz sprechen,
die wiederum als Kompensationsmechanismus flir den chronisch reduzierten zerebralen
Blutfluss wirken koénnte. Durch eine Korrelation der mikrovaskuldaren und der klinischen
Parameter sollte im Rahmen dieser Studie die klinische Bedeutung der Kkortikalen
Mikrozirkulation untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden bei 13 Moyamoya-Patienten
mittels einer intraoperativen 1ICG-Videoangiographie die kortikale Mikrozirkulation dargestellt
und analysiert. Praoperativ unterzogen sich die Patienten einer standardisierten Diagnostik
bestehend aus einer digitalen Subtraktionsangiographie, einer Azetazolamid-stimulierten
XENON-CT-Bildgebung sowie einer ausfuhrlichen neurologischen Untersuchung. Mittels
verschiedener Korrelationstests konnten wir zeigen, dass eine signifikante Korrelation
zwischen der mikrovaskularen Oberflache und der zerebrovaskularen Reservekapazitat
besteht. Patienten mit einer reduzierten zerebrovaskuldaren Reservekapazitat zeigten eine
deutlich héhere vaskulare Oberflache als Patienten mit einer erhaltenen zerebrovaskularen
Reservekapazitat. Diesbezlglich war die mikrovaskulare Oberflache jedoch nicht abhangig
von der angiographischen Auspragung der Moyamoya-Vaskulopathie. Korrelierend mit einer
erhdhten mikrovaskuldren Oberflache zeigte sich ebenfalls eine deutliche Erhdhung der
arteriellen mikrovaskularen Transit-Time. Eine positive Korrelation zwischen der arteriellen
mikrovaskuldren Transit-Time und der zerebrovaskuldren Reservekapazitat oder den
angiographischen Stadien der Moyamoya-Vaskulopathie bestand nicht. Patienten, die bei
Aufnahme im Krankenhaus asymptomatisch waren, zeigten eine deutlich hohere arterielle
mikrovaskulare Transit-Time und eine erhohte mikrovaskulare Oberflache als Patienten, die
sich bereits mit einem fixierten neurologischen Defizit in der Klinik vorstellten. Vor diesem
Hintergrund legen unsere Daten nahe, dass Alterationen der kortikalen Mikrozirkulation mit
Veranderungen der kortikalen Hdmodynamik einhergehen und Patienten ohne neurologische
Ausfalle durch hamodynamisch ginstigere Veranderungen des kortikalen GefaRsystems

charakterisiert sind.
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Charakterisierung zerebraler Revaskularisierungsmethoden

Das pathophysiologische Hauptmerkmal von Moyamoya-Patienten in Europa ist die
chronische zerebrovaskulare Insuffizienz, die zu rezidivierenden Schlaganfallen und bei
schwereren Verlaufen zu bleibenden neurologischen Defiziten fiihrt®®. Ziel dieser Studie war
es, ein kombiniertes Revaskularisierungsverfahren, bestehend aus einem direkten STA-MCA-
Bypass sowie einer Encephalomyosynangiose mit einer indirekten Revaskularisierung (nur
Encephalomyosynangiose) zu charakterisieren und die therapeutischen Effekte zu
vergleichen. Es wurden 30 Moyamoya-Patienten einer einzeitigen, bilateralen
Revaskularisierungsoperation unterzogen, die aus einem arteriellen STA-MCA-Bypass sowie
einer Encephalomyosynangiose auf der einen Hemisphare und einer alleinigen
Encephalomyosynangiose auf der anderen Seite bestand. Die Indikation hierfur wurde
anhand der klinischen Symptomatik gestellt. Es bestand kein Unterschied in der
zerebrovaskularen Reservekapazitat zwischen symptomatischen oder asymptomatischen
Hemispharen. Eine digitale Subtraktionsangiographie wurde praoperativ als auch 7 Tage, 6
Monate und 12 Monate nach der Operation durchgefiihrt. Basierend auf den
angiographischen Ergebnissen wurde die Revaskularisierungsfunktion des STA-MCA-
Bypasses und der Encephalomyosynangiose in drei Funktionsgrade eingeteilt (siehe Material
und Methoden). 20 Patienten erhielten zusatzlich eine Messung der zerebrovaskularen
Reservekapazitat pra- und postoperativ (nach 12 Monaten) mittels Xenon-CT. Eine suffiziente
angiographische Kollateralisierung Uber den STA-MCA Bypass konnte in 94% der Patienten
12 Monate nach der Operation nachgewiesen werden. Fir die Encephalomyosynangiose
waren diese Werte schlechter, da 23% (bei kombinierter Revaskularisierung) bzw. 17% (bei
alleiniger, indirekter Revaskularisierung) gar keine angiographische Kollateralisierung Uber
die EMS zeigten. Wir konnten zeigen, dass 12 Monate nach der Operation nur die kombiniert
revaskularisierten Hemispharen eine signifikante Restitution der zerebrovaskularen
Reservekapazitéat erreichten, wahrend die alleinige indirekte Revaskularisierung keine
signifikante Erholung der Reservekapazitat induzieren konnte. Vor diesem Hintergrund
zeigen die Ergebnisse der Studie, dass ein kombiniertes Revaskularisierungsverfahren einem
indirekten Verfahren beziglich der Wiederherstellung der zerebralen Reservekapazitat bei

adulten Moyamoya-Patienten Uberlegen ist.
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Altersabhingige Revaskularisierungsergebnisse bei der Moyamoya-Erkrankung

Bei den indirekten Revaskularisierungsverfahren wird gut vaskularisiertes Gewebe (z.B. der
Temporalmuskel) auf die Gehirnoberflaiche gelegt und dort fixiert. Im Verlauf kommt es
aufgrund bislang ungeklarter Mechanismen zum Aussprossen von BlutgefaRen lber das
Spendergewebe auf die Kortexoberflache®’. Dieses Phanomen trifft ausschlieBlich auf die
Moyamoya Vaskulopathie zu®’. Hypothetisch ist davon auszugehen, dass das proarteriogene
bzw. neoangiogene Potential eines Moyamoya-Gehirns héher einzuschéatzen ist als das eines
gesunden Patienten. Allerdings hangt das Potential zur Ausbildung von KollateralgefalRen
auch im Wesentlichen von dem Alter der Patienten ab. Vor diesem Hintergrund war unsere
Hypothese, dass junge Patienten (Kinder unter 18 Jahren) von einer indirekten
Revaskularisierung besser profitieren als erwachsene Moyamoya-Patienten europaischen
Ursprungs. Basierend auf dieser Hypothese fiihrten wir an 39 Hemispharen eine kombinierte
Revaskularisierung, bestehend aus einem STA-MCA-Bypass und einer
Encephalomyosynangiose in 10 padiatrischen und 10 adulten Patienten durch. Die Funktion
der direkten als auch der indirekten Revaskularisierung wurde anhand angiographischer
Gesichtspunkte in drei Grade eingeteilt: Grad | = schwach, Grad Il = moderat, Grad Il = gut
(siehe Material und Methoden). Die Ergebnisse zeigten dass padiatrische Patienten durch
eine hochgradige Funktion der Encephalomyosynangiose sechs Monate nach der Operation
gekennzeichnet sind. Alle padiatrischen Patienten zeigten eine hoch bis mittelgradige
Funktion der Encephalomyosynangiose (12 Hemispharen zeigten eine Grad IlI- und 8
Hemispharen eine Grad Illl-Funktion). DarlGberhinaus konnte auch ein positives
Revaskularisierungergebnis bei der Funktion des STA-MCA Bypasses bei padiatrischen
Patienten gezeigt werden. Padiatrische Patienten galten in diesem Zusammenhang oft als
ungeeignet fir die Anlage eines STA-MCA Bypasses, da die anatomischen Gegebenheiten
(kleinere Gefalde) eine Bypassanlage deutlich erschweren. Erwachsene Moyamoya Patienten
zeigten ebenfalls ein gutes Ergebnis fur die direkte Revaskularisierung. Im Gegensatz zu
padiatrischen Patienten war die Funktion der Encephalomyosynangiose deutlich schlechter.
Diese wurde als schwach in 10 Hemispharen und als moderat in 5 Hemispharen klassifiziert.
Demnach ist die Encephalomyosynangiose als deutlich effizienter bei padiatrischen Patienten

einzuschatzen als bei adulten Moyamoya-Patienten.
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Klassifikation der Moyamoya-Vaskulopathie

Die angiographische Auspragung der Moyamoya-Vaskulopathie spiegelt nicht zwangslaufig
das Ausmal der zerebralen Ischamie wider. So liefert die angiographische Klassifikation der
Moyamoya-Erkrankung auch keine Informationen Uber das potenzielle Risiko neuer
Schlaganfalle und leistet keinen Beitrag zur individuellen Therapieentscheidung. Vor diesem
Hintergrund war es das Ziel dieser Studie, die Vorhersagekraft eines Klassifikationssystems
zu untersuchen, welches die klinischen Hauptmerkmale der Erkrankung in einem simplen,
jederzeit anwendbaren System inkorporiert. Um eine solche Klassifikation zu erarbeiten,
analysierten wir die klinischen Daten von 40 Moyamoya-Patienten. Die Patienten erhielten
praoperativ eine digitale Subtraktionsangiographie, eine MRT Bildgebung als auch eine
Azetazolamid-stimulierte Xenon-CT-Bildgebung zur Messung des zerebralen Blutflusses und
der zerebralen Reservekapazitat. Sowohl die digitale Subtraktionsangiographie, die MRT-
Bildgebung als auch die Bestimmung der zerebrovaskularen Reservekapazitat konnten als
unabhangige Faktoren identifiziert werden, die mit dem Auftreten ischamischer Symptome
assoziiert waren. Die Inkorporation dieser Parameter in ein Klassifikationssystem mit drei
Schweregraden der Moyamoya Vaskulopathie (Beschreibung unter Material und Methoden)
zeigte, dass sich mit einer hohen Wahrscheinlichkeit das Auftreten ischamischer Symptome
vorhersagen lasst. Basierend auf der Klassifikation konnten 14 Hemispharen als milde Form
der Moyamoya Vaskulopathie (Grad 1), 35 Hemispharen als moderate Form (Grad Il) und 31
Hemispharen als schwere Form (Grad 1ll) eingeteilt werden. Dementsprechend zeigten 21%
der Patienten mit einer Grad I|-Klassifikation, 63% der Patienten mit einer Grad Il- und 93%
der Patienten mit einer Grad llI-Klassifikation einen klinisch symptomatischen
Krankheitsverlauf. Die Reveiver Operating Characteristics - Analyse konnte dariiberhinaus
darlegen, dass die Risikoabschatzung fiir das Auftreten ischamischer Symptome mit Hilfe der
Klassifikation hoher ist als die Aussagekraft der einzelnen Parameter. Vor diesem
Hintergrund erlaubt die Einteilung der Moyamoya-Vaskulopathie basierend auf der
angiographischen Auspragung der Erkrankung, auf Ischamieziechen in der MRT Bildgebung
sowie auf der Einschrankung der zerebrovaskularen Reservekapazitat die Abschatzung eines

potentiellen Ischamierisikos sowie die Einteilung der Erkrankung in drei Schweregrade.
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Diskussion

Die vorliegende Arbeit analysiert verschiedene pathophysiologische und therapeutische

Implikationen plastischer Gefal3systeme anhand zweier neoangiogener Modellkrankheiten.

Im Rahmen des Glioblastoma multiforme, einem der am besten vaskularisierten humanen

Malignome, wird hierbei die Tumorangiogenese als potentielles Therapieziel identifiziert. Im

Einzelnen konnten wir zeigen:

dass die von verschiedenen humanen Tumorentitaten exprimierte Tank-Binding-
Kinase 1 ein Mediator der Tumorangiogenese und der mikrovaskularen
Inflammationsreaktion und damit ein potentiell neues Therapiemolekil darstellt um
Tumore (wie z.B. das Glioblastoma multiforme) antiangiogen und antiinflammatorisch
zu behandeln,

dass eine antiangiogene Therapie mit einem kleinmolekularen VEGF- und PDGF-
Inhibitor (Sunitinib) zu einem Anstieg des mikrovaskuldren Blutflusses in
therapieresistenten Mikrogefafen fihrt und damit die mikrovaskulare Anflutung der
chemotherapeutischen Substanz Doxorubicin verbessert,

dass vaskulare Targetingstrategien gerichtet gegen die Extradomane B (EDB) von
Fibronektin, einem neovaskuldren Marker der ausschlieRBlich in Tumorgefalen
exprimiert wird, einem blutfluss- und =zeitabhangigen Biodistributionsverhalten
unterliegt mit praferentieller Bindung an unreife Gefallsprossen,

dass die mikrovaskulare Bindung des EDB-Antikérpers F8-SIP unter antiangiogener

Therapie in therapieresistenten Blutgefalten zunimmt.

Bezliglich der Moyamoya-Erkrankung konnten wir darlegen:

dass die kortikale Mikrovaskularisierung bei Moyamoya-Patienten spezifisch
verandert ist und hierbei vornehmlich die GefaRdichte und die Gefaloberflache
erhoht ist,

dass die mikrovaskulare Oberflache mit der hamodynamischen
Durchblutungseinschrankung korreliert und Moyamoya-Patienten mit einem fixierten

neurologischen Defizit durch eine reduzierte kortikale Gefalloberfliche und
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hamodynamische Alteration im arteriellen Schenkel der Mikrozirkulation
charakterisiert sind,

* dass eine kombinierte Revaskularisierung (bestehend aus einem direkten arteriellen
extra-intrakraniellen Standardbypass und einer Encephalomyosynangiose) einer
indirekten Revaskularisierung (bestehend aus einer Encephalomyosynangiose)
bezlglich der Wiederherstellung der zerebrovaskularen Reservekapazitat Gberlegen
ist,

e dass eine Encephalomyosynangiose bei padiatrischen Moyamoya-Patienten
europaischen Ursprungs bessere angiographische Kollateralisierungsergebnisse
zeigt als bei adulten Patienten,

e dass eine Vorhersage klinischer Symptome und eine Abschatzung des
Schweregrades der Erkrankung basierend auf einer Klassifikation, welche das
angiographische Erscheinungsbild der Erkrankung, das hamodynamische Defizit und

die MRT-morphologischen Ischamiezeichen beinhaltet, moglich ist.

Glioblastoma multiforme

Die Behandlung des Glioblastoma multiforme beinhaltet derzeit eine kombinierte Radio-
Chemotherapie mit Temozolomide. Unter dieser Therapie ist die 2-Jahres Uberlebensrate bei
<25% und die 5 Jahres-Uberlebensrate bei 10%’. Unter Beriicksichtigung dieser Daten ist
eine erfolgreichere Therapie des GBM derzeit nicht moglich. Basierend auf der Tatsache,
dass das GBM eine der am starksten vaskularisierten Tumorentitdten darstellt, erscheint eine
antiangiogene Therapie als vielversprechende Therapieoption.

Die Verwendung von Bevacizumab, einem VEGF-Antikérper, zur Behandlung des GBM
zeigte vielversprechende Ergebnisse in einer Phase II-Studie mit einer erhohten
Ansprechrate, einer verbesserten Lebensqualitdt und einem reduzierten Bedarf an

Kortikosteroiden®® 8.

Dementsprechend wurde Bevacizumab bereits in den USA zur
Therapie des GBM zugelassen. Ein langfristiger Vorteil beztglich der Uberlebensrate oder
gar eine Uberlegenheit gegeniiber der kombinierten Radiochemotherapie mit Temozolomide

konnte bislang nicht nachgewiesen werden. Andere antiangiogene Substanzen wie z.B.

Vatalanib (Tyrosinkinaseninhibitor ~ vs.  VEGFR, c-KIT, PDGFR), Cediranib
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(Tyrosinkinaseninhibitor vs. VEGFR, c-KIT, PDGFR, FGFR) oder Pazobanib
(Tyrosinkinaseninhibitor vs. VEGFR, c¢-KIT, PDGFR) zeigten bisher in klinischen Studien
keine Effizienz als Monotherapie in der Behandlung des GBM™*. Vor diesem Hintergrund
erscheint die Identifikation neuer Zielmolekile eine Mdoglichkeit die Effizienz einer
antiangiogen Therapie zu erhdhen. Korherr et al. konnten diesbezliglich zeigen, dass die
Tyrosinkinase Tank-Binding Kinase 1 (TBK1) die Proliferation von humanen Endothelzellen
(HUVECS) stimuliert und dartber hinaus in humanen Glioblastomgewebe verstarkt exprimiert
wird”’. In unserer Studie konnten wir zeigen, dass die Tank-Binding Kinase 1 sowohl

proangiogene als auch proinflammatorische Effekte in vivo besitzt.

Tank-Binding Kinase 1 als Mediator des inflammatorischen und angiogenen
Systems

In unseren Experimenten fiihrte eine TBK1-Uberexpression zu einer signifikant erhéhten
intratumoralen  Gefaldichte und zeigte eine signifikant erhéhte mikrovaskulare
Leukozytenadhdrenz. Es ist bekannt, dass TBK1 eine wichtige Rolle in der Vermittlung
antiviraler Reaktionen durch eine erhdhte Expression inflammatorischer Mediatoren spielt.
Die Arbeitsgruppe um Korherr et al. konnte zeigen, dass TBK1 die Proliferation humaner
Endothelzellen in vitro stimuliert’®. Vor diesem Hintergrund aktiviert TBK1 intrazelluléare
Signalwege: den Nuclear-Factor-KappaB und den Interferon-Regulatory-Factor 3 Signalweg.
Der Transkriptionsfaktor IRF3 ist fir die Expression proinflammatorischer Chemokine nach

viraler Infektion verantwortlich®® °’

. NF-KappaB vermittelt ebenfalls proinflammatorische
Reaktionen. Allerdings wurde NF-KappaB auch als potentieller proangiogener Mediator beim
kolorektalen Karzinom beschrieben®”. Vor diesem Hintergrund kénnte eine TBK1-vermittelte
Aktivierung des NF-KappaB-Signalweges die von uns beobachteten proangiogenen Effekte
erklaren. Allerdings zeigte der funktionelle Genomscreen von Korherr et al., dass eine
Aktivierung von NF-KappaB nicht zu einer vermehrten Proliferation von humanen
Endothelzellen fihrt*. Dementsprechend wurde NF-KappaB nicht als proangiogener
Signalweg im Rahmen einer TBK1 Aktivierung gewertet4°. Es ist wahrscheinlich, dass eine
TBK1 vermittelte Aktivierung des IRF3-Signalweges zu den von uns beobachteten

proangiogenen Effekten fuhrt. Wie bereits erwahnt, fuhrt eine Aktivierung des IRF 3-

Signalweges zur vermehrten Expression proinflammatorischer Chemokine®.
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In diesem Zusammenhang konnten wir zeigen, dass sowohl RANTES als auch Interleukin-8
(IL-8) verstarkt in unseren Tumoren exprimiert wird. Beide Chemokine kénnten eine Rolle bei
der Vermittlung proangiogener und proinflammatorischer Wirkungen spielen. RANTES bindet
an verschiedene zellulare Rezeptoren (wie z.B. CCR1, CCR3, CCR4 und CCR5 ) die auf
verschiedenen proinflammatorischen Zellen (wie z.B. T-Zellen, Monozyten und Mastzellen)
identifiziert werden koénnen®. In Tumoren wird RANTES verstarkt exprimiert und erhohte
RANTES-Werte zeigen eine direkte Korrelation mit einem fortgeschrittenen
Krankheitsstadium und einer verstarkten Tumorprogression beim Mamma-Karzinom®®.
Daruber hinaus fuhrt RANTES zu einer Zunahme der Gefal3breite von Blutgefaflen und zu
einer erhdhten Anzahl von BlutgefaRen in Tumoren, wodurch ein proangiogener Effekt durch
RANTES erklart werden kénnte®.

Interleukin 8 gehoért zur CXC-Chemokinfamilie und reguliert sowohl die pathologische
Angiogenese als auch das Tumorwachstum in verschiedenen Tumorentitaten®”. Interleukin 8-
Rezeptoren CXCA1 und CXCA2 werden auf Tumorzellen exprimiert, binden Interleukin-8 mit

7. %8 yor diesem

einer hohen Affinitdt und vermitteln proangiogene und proliferative Effekte
Hintergrund kann die vermehrte Interleukin 8-Expression in unseren Experimenten ebenfalls
die proangiogenen Effekte unserer Experimente erklaren. Interessanterweise zeigte jedoch
der funktionelle Genomscreen von Kocher et al, dass weder RANTES noch Interleukin 8 als
eigenstandige, TBK1 aktivierte proangiogenen Signalwege identifiziert werden konnten®.

Vor diesem Hintergrund missen noch weitere Moleklle zu unseren Ergebnissen beitragen.
Mittels Western Blot - Analyse konnten wir darlegen, dass eine TBK1 Uberexpression zu
einer verstarkten Expression von VEGF fluhrt. In Zusammenschau dieser Befunde zeigt
unsere Studie, dass TBK1 nicht nur die verstarkte Expression proangiogener

inflammatorischer Mediatoren vermittelt, sondern auch zu einer deutlich erhéhten Expression

potenter proangiogener Molekile wie z.B. VEGF fuhrt.

Klinische Erfahrungen mit antiangiogenen Substanzen haben gezeigt, dass eine
antiangiogene Therapie als Monosubstanz nicht zu einem verbesserten Gesamtiberleben
der Patienten fuhrt**> *°. Vielmehr zeigte sich in diversen klinischen Studien, dass

antiangiogene Substanzen in Kombination mit Chemotherapeutika zu einem deutlichen
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2. 38 Basierend auf diesen

Therapievorteil gegeniiber der alleinigen Chemotherapie fiihren
Daten entstand das Konzept, dass eine antiangiogene Therapie nicht als Monotherapie,
sondern vielmehr als chemosensitivierende Substanz in Kombination mit Chemotherapeutika
verabreicht werden sollte®. Diese Beobachtung fiihrte zu dem Konzept der vaskularen
Normalisierung durch eine antiangiogene Therapiesg. Dieses Konzept impliziert, dass
synergistische Antitumoreffekte durch eine kombinierte Applikation antiangiogener und
zytotoxischer Substanzen erfolgt38. Vor diesem Hintergrund soll eine antiangiogene
Intervention zu einer Normalisierung von BlutgefaBen flihren mit erhéhten Endothelzell-
Perizyten-Interaktionen im Vergleich zu TumorgefaRen, einer verminderten Permeabilitat,
einer Homogenisierung der Gefalistruktur, einer Reduktion des interstitiellen intratumoralen
Druckes und damit zu einer besseren Wirkung des Chemotherapeutikums®®. Teicher et al.
stellten bereits im Jahr 1996 die Hypothese auf, dass eine antiangiogene Therapie den

intratumoralen Blutfluss erhdhen und damit z.B. in Kombination mit Chemotherapeutika einen

maximalen Effekt erzielen konnte®®. Bislang fehlte jedoch jeder Beweis fur diese Theorie.

Hiamodynamische Konsequenzen einer antiangiogenen Therapie

Vor diesem Hintergrund fihrten wir eine experimentelle Studie mit der antiangiogenen
Substanz Sunitinib (einem VEGFR, PDGFR, C-Kit und FLT3-Inhibitor) durch, um die
mikrozirkulatorischen und mikrohdmodynamischen Effekte zu charakterisieren und deren
Konsequenzen fur die mikrovaskuldre Anflutung chemotherapeutischer Substanzen
darzulegen. In unseren Experimenten konnten wir zeigen, dass in therapieresistenten
Blutgefallen der mikrovaskuldre Blutfluss signifikant im Vergleich zu untherapierten
Tumorgefallen ansteigt. Dieser Anstieg kommt zum einen durch eine wesentliche
Veranderung der GefaBmorphologie mit einem signifikant erhéhten mikrovaskularen
Durchmesser als auch durch eine ausgepragte Erhdéhung der intravaskularen
Blutflussgeschwindigkeit zustande. Dementsprechend zeigen therapieresistente
Tumorgefale eine signifikant erhdhte mikrovaskulare Anflutung der chemotherapeutischen
Substanz Doxorubicin. Diese therapieinduzierte Erhdhung der mikrovaskularen Anflutung von
Doxorubicin ist ausreichend, um die therapiebedingt reduzierte Gefalldichte und Perfusion
des Tumors zu kompensieren und die gleiche Menge der chemotherapeutischen Substanz

dem Tumorinterstitium bereitzustellen. Bezlglich der verbesserten mikrovaskularen
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Durchblutung nach antiangiogener Therapie stellte Folkman die Hypothese auf, dass
Tumorzellen durch die antiangiogene Therapie absterben und damit eine Reduktion des
interstitiellen Drucks entsteht®. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass eine
Verminderung des interstitiellen Drucks zu einer verbesserten Infiltration

chemotherapeutischer Substanzen in das Tumorinterstitium fiihrt'” ®’

. Allerdings zeigte sich in
unseren Experimenten, dass Sunitinib keine Veranderung der mikrovaskularen Permeabilitat
induzierte und somit kann dieser Mechanismus nicht als primar verantwortlich fiir unsere
Ergebnisse angesehen werden. Das Konzept der vaskuldren Normalisierung postuliert, dass
die Normalisierung der Tumorgefaf3e nur in einem engen Zeitrahmen stattfindet und dass nur
innerhalb dieses Zeitrahmens eine synergistische Wirkung antiangiogener und
chemotherapeutischer Substanzen stattfindet®'. Im Allgemeinen wird angenommen, dass das
Normalisierungsfenster 4-7 Tage nach antiangiogener Therapie existiert®". Dementsprechend
fuhrten wir die Applikation von Doxorubicin 6 Tage nach dem Beginn der Therapie in unseren
Experimenten durch. Wir konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass der
Perfusionsindex der therapierten Tumore auf 78% anstieg, wodurch eine Homogenisierung
der Tumorperfusion erreicht wurde. In den meisten Tumoren liegt der Perfusionsindex
zwischen 50 und 60% als Zeichen einer sehr heterogenen und insuffizienten
Tumorperfusion34. Um allerdings die mikrovaskulare Anflutung einer chemotherapeutischen
Substanz charakterisieren zu kénnen, muss diese in Relation zur Anzahl durchbluteter
Tumorgefalle gesetzt werden. Nur durch diese Relation wird die Effizienz einzelner
Blutgefalle fir die Anflutung chemotherapeutischer Substanzen charakterisiert.
Dementsprechend konnten wir zeigen, dass Tumorgefalle, die eine Therapie mit Sunitinib
Uberleben, morphologische und funktionelle Alterationen aufweisen, wodurch eine
verbesserte Anflutung der chemotherapeutischen Substanz in diesen Gefallen stattfindet.
Dieser hamodynamische Mechanismus kénnte zu dem beschriebenen Synergismus einer

antiangiogenen und chemotherapeutischen Intervention beitragen.
Trotz langsamer Fortschritte in der Behandlung des Glioblastoma multiforme ist die Prognose

weiterhin als schlecht einzustufen. Vor diesem Hintergrund zeigen auch zielgerichtete

antiangiogene Interventionen mit verschiedenen Substanzen bisher keinen signifikanten
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Therapievorteil”®. Somit ist es nicht verwunderlich, dass neue Ansdtze zur
Therapieoptimierung und zur Vermeidung von Nebenwirkungen gesucht werden.

Ein vielversprechendes Prinzip ist hierbei das antikdrpervermittelte spezifische Targeting
tumorspezifischer Molekiile®®. Dies verspricht eine Spezifizierung der Therapie, eine erhdhte
therapeutische Effizienz sowie eine Reduktion der Nebenwirkungen. Einen der
vielversprechendsten vaskularen Marker stellt hierbei die Extradomane B von Fibronektin
dar®. Die Extradomane B von Fibronektin wird stark in GefaRstrukturen aggressiver Tumoren
exprimiert, wahrend es im Humanplasma und im normalen adulten Gewebe kaum exprimiert

wird* ©2

. Das Antikoérperfragment L19-SIP wurde entwickelt, um spezifisch die Extradomane
B von Fibronektin binden zu kénnen*’. Somit kénnen L19-SIP-vermittelte diagnostische oder
auch therapeutische Interventionen spezifisch am Tumorgefaf3system durchgefiihrt werden.
Mit dem Ziel eine L19-vermittelte therapeutische oder diagnostische Intervention an

Glioblastompatienten durchzuflhren, muss jedoch das mikrovaskulare

Biodistributionsverhalten des Antikdrpers genau charakterisiert werden.

Extradoméne B von Fibronektin — Ziel vaskuléirer Targetingstrategien

Vor diesem Hintergrund fihrten wir eine praklinische Studie durch, in welcher das
Biodistributionsverhalten des Antikérperfragmentes L19-SIP nicht nur wahrend der
Gliomangiogenese, sondern auch wahrend einer antiangiogenen Intervention aufgeklart
werden sollte. In dieser Studie konnten wir zeigen, dass das Antikdrperfragment L19-SIP
spezifisch TumorgeféalRe in einem zeit- und blutflussabhangigen Mechanismus bindet. Das
Bindungsverhalten des Antikdrpers folgt einer spezifischen Kinetik mit der maximalen
Bindungskapazitat 4 Stunden nach intravendser Applikation des Antikorpers.
Dementsprechend konnten Borsi et al. zeigen, dass L19-SIP die maximale intratumorale
Akkumulation 4-6 Stunden nach intravendser Applikation in einem F9-Teratokarzinom-Modell
erreicht™. Sekundar kommt es zu einer Extravasation des Antikorpers, die jedoch deutlich
geringer als die vaskulare Bindung ausgepragt ist. Unter antiangiogener Therapie nimmt die
mikrovaskulare Bindung von L19-SIP in therapieresistenten TumorgefalRen signifikant zu,
was mitunter auf eine deutliche Erhdhung der mikrovaskuldaren Blutflussrate in
therapieresistenten TumorgefaRen zurickzufihren ist. Somit kann unter antiangiogener

Therapie das mikrovaskuldre Targetingverhalten des Antikorpers gesteigert werden. Die
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Extravasation des Antikorpers konnte auf tumorspezifischen pathophysiologischen
Eigenschaften beruhen. In unserer Studie zeigten F9-Teratokarzinomtumore eine geringere
mikrovaskulare Permeabilitdt und damit eine geringe Extravasation des Antikdrpers im
Vergleich zu einem humanen Glioblastom (Zellinie SF126). Andere Mechanismen, die der
Extravasation von L19-SIP zugrunde liegen sind die Expression von Fibronektin im
Interstitium, Unterschiede im interstitiellen Diffusionskoeffizienten und der interstitielle
Druck®.

Durch eine antiangiogene Intervention mittels Sunitinib konnten wir zeigen, dass die
mikrovaskulare Akkumulation des Antikdrpers L19-SIP signifikant in therapieresistenten
GefalRen zunimmt. In diesem Zusammenhang wurde die Lokalisation des Extradoméane B-
Epitops durch die Therapie nicht verandert. Interessanterweise konnten wir jedoch darlegen,
dass in therapieresistenten BlutgefalRen der mikrovaskuldre Blutfluss signifikant erhoht ist.
Wie bereits im ersten Teil der Studie gezeigt, stellen der mikrovaskulare Blutfluss und damit
die mikrovaskulare Anflutung einen wichtigen Faktor bei der Biodistribution des Antikérpers
dar. Eine verbesserte Anflutung von L19-SIP in den therapieresistenten TumorgefalRen
kénnte unsere Ergebnisse erklaren. Dartiber hinaus konnten wir zusatzlich zeigen, dass L19-
SIP signifikant besser unreife und plastische BlutgefalRe bindet. Hierbei spielen insbesondere
die angiogenen Sprossen eine relevante Rolle, da hier eine erhéhte Bindung des Antikdrpers
dargestellt wurde. Die sprossende Angiogenese hangt von der Selektion einer Tip-Zelle ab,
die die Sprosse in das Gewebe flihrt und mit einem anderen Gefall anastomosiert, um eine
neues BlutgefalR entstehen zu lassen®. In diesem Szenario stellt Fibronektin einen
Hauptbestandteil der extrazellularen Matrix des wachsenden MikrogefaBes dar®.
Dementsprechend ist davon auszugehen, dass hier auch eine verstarkte Bindung des L19-
SIP-Fragmentes stattfinden kénnte.

Basierend auf diesen Grundlagen konnte eine L19-vermittelte Targeting-Strategie zum einen
verwendet werden, um spezifisch therapeutische Substanzen in das Glioblastom zu
transportieren und damit das Nebenwirkungspotential dieser Substanzen zu reduzieren.
Daruber hinaus kénnen jedoch auch L19-vermittelt diagnostische Interventionen durchgefihrt
werden. So kénnte z.B. mittels einer L19-vermittelten Darstellung des Gefallsystems des

Glioblastoms die Effizienz einer antiangiogenen Therapie liberwacht und dargestellt werden.
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Mit der Durchfihrung dieser Arbeiten legen wir praklinische Beweise dar, dass das plastische
Gefallsystem eines Tumors im allgemeinen und das des Glioblastoma multiforme im
Besonderen sowohl fiir therapeutische als auch fir diagnostische Zwecke verwendet werden
kann. Hierbei muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass die molekularbiologischen
Veranderungen, die durch eine therapeutische Intervention wie z.B. eine antiangiogene
Therapie mit Sunitinib induziert werden, noch nicht ausreichend geklart sind, um
Resistenzmechanismen sowie morphologische und funktionelle Veranderungen des
Gefallsystems vorhersagen zu koénnen. Allerdings kann die Verwendung spezifischer
vaskularer Marker herangezogen werden, um tumorspezifische Targetingstrategien in der
Behandlung des Glioblastoma multiforme durchzufiihren mit dem Ziel den Patienten in
Zukunft eine individualisierte und pathophysiologieorientierte Therapie anbieten zu kénnen.
Antiangiogene Interventionen kénnten in diesem Zusammenhang einen wichtigen Teil
zukunftiger individualisierter Therapiestrategien darstellen, nicht nur mit dem Ziel das
Tumorwachstum zu reduzieren, sondern auch mit dem Ziel die Effizienz anderer gleichzeitig

applizierter Substanzen in einem multimodalen Therapiekonzept zu verbessern.

Moyamoya Vaskulopathie

Die Moyamoya Vaskulopathie gilt als eine seltene und einzigartige zerebrovaskulare
Erkrankung, die zum einen durch eine progrediente Okklusion der basalen Hirnarterien und
zum anderen durch ein ausgepragtes Netzwerk feiner Moyamoyagefalle im Bereich der
Schadelbasis charakterisiert ist®®. Interessanterweise vereinigt die Moyamoya Vaskulopathie
in diesem Zusammenhang sowohl einen stenookklusiven als auch einen neoangiogenen
Prozess. Vor diesem Hintergrund entstehen im Rahmen der Moyamoya-Vaskulopathie
arterielle Kollateralkreislaufe, die potentiell dem stenookklusiven Prozess entgegenwirken
und damit die Ischamie reduzieren kdnnten. Allerdings ist das neoangiogene Potential der
Moyamoya-Erkrankung nicht ausreichend, so dass die neu gebildeten Kollateralkreislaufe
nicht in der Lage sind, das hamodynamische Defizit vollstdndig zu kompensieren. Die

kortikale Vaskularisierung spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der zerebralen
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Perfusion und des zerebralen Blutflusses*. Mehrere Arbeiten legen nahe, dass das kortikale
Gefallsystem im Rahmen der Moyamoya-Vaskulopathie verandert ist als
Kompensationsmechanismus fir den chronisch eingeschrankten Blutfluss™. Allerdings
existiert bisher keine klare Evidenz fur diese Hypothese, so dass wir mittels Indocyaningrin-
Videoangiographie die kortikale Mikrovaskularisierung bei der adulten Moyamoya-

Vaskulopathie untersuchen wollten.

Kortikale Vaskularisierung bei der Moyamoya-Vaskulopathie

Wir konnten in unserer Studie darlegen, dass Patienten mit einer Moyamoya-Vaskulopathie
eine signifikant erhéhte kortikale mikrovaskuléare Dichte und einen erhdhten mikrovaskularen
Durchmesser besitzen, so dass die mikrovaskulare Oberflache signifikant erhoht ist im
Vergleich zu Patienten, die kein hdmodynamisches Defizit zeigen. Patienten, die aufgrund
einer Atherosklerose ein vergleichbares hamodynamisches Defizit besitzen, zeigen diese
Veranderungen ebenfalls nicht, so dass von Moyamoya-spezifischen Veranderungen
auszugehen ist. Auf funktioneller Ebene zeigte sich, dass sich hieraus vor allem im arteriellen
Bereich mikrohdmodynamische Veranderungen ergeben (Verminderung der arteriellen
mikrovaskularen Transit Time), die fur einen reduzierten arteriellen mikrovaskularen
Widerstand sprechen. Die molekularen Mechanismen, die dazu flhren, dass Moyamoya
Patienten ein hoheres neoangiogenes Potential aufweisen als Patienten, die an einer
Atherosklerose leiden, sind bisher nicht geklart. Unsere Studie legt jedoch deutlich dar, dass
die Ausbildung einer erhohten mikrovaskuldaren GefalRdichte und einer erhdhten
mikrovaskularen Oberflache nicht allein durch eine zerebrale Minderdurchblutung erklart
werden kann.

Im Vergleich zu Patienten mit einer zerebrovaskularen Atherosklerose sind die zerebralen
hamodynamischen Eigenschaften im Rahmen einer Moyamoya-Vaskulopathie signifikant
verandert. Zum einen zeigen Patienten, die an einer atherosklerotisch bedingten zerebralen
Minderdurchblutung leiden, nicht zwangslaufig bilaterale Lasionen, sondern sind vielmehr
durch unilaterale stenookklusive Lasionen gekennzeichnet‘”. Zusatzlich zu der bilateralen
Affektion zeigen viele Moyamoya-Patienten auch eine Beteiligung des hinteren
Stromkreislaufes, so dass die Kompensation des reduzieren zerebralen Blutflusses Uber den

Circulus Willisii deutlich limitierter ist als bei Patienten mit einem atherosklerotisch bedingten
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hamodynamischen Defizit. Darliber hinaus spielen im Rahmen der Atherosklerose
leptomeningeale Arterien als auch ophthalmische Kollateralen eine relevante Rolle zur
Kompensation des zerebralen Blutflusses®. Bei der Moyamoya-Vaskulopathie ist eine
Kollateralisierung Uber die Arteria ophthalmica nicht mdéglich, da per definitionem die
Moyamoya Vaskulopathie eine supraophthalmische Stenosierung der basalen Hirnarterien
voraussetzt®®. Die genaue Rolle der leptomeningealen Anastomosen in der Moyamoya
Vaskulopathie ist in diesem Zusammenhang noch unerforscht, wenngleich davon
ausgegangen werden muss, dass leptomeningeale Anastomosen auch bei der Moyamoya
Vaskulopathie eine relevante Rolle in der Kompensation des reduzierten zerebralen
Blutflusses spielen. Abgesehen von Unterschieden in der zerebralen Hamodynamik zeichnet
sich die Moyamoya Vaskulopathie durch ein sehr potentes neoangiogenes Potential im
Vergleich zu Patienten mit einer Atherosklerose aus. So zeigen verschiedene Arbeiten, dass
Moyamoyagefafe im Bereich der Schadelbasis zu einem signifikant erhdhten zerebralen
Blutfluss und einer erhéhten zerebrovaskularen CO2-Reaktivitat in den Basalganglien fihren,
wohingegen bei Patienten mit einer Atherosklerose diese Veranderungen nicht verifiziert
werden konnen®. Mehr als die Halfte der zerebrovaskuldren Resistenz wird in den
extraparenchymalen Gefaflsegmenten reguliert45. In diesem Zusammenhang fiihrt eine
erhdhte Anzahl arterieller WiderstandsgefalRe zu einem Anstieg der mikrovaskularen
Oberflache und damit zu einer verminderten peripheren mikrovaskuldren Resistenz. Daraus
resultiert eine verminderte Blutflussgeschwindigkeit in dem entsprechenden GefaRbett, so
dass durch eine Verminderung der peripheren Resistenz eine proximale Okklusion (z.B. im
Rahmen der basalen Hirnarterien bei der Moyamoya Vaskulopathie) kompensiert werden
kann. In unserer Arbeit konnten wir durch eine Bestimmung der mikrovaskularen Transit Time
zeigen, dass diese signifikant erhéht ist im Sinne einer reduzierten peripheren
mikrovaskularen Resistenz. Insbesondere im arteriellen Schenkel zeigte sich eine signifikante
Erhéhung der Transit Time, so dass im Zusammenhang mit unseren anatomischen
Ergebnissen davon auszugehen ist, dass die Erhdhung der kortikalen mikrovaskularen
GefaRdichte und GefaRoberfliche in Kombination mit einer Erhéhung der arteriellen
mikrovaskularen Transit Time zu einer Reduktion der peripheren mikrovaskularen Resistenz

fuhrt und damit die proximale Stenookklusion der basalen Hirnarterien kompensiert wird. Die
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Arbeitsgruppe von Okada et al. konnte in diesem Zusammenhang zeigen, dass eine
verminderte vaskuldare Resistenz zwischen den kortikalen GefaRabschnitten der Arteria
cerebri media und den korrespondierenden Venen bei Moyamoya Patienten existiert®’.
Daruber hinaus konnten experimentelle Studien darlegen, dass eine Erhéhung der extra- und
intraparenchymatdsen Arteriolen zu einer Reduktion des peripheren Gefalwiderstandes und
somit zu einer Erhdhung der zerebralen Durchblutung filhren*®. Wir zeigen demnach mit
dieser Arbeit, dass es Moyamoya-spezifische Veranderungen des kortikalen GefaRsystems
gibt, die als potentieller Kompensationsmechanismus fir die chronische hdmodynamische

Insuffizienz dieser Patienten dienen kdnnten.

Kompensation der zerebralen Minderperfusion

Interessanterweise zeigen Korrelationsstudien, dass die mikrovaskulare Oberflache
signifikant negativ mit der zerebrovaskuldren Reservekapazitat korreliert. Basierend auf
diesen Daten zeigen Patienten mit einer hochgradig eingeschrankten zerebrovaskularen
Reservekapazitdt eine hoéhere mikrovaskulare Oberflache als Patienten, deren
Reservekapazitdt nur in einem geringeren MalRe eingeschrankt ist. Die mikrovaskulare
Oberflache hangt jedoch nicht mit dem angiographischen Auspragungsgrad der Moyamoya-
Vaskulopathie zusammen. Umgekehrt konnten wir ebenfalls zeigen, dass die mikrovaskulare
Oberflache signifikant positiv mit der arteriellen mikrovaskularen Transit Time korreliert. Somit
unterstiitzen diese Korrelationsdaten die Hypothese, dass eine erhdhte mikrovaskulare
Gefalldichte und —oberflache zu einer erhdhten arteriellen mikrovaskularen Transit Time und
damit zu einem verminderten peripheren Gefallwiderstand fihren. Im Rahmen einer
Subgruppenanalyse konnten wir zeigen, dass Moyamoya-Patienten mit einem fixierten
neurologischen Defizit durch eine signifikant verminderte arterielle mikrovaskulare Transit
Time und eine verminderte mikrovaskulare Oberflache und damit potentiell durch einen
erhohten peripheren Gefallwiderstand charakterisiert sind. Diese Patienten zeigen jedoch
keinen Unterschied in der zerebrovaskularen Reservekapazitat im Vergleich zu Patienten, die
ohne fixiertes neurologisches Defizit einer Revaskularisierungsoperation unterzogen werden.
Unsere Daten legen nahe, dass Patienten mit einem hdheren neoarteriogenen Potential und

einer erhéhten mikrovaskularen GefaRoberflache durch einen verminderten peripheren
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GefalBwiderstand gekennzeichnet sind und dadurch potentiell zerebrale Ischamien besser
kompensieren kdnnen.

68.59 vor

Die Ausbildung von zerebralen Kollateralkreislaufen ist ein altersabhangiger Prozess
diesem Hintergrund zeigen unsere Daten einen signifikanten Altersunterschied zwischen
adulten Moyamoya-Patienten sowie Patienten mit einer zerebrovaskularen Atherosklerose.
Mehrere wissenschaftliche Arbeiten legen nahe, dass zunehmendes Alter nicht nur ein
Risikofaktor fur ischamische Gewebsschaden darstellt, sondern dass dieses Risiko auch auf

8. 89 vor diesem

einer Rarefizierung und Insuffizienz von Gefalkollateralkreislaufen beruht
Hintergrund sind die molekularen Grundlagen, die diesen altersabhangigen Veranderungen

zugrunde liegen, ungeklart.

Altersabhingige Revaskularisierung

Die chirurgische Behandlung der Moyamoya-Vaskulopathie besteht aus einer zerebralen
Revaskularisierung. Zu diesem Zweck stehen sowohl indirekte
Revaskularisierungsprozeduren (wie z.B. die Durchfiihrung einer Encephalomyosynangiose),
direkte Revaskularisierungsverfahren (wie z.B. ein extra-intrakranieller Standardbypass
mittels einer Transposition der Arteria temporalis superficialis auf ein M4-Segment der Arteria
cerebri media) sowie kombinierte (direkte + indirekte) Revaskularisierungsverfahren zur
Verfugung. In diesem Zusammenhang sind indirekte Revaskularisierungsverfahren auf die
Ausbildung eines sekundaren Kollateralkreislaufes angewiesen®’. So wird z.B. bei der
Encephalomyosynangiose der Temporalmuskel auf den zerebralen Kortex aufgelegt und
fixiert. Aufgrund eines bislang ungeklarten molekularen Stimulus kommt es nach Ablauf von
3-6 Monaten bei Moyamoya-Patienten zu einem Aussprossen von Gefaflen aus dem
Temporalmuskel, die in der Folge das Gehirn mit Blut zusatzlich versorgen. Dieser Effekt
scheint klar altersabhangig zu sein. Wir konnten darlegen, dass nur 5% der adulten
Moyamoya Patienten ein gutes angiographisches Revaskularisierungsergebnis beziglich
einer Encephalomyosynangiose zeigten, wahrend nahezu 100% der péadiatrischen
Moyamoya Patienten einen guten oder moderaten Kollateralkreislauf entwickelten. Auch hier
ist der zugrundeliegende molekulare Mechanismus unbekannt. Houkin et al. konnten zeigen,

dass indirekte Revaskularisierungsverfahren bei padiatrischen Patienten einer direkten
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70, 71

Bypassoperation (iberlegen sind . Im Gegensatz dazu war eine direkte Bypassoperation

einer indirekten Prozedur bei adulten Moyamoya Patienten tiberlegen’ ™'

. Allerdings muss
einschrankend erwahnt werden, dass die Studien von Houkin et al. auf einer geringen
Patientenzahl basieren und dass samtliche Patienten aus dem asiatischen, hdmorrhagischen

Formenkreis der Moyamoya Vaskulopathie stammten. Fir europaische Patienten gab es

diesbezlglich kaum systematisch erhobene Daten.

Zerebrale Revaskularisierung bei europiischen Moyamoya Patienten

Vor diesem Hintergrund fihrten wir die Charakterisierung einer direkten sowie einer
indirekten zerebralen Revaskularisierung bei europaischen Moyamoya Patienten durch. Im
Rahmen dieser Studie wurden 30 Patienten mit einer angiographisch verifizierten Moyamoya-
Vaskulopathie eingeschlossen. Alle Patienten wurden einer einzeitigen, Dbilateralen
Revaskularisierung unterzogen. Die klinisch fuhrende Hemisphare, also die Hemisphare, die
haufiger von klinisch evidenten Ischamien betroffen war, wurde mit einer kombinierten
Revaskularisierung — bestehend aus einem direkten arteriellen Standardbypass (STA/MCA)
und einer Encephalomyosynangiose — behandelt. Die klinisch stumme Hemisphare, also die
Hemisphare, die seltener von klinisch evidenten Ischamien betroffen war, wurde mit einer
Encephalomyosynangiose behandelt. Obwohl die Prozeduren nicht randomisiert wurden,
zeigten die verschieden revaskularisierten Hemispharen eine vergleichbare Reduktion der
zerebrovaskularen Reservekapazitat und waren dadurch bzgl. des angiographischen und
funktionellen Revaskularisierungsergebnisses vergleichbar. Wir konnten mit dieser Arbeit
zeigen, dass das kombinierte Revaskularisierungsverfahren zu einer signifikanten
Verbesserung der zerebrovaskularen Reservekapazitat und zu einer klinischen Stabilisierung
oder sogar zu einer Verbesserung Moyamoya-assoziierter ischdmischer Symptome flihrt.
Diejenigen Hemisphéaren, die einer indirekten Revaskularisierung unterzogen wurden, zeigten
keinen signifikanten Anstieg der zerebrovaskularen Reservekapazitat nach der Operation.
Interessanterweise zeigte sich auch hier, dass in der padiatrischen Subpopulation die Anlage
einer Encephalomyosynangiose bessere angiographische Revaskularisierungsergebnisse
zeigte als in adulten Moyamoya Patienten. Wir konnten beobachten, dass im Falle einer
kombinierten Revaskularisierung angiographische Kollateralen sowohl direkt Uber den

Bypass als auch lber die Encephalomyosynangiose existierten. Die hdhere Effizienz in der
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Wiederherstellung der zerbrovaskuldaren Reservekapazitat kénnte durch die zusatzliche
Kollateralisierung erklart werden. Derzeit existieren keine Daten zu Effizienz einer alleinigen
Revaskularisierung mittels STA-MCA Bypass, so dass der Beitrag des direkten Bypasses zur
Wiederherstellung der Revervekapazitat nicht beurteilt werden kann. Wir gehen aber davon
aus, dass der STA-MCA Bypass der entscheidende Bestandteil geworden ist. Darliber
hinaus kénnte auch die Flache des revaskularisierten zerebralen Territoriums
ausschlaggebend fiir die Uberlegenheit des kombinierten Verfahrens sein, da durch eine

kombinierte Strategie ein grofieres Gehirnvolumen mit GefaRkollateralen versorgt wird.

Die Moyamoya  Vaskulopathie wird derzeit nach einem  angiographischen
Klassifikationssystem basierend auf der Beschreibung von Suzuki et al. eingeteilt. Dieses
Klassifikationssystem erlaubt jedoch keine Aussagen Uber die chronisch hamodynamische
Insuffizienz, das Auftreten klinischer Symptome und es korreliert nicht mit dem Ischamierisiko

der Patienten, so dass es nur von eingeschranktem klinischen Nutzen ist.

Klassifikation der Moyamoya-Vaskulopathie

Basierend auf unseren Untersuchungen zur kortikalen Mikrovaskularisierung und zu den
verschiedenen Revaskularisierungsmethoden bei Moyamoya Patienten ergab sich das Ziel,
ein Klassifikationssystem fir die Moyamoya-Vaskulopathie zu entwickeln, welches die
speziellen Eigenschaften der chronischen zerebrovaskularen Insuffizienz und der
assoziierten Kollateralkreislaufe berucksichtigt.

Zu diesem Zweck wurden in unserer Studie 40 adulte Patienten mit einer Moyamoya
Erkrankung oder einem Moyamoya-Syndrom eingeschlossen. Die Patienten wurden alle
einer einzeitigen, Dbilateralen Revaskularisierung mittels direkter und indirekter
Revaskularisierung unterzogen. Alle Patienten erhielten vor der Operation eine ausfihrliche
neurologische Untersuchung, eine MRT-Bildgebung, eine digitale Subtraktionsangiographie
als auch eine Xenon-CT-gestiitzte Bestimmung der zerebrovaskuldren Reservekapazitat.
Basierend auf diesen Daten konnte ein Klassifikationssystem erarbeitet werden, welches die
Unterscheidung einer milden, einer moderaten und einer schweren Form der Moyamoya
Erkrankung erlaubt und welches mit dem Auftreten neurologischer Symptome korreliert. In

diesem Zusammenhang wurden die Auspragung der Moyamoya Erkrankung in der digitalen
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Subtraktionsangiographie, die Prasenz ischamischer Lasionen in der MRT-Bildgebung als
auch die hamodynamische Einschrankung in der quantitativen Blutflussmessung als
unabhangige Faktoren fiur die Vorhersage ischamischer Symptome identifiziert. Den
einzelnen Schlusselparametern wurden entsprechend dem Auspragungsgrad Punkte
zugeteilt, wodurch die Moyamoya Erkrankung in 3 Schweregrade entsprechend des
Gesamtpunktwertes eingeteilt werden konnte (siehe Material und Methoden fur die
Beschreibung der einzelnen Parameter und die Verteilung der Punktwerte). Jede Hemisphare
eines Patienten wurde einzeln durch die Klassifikation bewertet und eingeteilt.

In diesem Zusammenhang wurde der Bestimmung der zerebrovaskularen Reservekapazitat
mittels Xenon-CT eine besondere Bedeutung beigemessen, da die Prasenz eines
Stealphdnomens in der Bestimmung der Reservekapazitat als Pradiktor eines zukinftigen
Schlaganfalles angesehen werden kann. Die statistische Aufarbeitung unserer Daten zeigte
jedoch, dass die =zerebrovaskuldre Reservekapazitdt als Einzelparameter dem
Klassifikationssystem in der Vorhersage klinischer Symptome unterlegen ist.
Dementsprechend konnten wir in einer unserer Vorarbeiten zeigen, dass die
Reservekapazitat zwischen asymptomatischen und symptomatischen Patienten vergleichbar
ist”” und somit die Reservekapazitat nicht prazise das Auftreten klinischer Symptome
vorhersagen kann. Auch im Vergleich zu dem angiographischen Auspragungsgrad und der
MRT Bildgebung war das Klassifikationssystem in der Abschatzung klinischer Symptome
Uberlegen. Nichtsdestotrotz zeigt das Klassifikationssystem auch relevante Kritikpunkte. Die
klare Zuordnung eines klinischen Symptoms zu einer spezifischen Hemisphéare ist z.B. im
Falle von Kopfschmerzen oder von psychologischen Symptomen nur unzureichend maoglich.
Vor diesem Hintergrund beinhaltet das Klassifikationssystem den Nachteil, dass die beiden
Hemispharen als separate Einheiten klassifiziert werden, obwohl sie in strengem Sinne nicht
als unabhangige biologische Einheiten angesehen werden kénnen.

Andererseits konnten wir in dieser Studie auch zeigen, dass 20 der 40 Patienten
verschiedene Moyamoya-Grade pro Hemisphare zeigten und dass insgesamt 25 Patienten
an Symptomen litten, die vornehmlich einer Hemisphare zugeordnet werden konnten. Vor
diesem Hintergrund ist es sehr wohl méglich, dass die Hemispharen eines Patienten durch

die Moyamoya-Vaskulopathie verschieden betroffen sind, wodurch die Spezifitdt der
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Klassifikation fir eine einzelne Hemisphare gerechtfertigt werden kann. Darlber hinaus ist
ein weiterer Kritikpunkt der Studie die Anwendung einer Xenon-gestitzten Quantifizierung der
zerebrovaskularen Reservekapazitat. Zwar stellt diese Methode den Goldstandard zur
Bestimmung der zerebrovaskuldren Reservekapazitat dar, jedoch ist diese Technik nicht an
allen Standorten vorhanden, wodurch eine generelle Anwendung der Klassifikation
eingeschrankt ist. Um diesem Kritikpunkt vorzubeugen wahlten wir die Xenon-CT-gestltzte
Bestimmung der Reservekapazitat als eine quantitative Methode, die eine definierte Grenze
fiir die Vorhersage des Schlaganfallsrisikos besitzt*”. Dadurch kann dieser Parameter des
Klassifikationssystems durch andere quantitative Messverfahren des zerebralen Blutflusses,
die einen definierten Grenzwert fir die Vorhersage des Schlaganfallsrisikos besitzen, ersetzt
werden. Weitere Kritikpunkte der Studie beinhalten die geringe Fallzahl der Patienten, das
monozentrische Design und die nicht randomisierte Zuordnung zur chirurgischen

Revaskularisierung.
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Zusammenfassung

In der Neurochirurgie steht eine pathologisch veradnderte Neoangiogenese vor allem im
Rahmen des Glioblastoma multiforme und der Moyamoya Erkrankung im Vordergrund. Das
Ziel dieser Arbeit war es die Bedeutung der Neoangiogenese fir die Pathophysiologie und
Therapie dieser beiden neurochirurgischen Modellkrankheiten darzulegen.

Zu diesem Zweck wurden sowohl experimentelle als auch klinische Untersuchungsmethoden
herangezogen. Wahrend beim Glioblastoma multiforme die therapeutische Bedeutung der
Tumorangiogenese durch verschiedene praklinische Experimente mit einem Schwerpunkt auf
der Intravitalmikroskopie untersucht wurde, rickte bei der Moyamoya Vaskulopathie die
Analyse der zerebralen Mikrozirkulation mittels intraoperativer Videoangiographie in den
Vordergrund. Darliberhinaus wurden die vaskularen und klinischen Konsequenzen operativer
Revaskularisierungstechniken untersucht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Tank-binding Kinase 1 sowohl proangiogene
als auch proinflammatorische Wirkungen besitzt und damit als neues Therapieziel zur
Behandlung von Tumoren (wie z.B. dem Glioblastoma multiforme) herangezogen werden
kann. Daruberhinaus wird verdeutlicht, dass eine antiangiogene Therapie nicht nur eine
Reduktion der GefaRdichte induziert, sondern dass therapieresistente Tumorgefafe durch
Alterationen der GefaBmorphologie und Gefaf3funktion gekennzeichnet sind, welche die
vaskuldare Anflutung einer chemotherapeutischen Substanz verbessern. In diesem
Zusammenhang dient das GefalBsystem des Glioblastoma multiforme nicht nur als
vielversprechendes antiangiogenes Therapieziel, sondern auch als Ziel antikbrpervermittelter
Therapiestrategien. Hier zeigt das Biodistributionsverhalten des neoangiogenen
gefaBspezifischen Fibronektinantikérpers L19-SIP eine verstarkte Bindung an gut
perfundierte und unreife GliomgefalRe mit anschlieender sekundarer Extravasation. Unter
einer antiangiogenen Therapie kann die Bindung des Antikdrpers in therapieresistenten
GefalRen gesteigert werden, so dass der Antikdrper sowohl flir gezielte diagnostische als
auch therapeutische Interventionen verwendet werden kann.

Bei der Moyamoya Erkrankung spielt die kortikale Mikrozirkulation eine zentrale Rolle. Eine

Moyamoya spezifische Erhoéhung der kortikalen Gefalidichte fiihrt zu einer deutlichen
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Reduktion des peripheren GefalBwiderstandes und kann als Kompensationsmechanismus flr
die zerebrale Minderdurchblutung angesehen werden. Dementsprechend sind Moyamoya
Patienten ohne neurologisches Defizit durch eine effizientere kortikale Mikrozirkulation
gekennzeichnet als Patienten, die im Verlauf ihrer Erkrankung bereits klinisch manifeste
Ischamien entwickelt haben. Basierend auf diesem Wissen kann die Moyamoya
Vaskulopathie anhand des angiographischen Erscheinungsbildes, der Prasenz manifester
Ischamien und der zerebrovaskularen Reservekapazitat in drei Erkrankungsschweregrade
eingeteilt werden, die eine Vorhersage klinisch manifester Ischamien erlauben. Nicht zuletzt
spielt das Moyamoya spezifische neoangiogene Potential eine wichtige Rolle bei der
chirurgischen Revaskularisierung. Bei padiatrischen Moyamoya Patienten ist die Stimulation
der Gefalneubildung aus einer Encephalomyosynangiose suffizient um eine klinisch
ausreichende Revaskularisierung zu induzieren. Bei adulten Moyamoya-Patienten ist ein
direkter extra-intrakranieller Bypass der Anlage einer indirekten Revaskularisierung beztglich
der Widerherstellung der zerebralen Durchblutung Uberlegen. Bei diesen Patienten ist das
neoangiogene Potential nicht ausreichend um eine Restitution der zerebrovaskularen
Reservekapazitat basierend auf einer indirekten Revaskularisierung zu erreichen.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass sowohl beim Glioblastoma multiforme als auch
bei der Moyamoya Vaskulopathie die Neubildung von Blutgefaf3en eine zentrale Rolle bei der
Entstehung und Therapie spielt. Ein tieferes Verstandnis der assoziierten Gefalbiologie und

der molekularen Grundlagen wird die Therapie dieser Erkrankungen in Zukunft verbessern.
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