Aus dem Lehrstuhl
Fur Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde
Prof. Dr. C. Bohr
der Fakultét fur Medizin

der Universitat Regensburg

Zielgerichtete antiangiogenetische Therapie arteriovendser Malformationen im
Zellkulturmodell

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der
Fakultat fur Medizin
der Universitat Regensburg

vorgelegt von
Benedikt Christian Wiens

2025






Aus dem Lehrstuhl
Fur Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde
Prof. Dr. C. Bohr
der Fakultét fur Medizin

der Universitat Regensburg

Zielgerichtete antiangiogenetische Therapie arteriovendser Malformationen im
Zellkulturmodell

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der
Fakultat fur Medizin
der Universitat Regensburg

vorgelegt von
Benedikt Christian Wiens

2025



Dekan: Prof. Dr. Dirk Hellwig

1. Berichterstatter: Prof. Dr. Veronika Vielsmeier
2. Berichterstatter: Prof. Dr. Christina Wend|
Tag der mindlichen Prifung: 02. Dezember 2025



Inhaltsverzeichnis

1 ERNIEITUNG e bbbt b e bbbt 6
1.1 VaSKUIAIE TUMOIE .....eiiieiiiieeeeee ettt 6
111 Benigne vVaskulIare TUMOTE. .........ooiiiiiiieieec e 6
1.1.2 Lokal aggressive/ intermedidre/ borderline vaskulére Tumore..........cc.ccccveevenee. 8
1.13 Maligne VaskUIAre TUMOIE. .........oiiiiiiiieieec e 8
1.2 Vaskulare Malformationen...........ccoeiiiiiiiieiiiese e 9
121 Kapillare Malformationen ............ocooeiiiieiiieic e 10
1.2.2 Lymphatische Malformationen .............cccceovveiiiie i 10
1.23 Venodse Malformationen ..o 11
1.2.4 Arteriovendse Malformationen ............coceoiiiiiiiieieiee s 12
1.3 Grundlagen der Angiogenese arteriovendser Malformationen ...............ccccceeveenen. 18
131 VW EGF e 19
1.3.2 VEGF-spezifische Pathogenese arteriovendser Malformationen .................... 20
1.3.3 BEVACIZUMAD ...t 20
1.34 ThAAOMIA ... 21
1.4 Zielsetzung dieser PromotionSarbeil ..........coooveiiiiiiiiniiiecee e, 22
2 IMBENOTEN. ...ttt 23
2.1  Zellisolation aus MalformationSgeWEDE ...........ccoveriiiiiiinieerec e 23
2.2 ZEHKUIUL .o bbbt 24
221 ZellKulturplatten COAEEN...........coiiiiiiieiee e 24
2.2.2 ZEllen EINTIIBIEN ... 24
2.2.3 Zellen auftauen und KUILIVIEIEN ..o 25
2.2.4 ZElleN PASSAGIEIEN .....ec.vie ettt et 25
2.2.5 Zellz&hlung mit Neubauer-ZahlIKammer ... 26
2.3 ZEHZANI ... 26
2.4 CD31" BEAU-SOITING......ciiiriiieiisiiieri et e e se ettt sa e e et seeneenas 27



25 WirKStOTTKONZENTIATIONEN. ...ttt e e e 28

251 BEVACIZUMAD ... 28
2.5.2 ThAAOMIA ... 29
2.6 Zyklische mechanische DeNNUNG.........cccooiiiiieiiiieie e 29
2.7  VEGF-Nachweis mittels ELISA ... 32
2.8 GenexpreSSIONSANAIYSE. ......c.ciiiiiiieriirieii ettt 33
28.1 RNACISOIIEIUNG ... 33
2.8.2 Reverse Transkription der RNA IN CDNA ... 34
2.8.3 GAPDH-PCR und GeleleKtrophorese...........ccccvveieeieiieiece e 35
2.8.4 Quantitative Echtzeit-PCR (RT qPCR)....cccvcoiiieieee e 36
2.9 TUDE-FOrMAtiON-ASSAY ......cceeiieiiiieiieeiteseese ettt et sreeae e e sreeaesneenneens 37
2.10  StatistiSChe AUSWEITUNG .......coveieiieiieeie s ste ettt ste e sreeae e sra e sneenne e 38
EFQEINISSE ... 39
Bl ZEHZANI ... 39
K T O D 1 & T 1o S o 41 SRS 39
3.3 WIirkstoffkONZENTrationeN.........cc.ooviiiiiiiiiieieee s 40
3.3.1 BEVACIZUMAD ...t 40
3.3.2 ThAAOMIA ... 42
3.4 Zyklische mechanische DeNNUNG.........cccooiiiiiiiiiieie s 43
3.5  VEGF-Nachweis Mittels ELISA .......coco i 46
3.6 VEGF-Genexpressionsanalyse mittels RT-QPCR...........ccocviiiiiiniieniniceceenn 47
3.7 TUDE-FOIMAtION-ASSAY.....ccueiirieitieiieesee st et rte e e e et e e e e sbe e s rbeebeesaeeanaeesseeas 49
DISKUSSTON ...ttt bbbt bbbt 52
4.1  Wirkung von Bevacizumab und Thalidomid auf AVM-Zellproliferation............... 52

4.2 Mechanische Scherbelastung und antiangiogenetische Therapie arteriovendser

MaAITOIMALIONEN ...ttt et b e bbbt es 53
4.2.1 WA= | 10T (0] 1) (=] LA o] o PSS 54
4.2.2 VEGF-ProteiNeXPreSSION .......ccvveieieeieeiesiresieeiesaesieseesieessesseessaessesnsesseessennes 54



4.2.3 VEGF-GENEXPIESSION ...veivveiveeieeeiesieeieaeestee e eaestaestessaesaaesseasaesseessesnsesseessennes 55

4.3 IN-VILrO-ANGIOGENESE .....ouiiiiiiiiieieiteet ettt bt bt 56
A4 LIMITALIONEN ..ottt b bt b e e s 58
45  Klinische Bedeutung der antiangiogenetischen  Therapie arteriovendser
MaAITOIMEALTIONEN ...ttt bbbt 59

5 ZUSAMIMENTASSUNG ....veivieitieie ettt et e e s aeesaeese e neebeaneesreesteaneearaenneans 62
B ANNANG ..ottt et re e nreerearaenreans 64
6.1 IMAEETTAL .. 64
6.1.1 ZEIKUITUL ..o 64
6.1.2 ZelIKUITUIMEAIEN ... 64
6.1.3 Chemikalien und LOSUNGEN........cocouiiiiiieiicee e 64
6.1.4 MEAIKAMENTE ..o 65
6.1.5 AASSAYS. ..t 65
6.1.6 RNA-Isolierung, reverse Transkription in cDNA und PCR .........ccccoovvieinenn, 66
6.1.7 VerbrauChsmaterialien ..., 67
6.1.8 GBIALE ...t 68

6.2 ADDIldUNGSVEIZEICANIS ... 70
6.3 TabellenVerzeiChnis. ... ..o 71

A N 1 (<] - L SO USSP PSP TP PP PRPRRPO 72



1 Einleitung

Vaskuldre Anomalien sind eine diverse Gruppe von GefaRfehlbildungen und gelten mit einer
Prévalenz von weniger als 5 pro 10.000 Personen als seltene Erkrankungen (1,2). Die Entitaten
erstrecken sich dabei von unkomplizierten Geburtsmalen bis hin zu lebensbedrohlichen Ano-
malien (3). Die ISSVA (International Society for the Study of Vascular Anomalies) ist eine
multidisziplindre Gesellschaft, die ein Interesse an frei verfligbarem, klinischen und experimen-
tellen Wissen tiber vaskuldre Anomalien sowie an der bestmdglichen Diagnostik, Behandlung
und Versorgung von Patienten mit einem dieser Krankheitsbilder hat (1). Die folgenden Kapitel
orientieren sich an der 2014 herausgegebenen und 2018 zuletzt berarbeiteten Klassifikation
der ISSVA sowie dem Update von 2025 (4,5). Die vielfaltigen Krankheitsbilder mit unter-
schiedlichen pathophysiologischen und genetischen Grundlagen werden zunachst anhand ihrer
Morphologie, des Zeitpunktes ihres Erscheinens, des Wachstumsverhaltens und der immunhis-
tochemischen Expression bestimmter Marker in die beiden Gruppen der vaskularen Tumoren
und vaskuldren Malformationen eingeteilt (2,4,5).

Einige wenige vaskuldre Anomalien konnten bisher noch nicht genauer zugeteilt werden und

verbleiben daher in der Gruppe vorlaufig nicht klassifizierter vaskularer Anomalien (3-5).

1.1 Vaskulare Tumore

Vaskulare Tumore lassen sich weiter in benigne, maligne und lokal aggressive/ borderline Tu-
more differenzieren (4,5). AuBerdem l&sst sich innerhalb dieser Gruppe eine immunhistoche-
mische Unterteilung in das Glukosetransporter-1- (GLUT1-) exprimierende infantile Hdman-

giom sowie alle anderen GLUT1-negativen vaskuldren Neoplasien treffen (6,7).

1.1.1 Benigne vaskulére Tumore

Im Gegensatz zu malignen und lokal aggressiven vaskuldren Tumoren, treten die gutartigen
vaskul&ren Neoplasien relativ haufig im Kindesalter auf. Den h&ufigsten benignen Tumor stellt
das infantile Hdmangiom (Abbildung 1) dar, welches eine Dysregulation sowohl der Vaskulo-
genese als auch der Angiogenese mit einer VEGF-Uberexpression zeigt. Als Folge dessen pra-
sentiert sich das infantile H&mangiom klinisch mit einer Proliferation 1-3 Wochen nach der
Geburt (8). Immunhistochemisch l&sst sich das infantile Hdmangiom von anderen vaskuléren
Neoplasien durch den Nachweis von GLUT1 abgrenzen (6,7,9).
Typischerweise lasst sich der Ubergang der proliferativen Phase in eine involutive Phase an
einer zwischenzeitlich stabilen Phase des infantilen Hdmangioms sowie einem darauffolgenden
6



Regress erkennen. Eine spontane Ausheilung wird in 90 % der Falle bis zum vierten Lebensjahr
beobachtet. Aufgrund dessen ist eine Therapie nur bei persistierendem Hamangiom oder kom-
plikationsreicher Lokalisation notwendig. Als Mittel der Wahl, mit einem Ansprechen von uber
98 %, hat sich der Betablocker Propranolol etabliert. Dieser scheint Uber eine Inhibition des

Transkriptionsfaktors SOX18 einen regulatorischen Effekt auf das Wachstum des infantilen

Hé&mangioms zu haben (8-10).

Abbildung 1: Unkompliziertes infantiles Himangiom Handgelenk rechts (9)

Dem gegeniiber steht die Gruppe, der nicht GLUT1-exprimierenden gutartigen vaskuléren Ne-
oplasien. Das kongenitale Hamangiom ahnelt klinisch dem infantilen H&mangiom, zeigt aber
eine vollstandige intrauterine Proliferation mit konnatal ausgereiftem Krankheitsbild. Es lasst
sich in das RICH (rapidly involuting congenital hemangioma) mit vollstandigem Regress nach
der Geburt und das NICH (non involuting congenital hemangioma), welches sich nicht zurlck-
bildet, unterteilen. Aufgrund des konnatalen reifen Ausmalies des Himangioms treten nach der
Geburt haufig Komplikationen wie Herzinsuffizienz und Thrombozytopenie auf, wodurch eine
chirurgische Exzision und Rekonstruktion notwendig werden kann (7,8,11).

Das Granuloma pyogenicum manifestiert sich nur selten vor dem vierten Lebensmonat und
unterscheidet sich dadurch von den anderen gutartigen vaskularen Tumoren. Pathogenetisch
wird eine reaktive Hyperplasie als Folge von Minimaltraumen diskutiert. Im Kontrast zu dieser
Theorie steht die Gegebenheit, dass das pyogene Granulom nicht nur an der Haut, sondern auch
an Schleimhduten des Darms und an parenchymatdsen Organen auftritt. Klinisch manifestiert
sich diese Neoplasie durch kleine, dunkelrote, leicht blutende Lasionen teilweise mit Ulzerati-
onen. Sollten Komplikationen auftreten, ist trotz Tendenz zur Regression die Indikation zur

chirurgischen Exzision gegeben (8,9).



1.1.2 Lokal aggressive/ intermediére/ borderline vaskulare Tumore

Die intermediaren vaskuldren Neoplasien umfassen das kaposiforme Hamangioendotheliom,
das Kaposi-Sarkom und weitere Hamangioendotheliome. Das kaposiforme Hamangioendothe-
liom zeigt genauso wie das Tufted Angioma, welches von einigen Autoren zur selben Tumo-
rentitat gezahlt wird, nach ISSVA-KIassifikation jedoch als benigne vaskuldre Neoplasie gilt,
eine Verbrauchskoagulopathie einhergehend mit einer Thrombozytopenie und einer Hypofibri-
nogendmie. Dieses sogenannte Kasabach-Merrit-Phdnomen (KMP) imponiert klinisch mit ei-
ner Verhartung des Tumors bei gleichzeitigen lokalen Entziindungszeichen (4,5,12-14) . Bei
dem Kaposi-Sarkom koénnen fiinf Subtypen unterschieden werden. Eine davon ist das HIV-
assoziierte Kaposi-Sarkom, welches als AIDS definierende Erkrankung gilt. Als Gemeinsam-
keit liegt allen Unterformen die Atiologie mit einer HHV-8- Infektion von vaskularen Endothel-
zellen zugrunde. Haufig sind kutane und mukosale Manifestationen. Da die Erkrankung aber
auch weitere Gewebe und Organe befallen kann, zeigt sich klinisch teilweise ein mannigfaltiges
Bild. Die Therapie unterscheidet sich entsprechend der Subtypen. Fur das HIVV-assoziierte Ka-

posi-Sarkom bietet Doxorubicin nach aktuellem Wissensstand die Standardtherapie (8,15).

1.1.3 Maligne vaskulare Tumore

Aufgrund ihrer niedrigen Inzidenz und variablen klinischen Manifestation stellen maligne vas-
kuldare Neoplasien eine diagnostische und therapeutische Schwierigkeit dar. Im Wesentlichen
lassen sich das Angiosarkom (Abbildung 2) und das epitheloide Hamangioendotheliom unter-
scheiden. Wahrend ersteres aus dem Endothel jeglicher Gefél3e einschlieflich Lymphgeféale
entstehen kann, beschréankt sich zweiteres auf mittelgroRe bis groRRe Blutgefalie (4,5,12,16). Als
maligne Neoplasien zeigen beide Entitaten eine Metastasierungstendenz wodurch sich je nach
Stadium verschiedene Therapieansdtze ergeben. Die niedrige Inzidenz bedingt eine unzu-
reichende Studienlage, jedoch ist nach aktuellem Erkenntnisstand die RO-Resektion bei lokalem
Befall die kurative Therapie der Wahl.

Fir das epitheloide Hamangioendotheliom stellt die Chemoembolisation eine Therapieoption
bei Inoperabilitét dar (8,16). Das unzureichende Ansprechen auf Chemotherapien im metasta-
sierten Stadium fuhrte zur vereinzelten Verwendung antiangiogenetischer Medikamente. In
diesem Zusammenhang wurde auch fur Thalidomid ein klinischer Benefit beschrieben, eine
Untersuchung umfangreicherer Patientengruppen steht jedoch noch aus (16).

Fur das Angiosarkom zeigt die adjuvante Radiotherapie im lokal begrenzten Stadium bei einer

H&ufung von Lokalrezidiven einen Benefit. Im metastasierten Stadium sind chemotherapeuti-



sche Schemata, die unter anderem Taxane, Doxorubicin, Anthrazyklin und Ifosfamid einschlie-
Ren, wirkungsvoll. Randomisierte prospektive Studien, die fundierte Schemata fur die Chemo-
therapie untersuchen, existieren aufgrund der geringen Inzidenz bisher noch nicht (16). Zusétz-
lich zu diesen malignen vaskuldren Neoplasien endothelialen Ursprungs, existieren Tumore,

die ihren Ursprung in anderen vaskularen Geweben haben (8).

Abbildung 2: Kutanes Angiosarkom (17)

1.2 Vaskulare Malformationen

Die vaskularen Malformationen liegen, in Abgrenzung zu den vaskuldren Tumoren, bereits bei
Geburt vor, sind jedoch nicht immer konnatal erkennbar. Des Weiteren wachsen die Malfor-
mationen proportional zum Patienten, weisen keinen spontanen Regress auf und kénnen ausge-
I6st durch hormonelle oder mechanische Stimuli progredient werden (18). Atiologisch wird von
einer Entwicklungsfehlbildung, durch abnormale Signaltransduktionen beziiglich der
Apoptose, Reifung und des Wachstums vaskuldrer Zellen, ausgegangen (19). Die Malformati-
onen weisen diverse klinische Manifestationen und damit auch diverse Komplikationsmdglich-
keiten auf. Aufgrund von Lé&sionen in sichtbaren Bereichen wird der Leidensdruck der Erkran-
kungen durch eine psychosoziale Komponente erweitert (18). Die Klassifikation der vaskularen
Malformation l&sst sich nach der ISSVA in einfache vaskulédre Malformationen, kombinierte
vaskuldare Malformationen, vaskulare Malformationen benannt nach groRen GeféaRen und vas-
kulare Malformationen assoziiert mit anderen Anomalien einteilen (4,5,18). Zusétzlich dazu
kann zwischen den slow-flow-Malformationen mit den kapillaren, lymphatischen und vendsen

Malformationen sowie den fast-flow-Malformationen mit den arteriovendsen Malformationen



unterschieden werden (4,5,18,19). Diese zahlen allesamt zu den einfachen vaskuléren Malfor-
mationen. Es bestehen verschiedene kombinierte vaskulare Malformationen dieser Entitaten
(4,5).

1.2.1 Kapillare Malformationen

Die auch als Naevus flammeus oder Portwein-Naevus bezeichneten kapillaren Malformationen
(Abbildung 3) beruhen auf einer Dilatation und Ektasie kapillarer Gefalle mit slow-flow-Stro-
mungseigenschaften. Sie erscheinen klinisch als konnatale rosige oder livide Maculae, die per-
sistieren und in Abgrenzung zu anderen klinisch &hnlich apparenten L&sionen nicht spontan
verschwinden ((18,19). Die Pathogenese der kapillaren Malformationen ist bis heute nicht ge-
nauer bekannt, es scheint aber ein Zusammenhang mit defekter neuronaler Innervation und Mo-
dulation der Kapillaren zu bestehen. Die Therapieoptionen bestehen in der Lasertherapie mit
photothermolytischen Effekten sowie chirurgischen Malinahmen bei Deformitéten des unter-

liegenden Gewebes (18).

;w. T
B

w

Abbildung 3: Kapilldre Malformation rechter FuR (20)

1.2.2 Lymphatische Malformationen

Lymphatische Malformationen umfassen zum einen die zystischen, schwammartigen oder blas-
chenartigen slow-flow-Lasionen der Lymphgeféalie mit lokaler Begrenzung, zum anderen das
primédre Lymphédem (Abbildung 4), welches durch eine defekte Lymphdrainage und daraus
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resultierenden Lymphstau zu einer Schwellung des betroffenen Gewebes fiihrt. Je nach Grofie
ist eine Unterscheidung in makrozystische und mikrozystische lymphatische Malformationen
maglich. Klinisch werden diese hdufig durch intral&sionale Einblutungen als kleine Knoten ap-
parent. Eine signifikante VergrofRerung kann im Verlauf stattfinden und zu Deformitéten des
umgebenden Gewebes fiihren. Etwa 75 % der Lasionen manifestieren sich cervicofazial und
kénnen durch Komplikationen wie Gewebeverdrangung, Blutungen und Zellulitis eine Inter-
vention erforderlich machen. Neben supportiver Therapie bei Blutungen und Infektionen, ste-
hen die Sklerotherapie, die chirurgische Resektion in toto und medikamentdse Therapien, z.B.
mit mTOR-Inhibitoren, zur Verfugung (18,19,21,22).

Abbildung 4: Primares Lymphoddem und umschriebene lymphatische Malformation mit sichtbarer intraldsionaler Einblutung
(21)

1.2.3 Venose Malformationen

Vendse Malformationen sind die h&ufigsten vaskuldren Malformationen mit einer Inzidenz von
1-2/10.000 und zeigen sich klinisch durch eine blauliche, weiche, komprimierbare Lasion (Ab-
bildung 5).

11



Abbildung 5: Vendse Malformation bei 4-jahrigem Médchen am rechten Ohr (22)

Histologisch zeigen sich unvollstandig entwickelte, ektatische, tubulare Gefalstrukturen mit
einem relativen Mangel an glatter Muskulatur (18,19,23,24). Letzterer lieRe sich durch eine
Hyperproliferation endothelialer Zellen oder eine mangelnde Rekrutierung glatter Muskelzel-
len erkldren. Beide Erklarungsansatze konnten auf einer fehlerhaften intra- und interzelluléaren
Kommunikation basieren (24). Haufige Komplikationen sind Schmerzen im Bereich der Lasi-
onen, plotzliches Wachstum bei Traumata, Hormoné&nderungen und Infektionen, Schwellungen
und chronische Andmie bei intestinal lokalisierten vendsen Malformationen. AulRerdem treten
gehduft Gerinnungsstérungen mit erhohtem Risiko fur Thrombosen und Thrombophlebitiden
durch Gerinnungsaktivierungen in den slow-flow-Malformationen auf (18). Die therapeuti-
schen Maglichkeiten unterteilen sich in medikamentdse, chirurgische und sklerosierende The-
rapien. Die symptomatische Therapie umfasst antiinflammatorische Medikamente, niedermo-
lekulares Heparin und Acetylsalicylsaure. Neueren Erkenntnissen zufolge zeigt der mTOR-In-
hibitor Sirolimus einen gewissen Erfolg in der Therapie von vendsen und lymphatischen Mal-
formationen (18,25).

1.2.4 Arteriovendse Malformationen

Als fast-flow-Malformationen grenzen sich die arteriovendsen Malformationen (AVM) von
den Ubrigen einfachen vaskuldren Malformationen ab. Anatomisch handelt es sich hierbei um
einen arteriovendsen Shunt unter kompletter oder partieller Umgehung des kapillaren Systems
mit dysplastischen dickwandigen Arterien und arterialisierten, dickwandigen Venen. Die be-
reits konnatal vorliegenden Fehlbildungen werden teilweise erst im Kindesalter apparent und
prasentieren sich dann als rétliche, warme, pulsatile L&sionen (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Kongenitale fronto-palpebrale arteriovendse Malformation (26)

Im zeitlichen Verlauf sind die AVM héaufig progredient mit dem Potential zu exponentiellem
Wachstum unter Stimuli wie Traumata und hormonellen Veranderungen (18,19,24). Durch die
arteriovendsen Shunts kommt es im Verlauf haufig zu einer lokalen vendsen Hypertension mit
einer Minderperfusion des betroffenen und umliegenden Gewebes. Resultierend daraus entsteht
eine lokale Ischémie, die klinisch durch Schmerzen und Gewebsulzerationen mit Blutungen in
Erscheinung tritt. Arteriovendse Fisteln sowie groRere arteriovendgse Malformationen kdnnen
zu einer Vorlaststeigerung am Herzen mit konsekutiver high-output Herzinsuffizienz fihren
27).

Zur genetischen Betrachtung der arteriovendsen Malformationen muss zwischen sporadisch
auftretenden AVM und AVM in Verbindung mit syndromalen Erkrankungen unterschieden
werden. Eines dieser Syndrome, bei denen arteriovendse Malformationen gehduft auftreten, ist
die hereditare hdmorrhagische Teleangiektasie (HHT, Morbus Osler) (27). Klinisch zeigt sich
die Erkrankung als Teleangiektasien im Bereich der Haut und Schleimhdute, mit dem Leit-
symptom des Nasenblutens, welches bei 90 % der Patienten auftritt (28) (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Hereditare hdmorrhagische Teleangiektasie (29,30)

(A): Teleangiektasien der Nasenschleimhaut an 1. Septum, 2. Polyp und 3. Lateraler Nasenwand (B): Teleangiektasien der
Unterlippe

Neben diesen Teleangiektasien kommt es gehduft zu arteriovendsen Malformationen groRRerer
GefélRe, vor allem in Gehirn, Lunge und Leber. Bei der Mehrzahl der Patienten mit Morbus
Osler lassen sich typische Veranderungen in Genen feststellen, die am TGF-B-Signalweg be-
teiligt sind. (27). Es konnte gezeigt werden, dass der TGF-B-Mangel zwar einen Effekt auf die
Teleangiektasien, jedoch nicht auf postkapillare Venolen sowie deren Rekrutierung supportiver
Zellen hat. Damit scheint ein TGF-f-Mangel eine Rolle in der Entstehung von AVM bei HHT
zu spielen, dies lasst sich jedoch nicht auf alleinstehende AVM ubertragen (24). Weitere Syn-
drome, die in Verbindung mit AVM stehen, sind das PTEN-Hamartom-Tumor-Syndrom
(PTEN = phosphatase and tensin homolog) und das CM-AVM-Syndrom (kapillare-Malforma-
tion-arteriovendse-Malformation-Syndrom). Fur diese beiden Syndrome konnten ebenfalls ty-
pische genetische Verénderungen festgestellt werden. Im Gegensatz dazu ist der genetische
Code alleinstehender arterioventser Malformationen bisher nicht gut aufgeklart. Es wird jedoch
davon ausgegangen, dass somatische genetische Varianten eine Rolle in der Entstehung von
AVM spielen. So konnten flr diese Malformationen teilweise Mutationen in MAP2K1 oder
KRAS, mit Beeintrachtigungen des MAP-Kinase-Signalwegs, festgestellt werden (27,31).

Die Pathologie hinter der Entstehung arterioventser Malformationen ist bisher nicht abschlie-
Rend geklart. Aktuelle Hypothesen basieren auf klinisch-bildgebenden Verfahren, molekular-
genetischen Untersuchungen menschlicher Gewebe und auf experimentellen Tierversuchen.
Mittels licht- und elektronenmikroskopischer Betrachtungen von Teleangiektasien aus HHT-
Biopsien konnten verschiedene morphologische Sequenzen abgegrenzt werden. Die zeitliche

Rekonstruktion lasst vermuten, dass im ersten Schritt postkapillare Venolen dilatieren und mo-

14



nozytare Zellen das umgebende Gewebe infiltrieren. Im Folgenden steigen der Venolendurch-
messer sowie die Wandstérke und es werden Perizyten rekrutiert. Zwischen vergroRerten VVeno-
len und Arteriolen entsteht unter Dilatation und Wachstum der kapillaren Segmente eine Ver-
bindung. Im letzten Schritt wird das kapillare Gewebe komplett durch arteriovendse Kurz-
schlussverbindungen ersetzt. Diese Abfolge kdnnte durch Studien erkléart werden, die zeigen
konnten, dass Kapillaren unter gesteigertem mikrovaskuldarem Blutfluss zu Arteriolen transfor-
mieren. AuRerdem lieRen sich diese Ergebnisse durch hochauflésende computertomographi-
sche Bildgebungen bei pulmonalen AVM reproduzieren (27). In Tierversuchen konnte an
Knockout-Mausen gezeigt werden, dass eine alleinige homozygote Deletion in HHT-Genen
nicht ausreichend fur die Bildung von AVM war, sondern dass zusatzlich proangiogenetische
Molekiile wie VEGF oder LPS notwendig waren. Auch beim Menschen konnte eine VEGF-
Expression in Exzisionsproben von zerebralen arterioventsen Malformationen histologisch
nachgewiesen werden (27,32). Auf die Rolle von VEGF soll in Anbetracht der Zielsetzung
dieser Promotionsarbeit im Folgenden genauer eingegangen werden.

Die Diagnostik der arteriovendsen Malformationen setzt sich aus der klinisch-korperlichen Un-
tersuchung und apparativen Verfahren zusammen. Daflr stehen verschiedene bildgebende Ver-
fahren zur Verfugung. Die Sonographie stellt dabei durch ihre einfache Verfugbarkeit den
nachsten Schritt dar. Farbdoppler-kodierte Bilder zeigen den arteriovendsen Shunt mit dilatier-
ten Gefalien bei fast-flow-Eigenschaften des Blutes. AulRerdem zeigen auch die drainierten Ve-
nen durch die Kurzschlussverbindung ein arterielles, wellenférmiges Flussprofil (18) (Abbil-
dung 8).
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Abbildung 8: Intramuskul&re arteriovendse Malformation der Wade im Ultraschall (33)

(A): B-Bild (B): Farbkodierte Doppler-Sonographie

Die Magnetresonanztomographie eignet sich vor allem zur Abklarung des Ausmalies der Mal-
formation. In der nativen MRT l&sst sich die fast-flow-Malformation an einer Signalauslo-
schung erkennen. In der kontrastmittelverstarkten MR-Angiographie kénnen die Blutflussei-
genschaften der Arterien und Venen beurteilt werden. Die Computertomographie liefert weni-
ger Informationen tber die AVM als eine MRT, kann aber bei Abkl&rung von arteriovendsen
Malformationen mit knéchernem Befall notwendig sein (18,19,27). Ein weiterer fester Bestand-
teil der AVM-Diagnostik sowie der Therapieplanung stellt die digitale Subtraktionsangiografie
aufgrund der hohen értlichen und zeitlichen Auflésung dar (34) (Abbildung 9).

Abbildung 9: Digitale Subtraktionsangiografie einer AVM der Orbita (35)
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Anhand der Diagnostik kann eine klinische Einteilung in die Schobinger Stadien | (klinisch
unauffallige Lasion, gegebenenfalls Uberwarmung oder Verfarbung der dariiberliegenden
Haut) bis 1V (erhohte kardiale Belastung bis zur Herzinsuffizienz) erfolgen (36).

Therapeutisch stellen arteriovendse Malformationen allein durch ihre Seltenheit eine Schwie-
rigkeit dar. Die Wirksamkeit verschiedener Therapieoptionen lieR sich bisher schlecht verglei-
chen, da standardisierte Therapie- und Dokumentationsprotokolle fehlten und vorhandene In-
formationen berwiegend aus retrospektiven Studien sowie Fallberichten stammten (37,38).
Mit Hilfe eines international ausgearbeiteten Protokolls sollen Therapieergebnisse in Zukunft
standardisiert dokumentiert und damit besser vergleichbar gemacht werden (39). Aktuelle in-
terventionelle Methoden umfassen operative Eingriffe und endovaskuldare Techniken (Abbil-
dung 10). Das gemeinsame Ziel beider Therapieformen ist eine komplette Resektion oder voll-

standige Blockierung des Nidus (40).

Abbildung 10: Therapie arteriovendser Malformationen (41,42)

(A): Intraoperatives Bild einer AVM des Thenar der linken Hand (B): Pulmonale arteriovenése Malformation vor Therapie
(C): Embolisation mittels AVP-I1 Plugs (D): Vollstandiger Verschluss der AVM nach Intervention

Endovaskulare Therapien umfassen vor allem die Sklerotherapie und die Embolisation (37).
Diese konnen je nach Zuganglichkeit der Lasion transarteriell, perkutan oder retrograd vends
erfolgen. Die Embolisate umfassen unter anderem Coils, Plugs, Ethanol, Cyanoacrylate, Po-
Iyvinylalkohol und Fibrinkleber (40). Operative Methoden stellen einen vielversprechenden
Ansatz bei gut lokalisierten Malformationen mit klar definierten Grenzen dar. Zur Blutungs-
kontrolle wird eine praoperative Embolisation empfohlen. Die Resektion der AVM kann eine
Rekonstruktion mittels lokaler oder mikrovaskularer freier Lappenplastik notwendig machen.

Diese multimodalen Therapieansétze reichen teilweise nicht aus, um arterioventse Malforma-
tionen komplett zu eliminieren. Verbleibende Reste der AVM konnen durch aggressives
Wachstum des verbleibenden Nidus zu einer Aggravation der Erkrankung fuhren (31,40). Nicht
zuletzt dadurch ist das interventionelle Management von arteriovendsen Malformationen

schwierig und es ergibt sich ein Interesse an medikamenttsen Therapieansatzen. Zum Einsatz
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kommen antiangiogenetische Medikamente, die Gber VEGF wirksam werden, und zielgerich-
tete Medikamente auf spezifische Mutationen. Der Betablocker Propranolol, der vor allem bei
infantilen H&mangiomen zum Einsatz kommt, konnte Fallberichten zufolge bei AVM-Patienten
niedrig dosiert zur Schmerzkontrolle eingesetzt werden und potentiell ein weiteres Wachstum
aufhalten (43). Als Medikament mit antiangiogenetischer Wirkung hat auch Thalidomid einen
positiven Effekt auf Schmerzen und Blutungen bei AVM gezeigt (44). Als zielgerichtetes Me-
dikament gegen eine der moglichen AVM-Mutationen im KRAS-Gen zeigte der MEK-Inhi-
bitor Trametinib in einem Fallbericht, mit einer 75-prozentigen Reduktion des Blutflusses in
der Lésion, eine signifikante Besserung (45).

Insgesamt I&sst sich eine unzureichende Datenlage zu wirksamen medikamentdsen Therapien
fir arteriovendse Malformationen erkennen, welche viel Platz fir weitere Forschung l&sst.
Diese Umstande motivierten zur Zielsetzung dieser Doktorarbeit, worauf im Folgenden genauer

eingegangen wird.

1.3 Grundlagen der Angiogenese arteriovendser Malformationen

Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) spielt eine entscheidende Rolle bei der Angi-
ogenese im gesunden menschlichen Gewebe (46). Als proangiogenetischer Faktor spielt er aber
auch eine Rolle in der Pathogenese arteriovendser Malformationen. So wurden beispielsweise
bei Patienten mit zerebralen AVM sowie in pathologischen Resektionen von AVM erhéhte
VEGF-Konzentrationen festgestellt (47). Vorversuche des Universitatsklinikums Regensburg
(Klinik und Poliklinik fur Hals-Nasen-Ohrenheilkunde) konnten VEGF-spezifische Verande-
rungen an arteriovendsen Malformationen feststellen, welche die Grundlage fiir die Versuche
dieser Promotionsarbeiten darstellen. AVM-Zell-Mischkulturen wurden in Hinblick auf ihr
Proliferationsverhalten sowie die Expression verschiedener Proteine mit NHF (normal human
fibroblasts) und HDMEC (human dermal microvascular endothelial cells) verglichen. Ein wei-
terer Vergleich erfolgte zwischen Zellkulturen, die wéhrend der Inkubation zyklisch mecha-
nisch gedehnt wurden, und Kontrollgruppen ohne zyklische mechanische Dehnung. Dabei
zeigte sich zuné&chst eine erhthte VEGF-A-Expression der AVM-Zellen gegeniliber den NHF
sowie HDMEC. Des Weiteren konnte eine signifikant erhohte VEGF-A-Expression der AVM-
Zellkulturen mit zyklischer mechanischer Dehnung gegeniuiber den gedehnten NHF und

HDMEC sowie den ungedehnten AVM-Kontrollgruppen festgestellt werden (48).
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1.3.1 VEGF

Der Vascular Endothelial Growth Factor ist ein Wachstumsfaktor, der Giber die Aktivierung von
Rezeptor-Tyrosinkinasen wirkt. Die Wirkung umfasst dabei die Endothelzellproliferation so-
wie ein Aussprossen von Kapillaren in Richtung der VEGF-Quelle (49). Der VEGF umfasst
eine Gruppe dimerer Glykoproteine, die mit verschiedener Affinitat an die verschiedenen Re-
zeptor-Tyrosinkinasen binden. Es werden VEGF-A, -B, -C, -D und PIGF (Placenta Growth
Factor) sowie die Rezeptoren VEGFR-1, -2 und -3 unterschieden (50) (Abbildung 11). VEGF-
A ist der in der Literatur meistbeschriebene Faktor innerhalb dieser Gruppe. Ihm wird eine
Schltsselrolle fir das Wachstum von Blutgefélien zugeschrieben, wahrend VEGF-C und
VEGF-D beispielsweise die lymphatische Angiogenese regulieren. Da es sich bei AVM um
eine Fehlbildung von Blutgefalen handelt, ist VEGF-A von besonderem Interesse fir diese
Promotionsarbeit. VEGFR-1 und -2 werden auf vaskularen Endothelzellen exprimiert, wéhrend
VEGFR-3 auf lymphatischen Endothelzellen vorkommt. Diese Wirkung von VEGF auf vasku-
lare Endothelzellen ist gut dokumentiert. AufRerdem konnte in einigen Studien ein mitogener

Effekt auf andere Zelltypen gezeigt werden (51).
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Abbildung 11: VEGF-Molekille und ihre Rezeptoren (52)
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Die Vermutung einer VEGF-Wirkung an unterschiedlichen Zelltypen konnte durch die
VEGFR-1 Genexpressionsanalyse untermalt werden. Hierbei wurde eine Regulation tber Hy-
poxie und den HIF-1a (hypoxia-inducible factor 1a) mit einer Expression von VEGFR-1 in
HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) und Perizyten gezeigt (50). Die VEGF-Pro-
duktion ist ebenfalls nicht auf Endothelzellen beschrankt, sondern findet auch in Fibroblasten,

Zellen der glatten Muskulatur und einigen Immunzellen statt (53).

1.3.2 VEGF-spezifische Pathogenese arteriovendser Malformationen

Der genaue Pathomechanismus hinter der Entstehung arteriovendser Malformationen ist bis
heute nicht vollstéandig verstanden. Lange Zeit wurden die AVM als vollstandig kongenital ent-
stehende Malformationen eingestuft. Berichte iber de-novo Entstehung, erneutes Wachstum
und Progress unterstiitzen dieses rein kongenitale Modell nicht, sondern legen eine gewisse
Neovaskularisation nahe (54). In Versuchen an einem Alk1-knockout-Mausmodell konnte ge-
zeigt werden, dass zusétzlich zur Alk-1-Inaktivierung ein Second Hit wie das Hinzufiigen einer
Wunde in mukokutanem Gewebe fir die AVM-Entstehung notwendig war. In einer darauf auf-
bauenden Versuchsreihe wurde nachgewiesen, dass in einem Wunden-induzierten-AVM-Mo-
dell die Neovaskularisation eine Rolle spielt und sich der arterioventse Shunt nicht durch
Wachstum und VergroRerung vorbestehender kapillarer GefélRe bildet. In diesem Modell
konnte aufRerdem die Entstehung von AVM durch Bevacizumab inhibiert werden (55). In Zell-
kulturuntersuchungen von Endothelzellen aus kunstlich erzeugten zerebralen arteriovendsen
Malformationen in einem Rattenmodell zeigte sich eine signifikant erhdhte VEGF-Expression
(56). Diese erhdhte VEGF-Expression von AVM bestétigte sich durch den Nachweis signifi-
kant erhdhter Plasma-VEGF-Spiegel bei Patienten mit zerebralen arteriovendsen Malformatio-
nen im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe (54). Nach wie vor ist der Pathomechanis-
mus arteriovendser Malformationen nicht abschlieBend geklart, es konnte jedoch eine gewisse
Neovaskularisation sowie ein Zusammenhang mit dem proangiogenetischen Mitogen VEGF

gezeigt werden.

1.3.3 Bevacizumab

Bei Bevacizumab handelt es sich mit einem humanisierten monoklonalen Antikorper gegen
VEGF-A um den ersten zugelassenen Angiogenese-Inhibitor. Durch Bindung an VEGF-A ver-
hindert der Antikorper die Interaktion zwischen VEGF-A und VEGF-Rezeptoren (VEGFR)

und dadurch uber Inhibition der Signalkaskaden eine Neovaskularisation (Abbildung 12).
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Urspringlich wurde der Antikorper fir die Therapie kolorektaler Karzinome zugelassen. Heute
existieren weitere Indikationen in der Krebstherapie. In In-vivo-Studien konnte gezeigt werden,
dass unter Bevacizumab-Therapie das Gefallwachstum inhibiert und ein Regress neugebildeter
Gefale induziert wurde, wéahrend Bevacizumab auch einen direkten Effekt auf Tumorzellen zu
haben schien (57).
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Abbildung 12: Signaltransduktion bei VEGF-A/VEGFR-2 Interaktion und potentielle medikamentdse Ansétze (58)
1.3.4 Thalidomid

Thalidomid wurde urspriinglich als Antikonvulsivum entwickelt. Bei fehlender Effizienz wurde
Thalidomid daraufhin als Schlafmittel vermarktet und auflerdem als Antiemetikum wahrend
der Schwangerschaft eingesetzt, bis eine schwere Teratogenitat mit schwerwiegenden Fehlbil-
dungen Neugeborener festgestellt wurde (59,60). Bei einem breiten biologischen Wirkspektrum
wird Thalidomid heute als immunmodulatorisches Medikament klassifiziert. Bekannte Wirkun-
gen sind TNF-a-Suppression, Stimulation proinflammatorischer Zytokine sowie Suppression
der VEGF- und bFGF-Sekretion (basic fibroblast growth factor) und der zellularen Antwort auf
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diese Botenstoffe. Daher zeigt Thalidomid einen antiangiogenetischen Effekt. Diese Wirkung
konnte sich bei einigen malignen Entitdten, wie zum Beispiel dem multiplen Myelom, zunutze
gemacht werden (59). An einigen spezialisierten Zentren wurde Thalidomid bereits bei Patien-
ten mit arteriovendsen Malformationen eingesetzt und es wurde von einer positiven Wirkung

auf Schmerzen und Blutungen berichtet (44).

1.4 Zielsetzung dieser Promotionsarbeit

Das Ziel dieser Promotionsarbeit liegt in der Untersuchung medikamentdser Behandlungsmaog-
lichkeiten von arteriovendsen Malformationen im Zellkulturmodell. In VVorarbeiten am Univer-
sitatsklinikum Regensburg konnte ein Zusammenhang zwischen der Proliferation von Zellen
aus AVM und VEGF-Expression beschrieben werden. AulRerdem wurde eine Korrelation zwi-
schen zyklischer mechanischer Dehnung und der VEGF-Expression in AVM-Zellen beschrie-
ben (48). Diese Ergebnisse erlauben die Hypothese, dass eine vermehrte VEGF-Expression in
arteriovendsen Malformationen stattfindet und diese einen Einfluss auf die Entstehung und den
Progress des Krankheitsbildes haben. Weiterhin besteht die Vermutung, dass eine mechanische
Belastung, im Sinne von fast-flow-Blutstromungseigenschaften und interventionellen Trau-
mata im Klinischen Kontext sowie als zyklische mechanische Dehnung im Zellkulturmodell,
eine vermehrte VEGF-Expression und dadurch einen Krankheitsprogress zur Folge haben kann.
Sollten diese Phanomene tatséchlich VEGF-vermittelt auftreten, konnten der Anti-VEGF-An-
tikdrper Bevacizumab sowie das antiangiogenetische Medikament Thalidomid einen hemmen-
den Effekt auf das AVM-Wachstum haben. Fiir diese Hypothesen wurde das folgende experi-
mentelle Konzept erstellt.

Da die Ergebnisse der Vorversuche durch die Untersuchung von Mischkulturen mit Gberwie-
gend perivaskuldren Zellen aus arteriovendsen Malformationen zustande kamen, sollen fur
diese Promotionsarbeit ebenfalls solche Mischkulturen aus AVM verwendet werden. Als Re-
ferenzzellen dienen NHF, die morphologisch und funktionell am ehesten den perivaskuléren
Zellen entsprechen. Anhand dieser Zellkulturen soll der Einfluss von Bevacizumab und
Thalidomid auf die Proliferation und VEGF-Expression von AVM-Zellen sowohl in Ruhe als
auch unter zyklischer mechanischer Dehnung untersucht werden. Zusatzlich soll die Fahigkeit
zur Bildung gefaahnlicher Strukturen (Tube-Formation) der AVM-Zell-Mischkulturen ge-
zeigt werden. Fur diese Versuchsmodelle soll aulerdem der Einfluss von Bevacizumab und

Thalidomid auf diese Prozesse untersucht werden.
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2 Methoden

Die Versuche dieser Doktorarbeit wurden anhand von Zellkulturen durchgefihrt. Die dafur
verwendeten Zellreihen stammen zum einen aus Zellisolationen arterioventser Malformationen
(AVM), zum anderen wurden normale humane Fibroblasten (NHF) als Referenzkultur verwen-
det. Die NHF stammen von Bio Whittaker Europe (siehe Materialien). Die AVM-Zellen wur-
den intraoperativ am Universitatsklinikum Regensburg im Zeitraum vom 31.01.2018 bis zum
10.07.2019 sowie vom 07.05.2021 bis zum 01.07.2021 gewonnen und mit schriftlicher Zustim-
mung der Patienten aus den Malformations-Resektionen isoliert. Alle Arbeitsschritte an Zell-

kulturen wurden an einer sterilen Laminar-Flow-Werkbank durchgefiihrt.

2.1 Zellisolation aus Malformationsgewebe

Fir die Medikamentenversuche wurden Malformationszellen benétigt, die aus operativen Re-
sektionen von Malformationsgewebe durch die Klinik und Poliklinik fur Hals-Nasen-Ohren-
heilkunde am Universitatsklinikum Regensburg stammen und nach Ethikvotum der Universi-
tatsklinik Regensburg unter schriftlicher Zustimmung der Patienten flir Forschungszwecke ge-
nutzt werden durften. Die pathohistologische Einteilung der Malformationen erfolgte durch das
Institut fur Pathologie der Universitdt Regensburg. Zur VVorbereitung fir den Transport der im
OP-Saal gewonnenen Proben in das Labor wurden 20 ml PBS gemischt mit 4 ml Heparin-
Natrium (5.000 IE/mI) in einem 50-ml-Falcontube auf Eis gekihlt bereitgestellt, so dass die
Probe direkt nach der Resektion gekiihlt unter Verhinderung von Koagulation und Austrock-
nung gelagert und transportiert werden konnte. Fiir die Isolation wurde eine 6-Well-Platte auf
zwei verschiedene Arten vorbereitet. Drei Wells wurden mit Fibronectin (0,95 ul/Well) und 1
ml Coating-Puffer behandelt und bei 37,0°C und 5,0 % CO; fur 30 Minuten im Brutschrank
inkubiert. Daraufhin wurde der Coating-Puffer abgesaugt und die Wells drei Mal mit PBS ge-
waschen. Die anderen drei Wells wurden mit ECM-Gel behandelt. Das ECM-Gel wurde daftr
im Kuhlschrank tiber Nacht aufgetaut. Um eine vorzeitige Verfestigung des Gels zu verhindern,
wurden die zu benutzenden Eppendorf-Spitzen, und die 6-Well-Platte ebenfalls Giber Nacht im
Kihlschrank gelagert. An der sterilen Werkbank wurde aus demselben Grund auf Eis gearbei-
tet. Zur Beschichtung der Wells wurden 300 ul des aufgetauten ECM-Gels mit 300 ul gekihl-
tem DMEM-low-glucose gemischt und dann je 200 pl des Gemischs pro Well eingesetzt und
gleichmaRig verteilt. Die Platte wurde daraufhin zur Verfestigung des Gels fir 40 Minuten bei
37,0°C und 5,0 % CO; in den Brutschrank gestellt. Nach Ablauf der Zeit wurde der Uberstand
abpipettiert.
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Die in PBS und Heparin-Natrium transportierte Probe wurde ebenfalls an der sterilen Werkbank
auf Eis weiterverarbeitet. Zuerst wurden die Gewebestiicke in eine Petrischale gegeben und mit
einem sterilen Skalpell anhéngende Strukturen, die nicht zur Malformation gehorten, entfernt.
Das Gewebe wurde mehrfach mit einem PBS-Heparin-Gemisch gespiilt, um Blut auszuspilen
und eine Koagulation in den Geféallen der Malformation sowie das Austrocknen des Gewebes
zu verhindern. Im néchsten Schritt wurden die Gewebestiicke mit dem sterilen Skalpell in
schmale Streifen geschnitten, um die Oberfl&che, die Kontakt mit dem ECM-Gel beziehungs-
weise dem Fibronectin hat, zu vergroRern. Die so gewonnenen Streifen wurden auf die Wells
verteilt, nach wenigen Sekunden zur Anheftung der Streifen mit in etwa 100 pl EGM-2-Me-
dium bedeckt und fiir 4-6 Stunden bei 37,0°C und 5,0 % CO. im Brutschrank inkubiert. Da-
raufhin wurden erneut in etwa 1000 pl EGM-2-Medium pro Well zugegeben. Die 6-Well-Platte
wurde taglich kontrolliert. Abgeldste Gewebestiicke wurden vorsichtig mit einer Pipette ent-
fernt. Bei sichtbarer Verfarbung des Mediums wurden erneut etwa 1000 pl EGM-2-Medium
dazu pipettiert. Bei sichtbarem Wachstum wurden die Zellen weiter inkubiert bis diese 90 %
konfluent waren und daraufhin trypsiniert und auf 55 cm?-T100-Platten Gberfiihrt. Die hierbei
gewonnenen Zellkulturen hatten damit die Passagezahl 1. AuRerdem wurden die auf Fibronec-
tin und auf ECM-Gel isolierten Zellen getrennt gefuihrt und im weiteren Verlauf mit -FN/-ECM

gekennzeichnet.

2.2 Zellkultur

2.2.1 Zellkulturplatten coaten

Vor der Kultivierung der Zellkulturplatten, wurden diese mit Fibronectin gecoatet. Flr eine
P100-Platte wurden 6 pl Fibronectin eingesetzt. Fiur die 6-Well-Platten wurden entsprechend
der Oberflache 0,95 pl Fibronectin pro Well verwendet. Das Fibronectin wurde in einem ersten
Schritt mit dem Coating-Puffer gemischt. Diese Losung wurde auf die jeweilige Zellkultur-
platte gegeben und fiir 30 Minuten bei 37,0°C und 5,0 % CO: inkubiert. Nach den 30 Minuten
wurde die Lésung abgesaugt, die Platte dreimal mit PBS gespiilt und direkt mit der Zellsuspen-

sion oder mit Medium bedeckt, um ein Austrocknen zu verhindern.

2.2.2 Zellen einfrieren

Durch die Isolation gewonnene Zellen sowie tberschussige Zellen der Zellkulturreihen wurden
zur Lagerung bei -80°C eingefroren, sobald die Platten konfluent bewachsen waren. Dafr

wurde das Medium abgesaugt und die 55 cm?2-T100-Platte mit sterilem PBS gewaschen. Die
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Platte wurde dann mit 2 ml Trypsin behandelt und bei 37,0°C und 5,0 % CO2 im Brutschrank
inkubiert. Unter mikroskopischer Kontrolle wurde die Zellablosung beobachtet und die
Trypsinreaktion mit 5 ml EGM-2-Medium gestoppt. Nach dem Abstoppen der Trypsinreaktion
wurden die Zellen in ein 15-ml-Falcontube tberfiihrt und die Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer ermittelt. Die Suspension in dem 15-ml-Falcontube wurde bei 1200 rpm und 4°C
fir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet mit Einfrierme-
dium (NHF oder AVM) resuspendiert, sodass ca. 500.000 Zellen pro ml in Kryoréhrchen pi-
pettiert werden konnten. Diese wurden dann mit Hilfe eines mit Isopropanol gefillten Einfrier-
behélters langsam tber 1°C pro Minute bei -80°C eingefroren und im -80°C-Gefrierschrank

gelagert.

2.2.3 Zellen auftauen und kultivieren

Die bei -80°C in Kryorohrchen eingefrorenen Zellen wurden unter leichtem Schwenken schnell
in einem 37°C Wasserbad aufgetaut. Die Zellsuspension wurde dann in ein 15-ml-Falcontube
pipettiert, mit 5 ml EGM-2-Medium vermischt und daraufhin bei 1200 rpm und 4°C fir 5 Mi-
nuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet mit 10 ml EGM-2-Me-
dium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde dann auf eine gecoatete 55 cm?2-T100-Platte pi-
pettiert und im Brutschrank bei 37,0°C und 5,0 % CO2 inkubiert. Ein Mediumwechsel erfolgte
alle 2 Tage.

2.2.4 Zellen passagieren

Sobald die Platten konfluent bewachsen waren, wurden die Zellen passagiert. Daflr wurde das
Medium abgesaugt und die P100-Platte mit sterilem PBS gewaschen. Die Platte wurde dann
mit 2 ml Trypsin behandelt und bei 37,0°C und 5,0 % CO2 im Brutschrank inkubiert. Unter
mikroskopischer Kontrolle wurde die Zellablésung beobachtet und die Trypsinreaktion mit 5
ml EGM-2-Medium gestoppt. Die Zellsuspension wurde daraufhin in ein 15-ml-Falcontube pi-
pettiert und bei 1200 rpm und 4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstands
wurde das Zellpellet mit EGM-2-Medium resuspendiert und die Zellen mit Hilfe einer Neu-
bauer-Zahlkammer gezéhlt. Die Zellen wurden dann auf gecoatete 55 cm?-T100-Platten mit ca.
500.000 Zellen pro Platte expandiert.
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2.2.5 Zellzahlung mit Neubauer-Z&hlkammer

Zum Auszéhlen der Zellen wurde eine Neubauer-Zahlkammer verwendet. Diese wurde sowohl
in der Zellkultur als auch zur Quantifizierung in den verschiedenen Versuchen verwendet. Bei
der Neubauer-Zahlkammer handelt es sich um einen Objekttrager mit einer vertieften Mittel-
flache sowie einem eingravierten Gitter. Auf diese Vertiefung wurde ein Deckglas gegeben und
der korrekte Sitz durch die Sichtbarkeit newtonscher Ringe Uberpruft. Der entstandene Raum
im Bereich der Vertiefung besitzt ein definiertes Volumen. Im néchsten Schritt wurden 10 pl
der Zellsuspension an den Rand des Deckglases pipettiert. Fur die Zahlung wurde die Neu-
bauer-Z&hlkammer unter dem Lichtmikroskop betrachtet. Dabei wurden vier Eckquadrate eines
Gitters ausgezahlt. Jedes Eckquadrat beinhaltet ein Volumen von 0,1 mm3 = 0,1 pl. Es muss
dementsprechend ein Mittelwert aus den 4 Eckquadraten gebildet werden sowie die Zellzahl

auf 1 ml genormt werden. Daraus ergibt sich folgende Formel:

gezahlte Zellzahl 10 000 — 7ollzahl ml=-1

Somit ergibt sich die Zellzahl pro Milliliter. Um die Zellzahl pro 55 cm?-T100-Platte oder Well
zu berechnen, wurde noch die Verdiinnung beriicksichtigt, das heift, die Zellzahl mlt wurde

mit dem Volumen (ml) multipliziert.

2.3 Zellzahl

Dieser Versuch diente der Ermittlung einer geeigneten Zellzahl auf den 6-Well-Platten, sodass
das Wachstum hinreichend beurteilt werden konnte, ohne dass sich zu viele Zellen gegenseitig
im Wachstum behindern.

Bei einem ersten VVorversuch zu der Medikamentenkonzentration zeigte sich, dass 20.000 Zel-
len pro Well zu wenig waren, um den Versuch nach 24 Stunden beginnen zu kénnen und am
Ende eine objektivierbare Zellzahl herauszubekommen. Deshalb wurden fiir diesen Versuch je
drei Wells einer 6-Well-Platte mit NHF und drei Wells mit AVM-Zellen kultiviert. Durch Um-
rechnung der aus Erfahrung eingesetzten Zellzahl auf 55 cm?-T100-Platten auf die Oberflache
eines Wells der 6-Well-Platte, ergaben sich in etwa 80.000 Zellen pro Well. Die 6-Well-Platten
wurden nach Protokoll gecoatet und auf diesen jeweils 50.000, 80.000 und 100.000 NHF und
AVM pro Well eingesetzt. Das Wachstum wurde nach 24, 48 und 72 Stunden mikroskopisch
beurteilt.
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2.4 CD31* Bead-Sorting

Als Marker fir die Isolation von Endothelzellen aus den Mischkulturen eignet sich das Cluster-
of-Differentiation-Protein CD31. Dieses wird von einigen Blutzellen sowie von Endothelzellen
exprimiert, jedoch nicht von Fibroblasten oder perivaskularen Zellen. Um AVM-Endothelzel-
len aus der Mischkultur zu isolieren, wurden magnetische Dynabeads, welche ein CD31-1gG
enthalten, benutzt.

Fur die Auftrennung wurde nach dem Protokoll des Herstellers verfahren. Im ersten Schritt
mussten die Dynabeads gewaschen werden. Dazu wurde ein Puffer aus PBS und 0,1 % w/v
BSA (Puffer 1) hergestellt. Die Dynabeads wurden suspendiert und die benétigte Menge wurde
in einen Eppendorf-Cup Uberfuhrt. In den Cup wurde mindestens 1 ml des zuvor hergestellten
Puffer 1 gegeben und das Gemisch gevortext. Durch Platzieren des Eppendorf-Cups im Mag-
neten wurden die Dynabeads zur magnetischen Seite hingezogen, sodass der Uberstand abpi-
pettiert werden konnte. Zuletzt wurden die Beads in dem initial eingesetzten Volumen resus-
pendiert.

Fur die eigentliche Selektion wurden die Malformationszellen zuerst wie blich mit PBS ge-
waschen, trypsiniert und die Reaktion dann mit EGM-2-Medium abgestoppt. Die Zellsuspen-
sion wurde dann fiinf Minuten bei 4°C und 1200 rpm zentrifugiert, sodass der Uberstand abge-
saugt werden konnte und die Zellen in Puffer 1 mit einer Konzentration von 2 x 10° Zellen ml-
! in Eppendorf-Cups resuspendiert wurden. Pro 1 ml Zellsuspension wurden 25 pl der gewa-
schenen Dynabeads-L6sung hinzugegeben und dann fir 20 Minuten bei 5°C auf einem Schutt-
ler inkubiert. Anschlieend wurden die Eppendorf-Cups flr zwei Minuten in den Magneten
gestellt. Der Uberstand wurde abpipettiert und spater als Zellkultur AVM, CD31" weiterver-
wendet. Zum Waschen der CD31%-Zellen, wurden diese dreimal in Puffer 1 resuspendiert und
der Uberstand abgesaugt. Nach Abschluss des Waschvorgangs wurden die Zellen mit 250 pl
EGM-2-Medium pro Well auf eine gecoatete 96-Well-Platte gegeben und bei 37,0°C und 5,0
% CO2 im Brutschrank inkubiert.

Bei der mikroskopischen Beobachtung der Zellkultur war ein starker Uberschuss an Beads
sichtbar. Diese hatten sich teilweise ohne Anheftung an Zellen zu gréReren Formationen zu-
sammengelegt und einen groRen Teil der Oberflache des Wells belegt. Um diese ungebundenen
Dynabeads auszuwaschen, wurde bei dem ersten Mediumwechsel nach vier Tagen einmal mit
PBS gewaschen. Da sich danach immer noch viele Beads in den Wells befanden, wurden die
Zellen zwei Tage spater trypsiniert. Bei diesem Schritt wurde ebenfalls einmal mit PBS und
einmal mit 0,1 % w/v BSA-Puffer gewaschen. Die trypsinierten Zellen wurden mit EGM-2-
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Medium zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in EGM-2-Medium resus-
pendiert und auf drei Wells einer gecoateten 6-Well-Platte gegeben.

2.5 Wirkstoffkonzentrationen

2.5.1 Bevacizumab

Zur Ermittlung einer geeigneten Wirkstoffkonzentration mit antiangiogenetischer Wirkung
ohne gleichzeitige Zytotoxizitat, wurden Zellen aus arteriovendsen Malformationen (AVM) so-
wie normale humane Fibroblasten (NHF) mit verschiedenen Konzentrationen Bevacizumab be-
handelt. Dazu wurden zuerst NHF und AVM-Zellen aufgetaut und auf gecoatete 55 cm?-T100-
Platten gegeben. Als diese 90-100 % konfluent bewachsen waren, wurden die Zellen trypsiniert
und gezéhlt. Fur den Versuchsaufbau wurden vier 6-Well-Platten wie im Kapitel ,,Zellkultur-
platten Coaten‘ beschrieben mit Fibronectin gecoatet. Auf diese wurden dann 20.000 Zellen
mit jeweils 3 ml EGM-2-Medium pro Well gegeben. Dabei wurde die Halfte der Wells mit
AVM-Zellen kultiviert, die andere H&lfte mit NHF.

Nach 72 Stunden Inkubation der Kulturen bei 37,0°C und 5,0 % CO im Brutschrank ohne
Mediumwechsel wurde der Versuch gestartet. Dazu wurde das Medium abgesaugt und neues
Medium versetzt mit Bevacizumab in verschiedenen Konzentrationen hinzugegeben. Dabei
wurden 3 Wells mit NHF und 3 Wells mit AVM-Zellen als Kontrolle mit 2 ml EGM-2-Medium
ohne Bevacizumab behandelt. Die anderen Wells wurden nach dem gleichen Muster, je 3 Wells
NHF und 3 Wells AVM-Zellen, mit 2 ml EGM-2-Medium-Bevacizumab-L&sung mit den Be-
vacizumab-Konzentrationen 50 pg/ml, 100 pg/ml und 1000 pg/ml behandelt. Die Platten wur-
den fur 24 Stunden bei 37,0°C und 5,0 % CO im Brutschrank inkubiert. Nach den 24 Stunden
wurde das Medium bei der Kontrollgruppe sowie die Lésung aus Medium mit Bevacizumab
bei den Versuchsgruppen abgesaugt. Die Wells wurden dann mit PBS gewaschen, sodass die
Zellen trypsiniert werden konnten. Nach dem Ablésen der Zellen wurden diese mit Medium in
ein Falcontube pipettiert und mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer die Zellzahl der jeweiligen
Wells ermittelt.

Um die Ergebnisse zu validieren, sollte dieser Versuch insgesamt dreimal durchgefiihrt werden.
Aufgrund der Ergebnisse des parallellaufenden Vorversuchs zur eingesetzten Zellzahl wurde
ab dem zweiten Durchlauf die eingesetzte Zellzahl auf 80.000 Zellen pro Well erhéht und die
Zellen vor Einsetzen der verschiedenen Wirkstoffkonzentrationen von Bevacizumab nur noch
24 Stunden bei 37,0°C und 5,0 % CO: im Brutschrank inkubiert. Der weitere Versuchsablauf

erfolgte genauso wie zuvor.
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Das Wachstum der Zellen sollte ebenso bei einer Behandlung mit Bevacizumab Gber einen 48
Stunden-Zeitraum beurteilt werden. Fur den Versuchsaufbau wurde genauso verfahren wie bei
dem 24 Stunden Behandlungsversuch. Um (ber den langeren Zeitraum eine konstante Wirk-
stoffkonzentration zu erreichen, wurde nach 24 Stunden das jeweilige Medium der Wells ab-
gesaugt und die gleiche Bevacizumab-Konzentration mit EGM-2-Medium erneut eingesetzt.
48 Stunden nach Behandlungsbeginn mit Bevacizumab wurden die Zellen trypsiniert und mit
Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer gezéhlt.

Nachdem erste Ergebnisse vorlagen und ersichtlich wurde, dass die Proliferation bei den nied-
rigeren Konzentrationen keine signifikanten Unterschiede zeigte, wurde die Bevacizumab-
Konzentration auf 250 pg/ml, 500 pg/ml, 750 pg/ml und 1000 pg/ml umgestellt. Mit den initi-
alen Konzentrationen sowie dieser Umstellung wurde der Konzentrationsbereich abgedeckt,
der in der Literatur als in-vitro Dosis mit Korrespondenz zu den klinisch relevanten Dosierun-
gen beschrieben wird (60). Mit diesen Konzentrationen wurden drei Versuchsreihen mit 24

Stunden sowie mit 48 Stunden Behandlung durchgefiihrt.

2.5.2 Thalidomid

Der Versuchsaufbau fur die Ermittlung einer geeigneten Thalidomid-Konzentration wurde auf-
grund der Ergebnisse der Versuche zur Bevacizumab-Konzentration mit 80.000 Zellen pro Well
sowie einer Inkubationszeit vor Behandlungsbeginn von 24 Stunden bei 37,0°C und 5,0 % CO>
gewahlt. Der weitere Ablauf war derselbe wie in den Versuchen zur Wirkstoffkonzentration
von Bevacizumab. Das Thalidomid wurde ebenfalls in EGM-2-Medium gelst eingesetzt. Hier-
fur wurde Thalidomid zundchst in DMSO mit einer Konzentration von 20 mg/ml gelost. Fir
den Versuch wurde die Thalidomid-DMSO-Lésung mit PBS zu einer 1:10 Lésung verdinnt
und dann eingesetzt. Die beobachteten Gruppen waren hier ebenfalls die Kontrolle sowie die
Thalidomid-Wirkstoffkonzentrationen von 10 puM, 20 uM und 40 puM, entsprechend 2,58
pg/ml, 5,16 pg/ml und 10,32 pg/ml in EGM-2-Medium. Im Bereich dieser Molaritaten finden
sich in der Literatur Hinweise auf in-vitro-Hemmung der Zellproliferation sowie eine begin-
nende Zytotoxizitat bei 40 uM Thalidomid (61).

2.6 Zyklische mechanische Dehnung

Da sich arterioventse Malformationen als sogenannte fast-flow-Malformationen von anderen
GeféBmalformationen durch eine erhdhte mechanische Belastung der GefalBwande unterschei-

den, sollte diese pathophysiologische Gegebenheit in die Versuchsreihe aufgenommen werden.
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Zur Simulation der mechanischen Belastung wurden 6-Well-Platten mit einer flexiblen Memb-
ran, die mittels Vakuumpumpe in einer Dehnkammer zyklisch in Bewegung versetzt wurde,
verwendet.

Die Vakuumpumpe mit der Dehnkammer wurde eigens von der Labortechnik des Universitats-
klinikums Regensburg fiir diesen Zweck entworfen (Abbildung 13). Dabei erzeugte die Dehn-
kammer Uber einen Schlauch und einen Filter einen Unterdruck von bis zu -0,3 bar auf die
Dehnkammer und damit auf die 6-Well-Platte mit flexibler Membran (Abbildung 14). Wurde
dieser Schwellendruck erreicht, stieg der Druck wieder auf O bar. Sobald dies erreicht war,
startete die Vakuumpumpe den néchsten Zyklus. Dadurch wurden sowohl die Membran als

auch die an ihr angehefteten Zellen zyklisch gedehnt.

D W

Abbildung 13: Vakuumpumpe und Dehnkammer fiir 6-Well-Platten mit flexibler Membran

Als Referenz wurde eine 6-Well-Platte mit flexibler Membran parallel ohne zyklische mecha-
nische Dehnung inkubiert. Auf beiden Platten wurden jeweils zwei Wells als Kontrolle aus-
schlieBlich mit Medium sowie vier Wells als Behandlung inkubiert. VVon diesen vier Wells wur-
den zwei mit 1000 pg/ml Bevacizumab und zwei mit 20 uM Thalidomid behandelt. Um die
Wirksamkeit der Medikamente auf die AVM-Zellen beurteilen zu kénnen, wurde die Versuchs-
reihe identisch mit NHF durchgefhrt.
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Abbildung 14: 6-Well-Platte mit flexibler Membran

Die Platten mit der flexiblen Membran wurden genau wie bei den Proliferationsversuchen mit
Fibronectin und Coating-Puffer gecoatet, 30 Minuten bei 37,0°C und 5,0 % CO- inkubiert und
dann dreimal mit sterilem PBS gewaschen. Daraufhin wurden 200.000 Zellen aus AVM bezie-
hungsweise 150.000 NHF mit 2 ml Medium pro Well eingesetzt und zun&chst fiir 24 Stunden
ohne zyklische mechanische Dehnung bei 37,0°C und 5,0 % CO inkubiert, um eine Anheftung
der Zellen zu gewahrleisten. Die héhere Zellzahl im Vergleich zu den ungedehnten Proliferati-
onsversuchen war notwendig, da sich bei Versuchen mit geringeren Zellzahlen pro Well keine
ausreichenden Zell-Zell-Kontakte bildeten, sodass sich die jeweiligen Zellen unter Dehnung
leicht von der flexiblen Membran I6sten. Im ndchsten Schritt wurde das Medium abgesaugt und
fiir die Kontrolle 2 ml Medium, fur die Behandlung Medium versetzt mit entweder Bevacizu-
mab (Konzentration 1000 pg/ml) oder Thalidomid (Konzentration 20 uM) pro Well hinzuge-
flgt. Fir den 24-Stunden-Versuch wurde die eine Platte in die Dehnkammer gegeben und diese
in den Inkubationsschrank gestellt, wéhrend die Referenzplatte ungedehnt inkubiert wurde. Der
Versuchsaufbau fur den 48-Stunden-Versuch war identisch. Nach Ablauf der 24 bzw. 48 Stun-
den, wurde das Medium abpipettiert und in 2-ml-Falcontubes bei -20°C eingefroren. Die Zellen
wurden trypsiniert, in 2-ml-Falcontubes gegeben und die Zellzahl pro Well mit Hilfe einer Neu-
bauer-Z&hlkammer ermittelt. Daraufhin wurden die Falcontubes fur finf Minuten bei 1200 rpm
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet bei -80°C eingefroren. Der Versuch
mit 24-stiindiger Behandlung wurde dreimal wiederholt. Aufgrund technischer Probleme mit
der Vakuumpumpe und der Dehnkammer konnte der 48 Stunden Versuch nicht dreimal durch-
gefiihrt werden.
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2.7 VEGF-Nachweis mittels ELISA

Das Medium, das bei den Dehnungsversuchen abpipettiert und eingefroren wurde, sollte im
Nachhinein mittels ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) auf VEGF untersucht wer-
den. Dafiir wurde das ,,DuoSet ELISA Human VEGF* von R&D Systems verwendet und nach
Protokoll des Herstellers verfahren. In einem ersten Schritt wurde ein Reagenzien-Verdin-
nungsmittel hergestellt. Hierftr wurde PBS mit 1% BSA in ein Becherglas gegeben und fir ca.
10 Minuten mit dem Magnetriuhrer gemischt, sodass sich das BSA ldsen konnte. Daraufhin
wurde die Lésung mit einem 0,2-um-Filter steril filtriert, um ungel6stes BSA herauszufiltern.
Das fertige Verdlnnungsmittel wurde bei 4°C im Kihlschrank gelagert.

Aullerdem wurde ein Waschpuffer aus PBS und 0,05 % Tween 20 (Polysorbat 20) hergestellt.
Fir die weitere Vorbereitung des ELISAs wurde der Capture-Antikorper fir VEGF in PBS
geldst und aliquotiert. Genauso wurden der Detection-Antikorper und der VEGF-Standard in
dem zuvor hergestellten Reagenzien-Verdinnungsmittel geldst und aliquotiert. Die Eppendorf-
Cups mit den Aliquoten wurden bei -20°C eingefroren.

Um den ELISA zu starten, wurde ein Aliquot des Capture-Antikorpers aufgetaut und in 10 ml
PBS gel6st, sodass sich eine Arbeitskonzentration von 1,00 pug/ml ergibt. Daraufhin wurden
100 pl der Losung in jedes Well einer 96-Well-Platte pipettiert. Die Platte wurde mit einem
Deckel abgedeckt und tiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.

Am néchsten Tag wurde die 96-Well-Platte dreimal mit Waschpuffer gewaschen und daraufhin
mit 300 pl Reagenzien-Verdinnungsmittel pro Well geblockt. Die geblockte Platte wurde wie-
der abgedeckt und flr eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach Ablauf der Zeit wurde die Platte erneut dreimal gewaschen und es wurden die ersten 16
Wells in einer Doppelbestimmung mit je 100 pl des VEGF-Standards der Konzentrationen
2000 pg/ml — 31,25 pg/ml sowie einer Doppelbestimmung des Blanks befullt. Die Gbrigen
Wells konnten fiir die Bestimmung der zu untersuchenden Medienproben genutzt werden. Hier-
fur wurden die Eppendorf-Cups mit den Medieniiberstdnden der Dehnungsversuche aufgetaut
und fir 5 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert. Genauso wie der Standard wurden die Medien in
Doppelbestimmung untersucht. Fir jede Probe wurden jeweils 100 pl des Mediums in zwei
Wells pipettiert. Nachdem in alle Wells entweder der Standard oder eine Probe pipettiert wor-
den war, wurde die Platte erneut abgedeckt und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Bei diesem Schritt adsorbieren die VEGF-Molekiile an den Capture-Antikdrper.

Im nachsten Schritt wurde die Platte wieder dreimal gewaschen, um nicht gebundene Substan-
zen aus den Wells zu entfernen, sodass nur VEGF zuriickblieb. Ein Aliquot des Detection-

32



Antikdrpers wurde in 10 ml Reagenzien-Verdinnungsmittel geldst, sodass sich eine Arbeits-
konzentration von 100 ng/ml ergab. Von dieser Losung wurden 100 pl in jedes Well pipettiert
und die Platte nochmals abgedeckt und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Der De-
tection-Antikorper bindet dabei ebenfalls an VEGF.

Die Platte wurde wieder dreimal gewaschen, um Uberschissigen Detection-Antikdrper zu ent-
fernen und Streptavidin-HRP wurde 1:40 auf insgesamt 10 ml mit dem Reagenzien-Verdin-
nungsmittel verdlnnt. Streptavidin-HRP besteht aus einer an Streptavidin gebundenen Peroxi-
dase, die dadurch an den Detektionsantikorper binden kann. VVon der Streptavidin-HRP Arbeits-
I16sung wurden 100 pl in jedes Well pipettiert und die Platte fir 20 Minuten bei Raumtemperatur
ohne direkte Lichteinstrahlung inkubiert.

In der Zwischenzeit wurde eine Losung im Verhaltnis 1:1 aus Substrate-Solution-A und Sub-
strate-Solution-B hergestellt. Die Platte wurde nach Ablauf der 20 Minuten ein letztes Mal in
drei Waschschritten gewaschen. AnschlieBend wurden 100 pl der 1:1-Substratlésung in jedes
Well pipettiert um die Platte erneut fur 20 Minuten bei Raumtemperatur ohne direkte Lichtein-
strahlung zu inkubieren. In diesem Schritt wird durch die Meerrettich-Peroxidase (HRP) die
enzymatische Farbreaktion katalysiert.

Durch die Zugabe von 50 ul einer Stop-Ldsung und leichtes Schwenken der Platte konnte die
Enzymreaktion beendet werden. Damit war der ELISA abgeschlossen und es wurde direkt im
Anschluss mittels Varioscan die optische Dichte bei 450 nm ermittelt.

2.8 Genexpressionsanalyse

2.8.1 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung erfolgte aus den Zellpellets die bei den Dehnungsversuchen gewonnen und
bei -80°C eingefroren wurden. Hierfiir wurde das RNeasy Mini Kit® der Firma Qiagen verwen-
det. Nach Protokoll des Herstellers wurde als Erstes der RT-Puffer, bestehend aus 1 ml des
RLT-Puffers und 10 pl B-Mercaptoethanol, hergestellt. Der RPE-Puffer wurde ebenfalls nach
Protokoll des Herstellers in einem 1:4 Verhaltnis mit Ethanol (96-100%) verdinnt.

Im ersten Schritt der Isolierung wurden 350 pl des RT-Puffers auf die Zellpellets gegeben und
durch Vortexen eine homogene Suspension erzeugt. Zu der Suspension wurden 350 pl Ethanol
(70 %) gegeben und mit der Pipette auf- und abpipettiert. Dabei fallt teilweise sichtbare RNA
aus. Eine Zentrifugensdule wurde in einem 2-ml-Eppendorf-Cup platziert und die 700 ul Probe
auf die Sdule gegeben. Im Anschluss wurden die Eppendorf-Cups fir 15 Sekunden bei > 8000
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rpm zentrifugiert. Hierbei adsorbiert die RNA durch ionische Wechselwirkungen an einer Sili-
cagel-Membran. Der Durchfluss wurde verworfen. Als Néchstes wurden 700 pl RW1-Puffer
auf die Saule gegeben und die Eppendorf-Cups erneut fir 15 Sekunden bei >8000 rpm zentri-
fugiert. Der Durchfluss sowie die Eppendorf-Cups wurden verworfen. Dieser Schritt wurde
noch einmal mit 350 pl RW1-Puffer wiederholt. Fur das Waschen wurden die Sdulen dann in
neuen Eppendorf-Cups platziert und 500 pl der RPE-Puffer-Ethanol-Losung hinzugefiigt. Die
Eppendorf-Cups wurden wieder fur 15 Sekunden bei > 8000 rpm zentrifugiert und der Durch-
fluss verworfen. In einem zweiten Durchlauf dieses Schrittes wurden die Eppendorf-Cups fur
2 Minuten bei > 8000 rpm zentrifugiert, um die Silicagel-Membran zu trocknen.

Im letzten Schritt wurden die Zentrifugenséulen in 1,5-ml-Eppendorf-Cups platziert, 50 pl
RNAse-freies Wasser auf die Saulen gegeben und die Cups fur 1 Minute bei > 8000 rpm zent-
rifugiert. Dabei l6st sich die RNA von der Silicagel-Membran und wird in die Eppendorf-Cups
ausgewaschen. Nach Ende des Zentrifugierens wurde mit Hilfe eines Spektralphotometers die
RNA-Konzentration in dem RNAse-freien Wasser bestimmt und die Cups bei -80°C eingefro-

ren.

2.8.2 Reverse Transkription der RNA in cDNA

In Vorbereitung auf die qPCR war es notwendig, die bei den Dehnungsversuchen gewonnene
RNA in cDNA zu transkribieren. Fir die reverse Transkription sollte jeweils 1 pug RNA einge-
setzt werden. Da sich in der Spektralphotometrie zeigte, dass in den einzelnen Proben teilweise
zu wenig RNA vorhanden war, wurden die jeweiligen biologischen Duplikate aus den Deh-
nungsversuchen zu einer Probe zusammengefuhrt und erneut die RNA-Konzentration mittels
Spektralphotometrie bestimmt. Das Protokoll fiir die reverse Transkription sah vor, dass maxi-
mal 10 pl der RNA-L6sung eingesetzt werden. Deshalb wurde bei Proben, in denen 10 pl we-
niger als 1 pg RNA enthielten, die vollen 10 pl eingesetzt, bei héher konzentrierten Lésungen
das Aquivalenzvolumen eingesetzt und dieses dann auf 10 pl mit RNAse-freiem Wasser auf-
geflllt. Zu den RNA-Ansatzen wurden 1 pl DNTP-Mix (Desoxyribonukleosidtriphosphat-Mix)
und 1 pl Random-Primer gegeben. Das Gemisch wurde im PCR-Cycler fir 5 Minuten bei 65°C
und danach fiir eine 1 Minute bei 4°C inkubiert. Dazu wurden dann 4 ul 5x First Strand Buffer
und 2 ul 0,1 M DTT pipettiert. Die Cups wurden dann fiir 2 Minuten bei 25°C im PCR-Cycler
inkubiert. Als Letztes wurden jeweils 1 ul Superscript 1l RT (reverse Transkriptase) und 1 pl
H>0 hinzu pipettiert. Die Losung wurde mehrfach auf- und abpipettiert. Das Endvolumen von
20 pl wurde fir folgendes Programm im PCR-Cycler inkubiert:
1. 10 Minuten 25°C
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2. 50 Minuten 42°C
3. 15 Minuten 70°C
4. Abkihlen auf 4°C
Bei diesem Zyklus entstand die cDNA durch reverse Transkription aus der RNA. Die Cups

wurden am Ende auf 100 pl mit H2O aufgefullt und bei -20°C gelagert.

2.8.3 GAPDH-PCR und Gelelektrophorese

Bevor die VEGF-RT-qPCR erfolgen konnte, sollte zun&chst mit einer GAPDH-PCR und einer
Gelelektrophorese nachgewiesen werden, dass in allen Proben cDNA vorhanden war und somit
kein Fehler in einem der Zwischenschritte vorgefallen ist. Die GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase) ist ein Enzym, welches in allen menschlichen Zellen exprimiert wird
und keiner Regulation unterliegt. Somit stellt der entsprechende Genabschnitt ein Haushaltsgen
dar und eignet sich gut als Referenzwert fiir die Aktivitat der Zellen.
Fur die PCR wurde ein 25 pl Ansatz mit folgenden Komponenten gebildet:
12,5 pl Tag PCR Mastermix (enthalt hitzestabile Taq-Polymerase), 1,0 ul GAPDH forward
Primer, 1,0 ul reverse Primer, 9,5 ul H2O (steriles, Nuklease-freies DEPC-behandeltes Wasser
aus dem PCR-Kit) und 1,0 pl cDNA.
Mit diesem Ansatz wurde die PCR unter folgendem Programm im PCR-Cycler durchgefuhrt:

1. 1 Zyklus: 5 Minuten bei 94°C

2. 30 Zyklen: 30 Sekunden bei 94°C, 1 Minute bei 66°C, 2 Minuten bei 72°C

3. 8 Minuten bei 72°C

4. Abkihlen auf 4°C
Der Schritt 2 entspricht dabei der Denaturierung, Hybridisierung und Elongation, sodass in 30
Zyklen das GAPDH-DNA-Fragment gebildet wurde.
In der Zwischenzeit wurde das Agarosegel fur die Gelelektrophorese hergestellt. Es wurden 2,5
g Agarosepulver in 100 ml TBE-Puffer gegeben und fur einige Minuten erhitzt. Hierzu wurden
5 pl Ethidiumbromid gegeben und das fertige Gel in die Gelkammer gegeben, um fur 20 Mi-
nuten auszuharten.
Von den fertigen PCR-Produkten wurden von jeder Probe jeweils 10 pul mit 2 pl Ladepuffer
gemischt und in die Kammern des Gels pipettiert. In die erste Kammer jeder Bahn wurden 5 pl
eines 25-500-bp-Standards pipettiert. Als Letztes wurde eine Spannung von 100 V angelegt und
somit die Gelelektrophorese gestartet. Nach 75 Minuten wurde die Gelelektrophorese gestoppt

und die Gele in einer Fotokammer fotografiert.
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2.8.4 Quantitative Echtzeit-PCR (RT gqPCR)

Die quantitative Echtzeit-PCR dient der Bestimmung der Expression bestimmter Gene. In un-
serem Versuch sollte gezeigt werden, inwiefern sich die Expression von VEGF zwischen den
AVM-Zellen und den NHF sowie zwischen den Kontrollgruppen, den Gruppen mit zyklischer
mechanischer Dehnung und den Behandlungen mit Bevacizumab und Thalidomid unterschei-
det. Um einen Referenzwert fur die Anzahl der eingesetzten Zellen, mit denen die Menge der
gebildeten cDNA korreliert, sowie fiir die Aktivitat der Zellen zu erhalten, wurde zusatzlich
zum VEGF-hu-4-Genabschnitt, als Haushaltsgen der GAPDH-Genabschnitt in der RT gPCR
ermittelt. Die RT gPCR ermittelt wahrend der PCR-Zyklen mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs
Sybr-Green den CT-Wert (cycle-threshold) entsprechend einem Grenzwert fiir die Anzahl an
Zyklen, ab dem der amplifizierte DNA-Abschnitt nachweisbar ist.
Die Proben sollten jeweils auf das GAPDH-Gen sowie auf das VEGF-hu-4-Gen in einer Dop-
pelbestimmung untersucht werden. Zusatzlich erfolgte auf jeder gPCR-Platte eine Doppelbe-
stimmung der beiden Gene fur eine Standardkurve bestehend aus einem Pool der zu untersu-
chenden Proben sowie deren Verdinnungen im Verhaltnis 1:3, 1:9, 1:27, 1:81, 1:243 und eine
NTC (no template control).
Zum Schutz der cDNA sowie der notwendigen Reagenzien wurden alle benétigten Substanzen
langsam auf Eis aufgetaut, wéhrend des Versuchstags auf Eis gelagert, und sobald sie nicht
mehr bendtigt wurden, erneut bei -20°C (cDNA) oder -80°C (Ubrige Substanzen) eingefroren.
Als Erstes wurde daraufhin jeweils ein Mastermix fir die beiden Gene GAPDH und VEGF-hu-
4 bestehend aus 10 pl Sybr-Green Mix, 0,5 pl Forward-Primer (GAPDHrat bzw. VEGF-hu-4),
Reverse-Primer (GAPDHrat bzw. VEGF-hu-4) und 5 pl H2O multipliziert mit der Anzahl der
Wells hergestellt. Daraufhin wurden in jedes Well der Platte 16 pl des jeweiligen Mastermixes
pipettiert. AulRerdem wurden 4 ul der jeweiligen Probe, der Standardverdinnungsreihe oder
H2O fiir die NTC durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren dazugegeben, um zu gewahrleisten,
dass die Pipettenspitze vollstandig entleert wurde. Die Platten wurden danach mit einem
Coversheet abgedeckt und bei 2500 rpm fur 1 Minute zentrifugiert.
Als Letztes wurden die Platten in den PCR-Cycler gestellt und die RT-gPCR mit folgendem
Programm durchgefuhrt:

1. 1 Zyklus: 3 Minuten bei 95°C

2. 40 Zyklen: 15 Sekunden bei 95°C, 30 Sekunden bei 58°C

3. 30 Sekunden bei 72°C

4. 30 Sekunden bei 95°C
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Der Schritt 2 entspricht dabei den 40 Zyklen der cDNA-Amplifikation, wahrend derer photo-

metrisch der CT-Wert bestimmt wurde.

2.9 Tube-Formation-Assay

Da die Angiogenese in-vivo VEGF-abhangig ist, wurde, aufier bei dem Kontrollansatz ohne
Behandlung, VEGF-A zu den Versuchsansatzen gegeben. Als Wirkstoffkonzentrationen wur-
den 1000 pg/ml Bevacizumab und 20 uM Thalidomid gewéhlt. Thalidomid wurde, wie bei den
Dehnungsversuchen, in der DMSO-PBS-L6sung verwendet, Bevacizumab in der vorgefertig-
ten 0,9-%-NaCl-L6sung des Zytostatika-Labors. Zur Vorbereitung fur die Tube-Formation-As-
says wurde VEGF-A in PBS mit 0,1 % FCS mit einer Konzentration von 100 pg/ml geldst, a
50 pl aliquotiert und bei -80°C gelagert. Die finale Konzentration an VEGF-A sollte 25 ng/ml
betragen. Dadurch ergeben sich die vier Ansétze: Negativkontrolle (7 ml EBM-Medium mit 0,1
% FCS), Positivkontrolle (7 ml EBM-Medium mit 0,1 % FCS + 1,75 ul VEGF-A), Bevacizu-
mab (3,412 ml EBM-Medium mit 0,1 % FCS + 1,75 pl VEGF-A + 3,588 ml Bevacizumab)
und Thalidomid (6,991 ml EBM-Medium mit 0,1 % FCS + 1,75 pl VEGF-A + 9 pl Thalido-
mid).

Vor Start des Assays wurden die AVM-Zellen in 4 Wells einer mit Fibronectin gecoateten 6-
Well-Platte fir 24 Stunden inkubiert. Am Tag des Assay-Starts konnte somit eine VVorbehand-
lung mit den unterschiedlichen Ansatzen erfolgen, wéahrend die Assay-Platte vorbereitet wurde.
Es wurde also das Medium abgesaugt und 4 ml des jeweiligen Ansatzes hinzugegeben und fur
eine Stunde bei 37,0°C und 5,0 % CO- inkubiert. Als N&chstes musste eine 24-Well-Platte mit
Matrigel gecoatet werden. Das Coaten wurde auf Eis und mit zuvor im Kihlschrank gelagerten
Pipettenspitzen durchgefiihrt. Unter Verhinderung von Lufteinschliissen wurden 150 pl Matri-
gel in jedes Well pipettiert und die Platte daraufhin fiir eine Stunde bei 37,0°C und 5,0 % CO>
im Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der Zeit der Vorbehandlung wurden die unterschiedli-
chen Wells gesplittet, die Zellen ausgezahlt und tiberschiissige Zellen verworfen. Es wurden
verschiedene eingesetzte Zellzahlen fir die Tube-Formation ausprobiert. In einem ersten Ver-
suchsansatz wurden jeweils zwei Wells mit 40.000 und mit 80.000 Zellen pro Well eingesetzt.
Da die 40.000 Zellen kein ausreichendes Ergebnis lieferten, erfolgten drei weitere Versuchs-
durchldufe in Doppelbestimmung mit 150.000, 100.000 und 80.000 AVM-Zellen pro Well. Die
Wells wurden nach 6, 24, 30 und 48 Stunden fotografiert.

Zusétzlich erfolgte eine Doppelbestimmung von NHF im VEGF-A-Ansatz (7 ml EBM-Me-
dium mit 0,1 % FCS + 1,75 pl VEGF-A) einmal mit 150.000 Zellen pro Well und ein zweites
Mal mit 75.000 Zellen pro Well. Die Auswertung der Fotos erfolgte in Hinblick auf die Anzahl
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sowie die Flache der gebildeten Tubes mit Fiji (ImageJ). Dabei wurde die Anzahl der Tubes
manuell ausgezahlt. Zur Bestimmung der Flache der gebildeten Tubes wurde im ersten Schritt
anhand einer am Mikroskop eingefiigten Skala, die korrespondierende Pixelanzahl zur Lange
in um bestimmt. Im zweiten Schritt wurde in Fiji (ImagelJ) eine Skala mit der Pixelanzahl pro
pum definiert. Im letzten Schritt wurden die gebildeten Tubes manuell umfahren und anhand der

definierten Skala die so eingeschlossene Flache der Tubes bestimmt.

2.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism. Die statistischen Unterschiede
wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse (One-way ANOVA) gefolgt von einer Bonfer-
roni-Korrektur bei multiplen Testen, ermittelt. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant

gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Zellzahl

In diesem Versuchsaufbau wurde die geeignete Zellzahl von NHF und AVM-Zellen fir die
Versuche auf 6-Well-Platten sowie den speziellen 6-Well-Platten mit flexibler Membran fir
die zyklische mechanische Dehnung ermittelt. Die Zellen wuchsen vor dem Versuchsstart 24
Stunden auf der Oberflache an. Anschliel}end wurde das Wachstum tber 48 Stunden ermittelt.
Deshalb war ein Beobachtungszeitraum von 72 Stunden notwendig.

Nach 72 Stunden zeigte sich in den Wells mit 50.000 NHF und AVM-Zellen noch kein kon-
fluentes Wachstum. In den Wells mit 80.000 Zellen war das Wachstum nach 72 Stunden sub-
konfluent (Abbildung 15). Bei 100.000 Zellen pro Well zeigte sich ein konfluentes Wachstum
bereits vor Ablauf der 72 Stunden und die Zellen begannen sich nach 72 Stunden zum Teil
loszulésen. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde fir die Folgeversuche eine initiale Zellzahl
von 80.000 pro Well gewéhit.

A T iy B

Abbildung 15: AVM-Zellzahl nach 72 Stunden Wachstum

(A): AVM-Zellen mit nicht konfluentem Wachstum nach 72 Stunden (eingesetzt 50.000 AVM-Zellen) (B): AVM-Zellen mit
subkonfluentem Wachstum nach 72 Stunden (eingesetzt 80.000 AVM-Zellen)

3.2 CD31*-Bead-Sorting

Das Bead-Sorting mit magnetischen Beads und daran fixierten Anti-CD31-1gG erlaubt das Auf-
trennen der Zellen aus AVM-Mischkulturen nach dem Merkmal CD31* und CD31". CD31 fin-
det sich auf Endothelzellen, sodass durch diesen Versuch die Unterscheidung dieser von peri-

vaskuldren Zellen moglich war.
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Abbildung 16A demonstriert das Aussehen der Beads unter dem Mikroskop. Man erkennt durch
eine sehr hohe eingesetzte Zahl an Dynabeads die Adh&sion sowohl an Zellen von fibroblasti-
schem als auch endotheldhnlichem Wachstumstyp. Bei Einsetzen geringerer Dynabeads Kon-
zentrationen und darauffolgend mehreren Waschgéngen und Splitten der Zellkultur erhalt man
ein Wachstumsmuster wie in Abbildung 16B mit Gberwiegend Zellen von endothelahnlichem
Typ, welche CD31-positiv sind, durchsetzt mit vereinzelten Zellen von fibroblastischem
Wachstumstyp. Diese mikroskopischen Beobachtungen beweisen das VVorhandensein von so-
wohl Endothelzellen als auch perivaskularen Zellen. Anhand des typischen mikroskopischen
Zellbilds nach Versuchsauswertung der weiteren Versuchsreihen lieR sich im Vergleich mit der
Morphologie CD31*- und CD31-Zellen festmachen, dass der tberwiegende Wachstumstyp
hier den perivaskul&ren Zellen entsprach.

Abbildung 16: AVM-Zellen nach Bead-Sorting mit Anti-CD31-1gG-Beads

(A): AVM-Zellen, nach erstem Bead-Sorting mit sehr hoher Anzahl an Beads (B): Uberwiegend CD31*Zellen aus AVM-
Kultur mit endothelartigem Wachstum

3.3 Wirkstoffkonzentrationen

3.3.1 Bevacizumab

Die Zellproliferation von AVM-Zellen und NHF unter Behandlung mit Bevacizumab in den
Konzentrationen 250 pg/ml, 500 pg/ml, 750 pg/ml und 1000ug/ml wurde in zwei verschiede-
nen Versuchsreihen nach einmal 24 Stunden und einmal 48 Stunden anhand der posttherapeu-
tischen Zellzahl bestimmt.

Nach 24 Stunden Behandlung der AVM-Zell-Mischkultur mit Bevacizumab 1000ug/ml zeigte
sich das Wachstum um 37,44% signifikant (p=0,0176) gesenkt im Vergleich zur nicht behan-
delten Kontrollgruppe. Ebenfalls erkennt man ein geringeres Wachstum bei 250 pg/ml (9,48%),
500 pg/ml (20,38%) und 750 pg/ml 26,07%). Diese Ergebnisse sind jedoch bei p > 0,05 nicht
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signifikant (Abbildung 17A). Betrachtet man das Wachstum als prozentuales Wachstum bezo-
gen auf das Zellwachstum der Kontrollpopulation, ergibt sich ein um 25,87 % signifikant ge-
ringeres Wachstum (p = 0,0202) bereits bei 500 pg/ml (Abbildung 17B). In der Vergleichs-
gruppe der NHF lie3 sich keine signifikante Minderung im Wachstum der Zellkulturen durch
Behandlung mit Bevacizumab nachweisen (Abbildung 17E, F).

Bei Behandlung der AVM-Zellen tber 48 Stunden mit 1000 pg/ml Bevacizumab liel? sich das
Wachstum um 49,28 % signifikant (p = 0,0038) senken (Abbildung 17C). Hier lasst sich in der
prozentualen Umrechnung bereits eine signifikante (p = 0,0446) Senkung (15,22 %) des Zell-
wachstums mit 250 pg/ml Bevacizumab erkennen (Abbildung 17D). Auch nach 48 Stunden
Behandlung der NHF mit Bevacizumab zeigt sich kein signifikant verandertes Wachstum im
Vergleich zu der Kontrollkultur (Abbildung 17G, H).
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Abbildung 17: Proliferation Bevacizumab

(A): Absolute Zellzahlen der AVM-Zellen nach 24 Stunden Behandlung mit Bevacizumab in Konzentrationen von 250 pg/ml
bis 1000 pg/ml sowie unbehandelte Kontrolle (B): Relative Zellzahlen der AVM-Zellen nach 24 Stunden Behandlung mit
Bevacizumab in Konzentrationen von 250 pg/ml bis 1000 pg/ml sowie unbehandelte Kontrolle (C): Absolute Zellzahlen der
AVM-Zellen nach 48 Stunden Behandlung mit Bevacizumab in Konzentrationen von 250 pg/ml bis 1000 pg/ml sowie unbe-
handelte Kontrolle (D): Relative Zellzahlen der AVM-Zellen nach 48 Stunden Behandlung mit Bevacizumab in Konzentratio-
nen von 250 pg/ml bis 1000 pg/ml sowie unbehandelte Kontrolle (E): Absolute Zellzahlen der NHF nach 24 Stunden Behand-
lung mit Bevacizumab in Konzentrationen von 250 pg/ml bis 1000 pg/ml sowie unbehandelte Kontrolle (F): Relative Zellzah-
len der NHF nach 24 Stunden Behandlung mit Bevacizumab in von 250 pg/ml bis 1000 pg/ml sowie unbehandelte Kontrolle
(G): Absolute Zellzahlen der NHF nach 48 Stunden Behandlung mit Bevacizumab in Konzentrationen von 250 pg/ml bis 1000
pg/ml sowie unbehandelte Kontrolle (H): Relative Zellzahlen der NHF nach 48 Stunden Behandlung mit Bevacizumab in
Konzentrationen von 250 pg/ml bis 1000 pg/ml sowie unbehandelte Kontrolle
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Die Ergebnisse zeigen zusammenfassend eine signifikante Inhibition der Proliferation von Zel-
len aus arteriovendsen Malformationen in der Zellkultur unter Behandlung mit Bevacizumab.
Da sich signifikante Ergebnisse vor allem unter der Bevacizumab-Konzentration 1000 pg/ml

zeigten, wurde diese Konzentration fur die weiteren Versuchsreihen gewdhit.

3.3.2 Thalidomid

Die Zellproliferation von AVM-Zellen und NHF wurde analog zu dem vorherigen Versuch
auch mit Thalidomid in den Konzentrationen 2,58 pg/ml, 5,16 pg/ml und 10,32 pg/ml (entspre-
chend 10 uM, 20 pM und 40 pM, im Folgenden werden aufgrund der Ubersichtlichkeit die
Molaritaten verwendet) durchgefunhrt.

Durch Thalidomid 40 uM lie sich in den Proliferationsversuche der AVM nach 24 Stunden
ein um 40,89 % signifikant (p = 0,0104) verringertes Wachstum im Vergleich zur nicht behan-
delten Kontrollgruppe erzielen (Abbildung 18A). Wird hier ebenfalls das Wachstum als pro-
zentual im Vergleich zur Kontrollgruppe berechnet, erkennt man eine Signifikanz (p = 0,0336)
bereits bei Behandlung mit 20 uM Thalidomid durch ein um 23,01 % verringertes Wachstum
(Abbildung 18B). Nach 48 Stunden Proliferation und Behandlung mit Thalidomid l&sst sich ein
signifikant (p = 0,0283) verringertes Wachstum um 26,91 % bereits in der 10 uM Gruppe ver-
zeichnen. Nach Umrechnung auf ein prozentuales Wachstum in Bezug auf die Kontrollgruppe,
ist eine Signifikanz (p = 0,0217) erst ab 20 uM (33,78%) zu erkennen (Abbildung 18C, D). Im
Vergleich dazu lieR sich das Wachstum in den Referenzkulturen der NHF nicht durch die Be-
handlung mit Thalidomid signifikant hemmen (Abbildung 18E-H).
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Abbildung 18: Proliferation Thalidomid

(A): Absolute Zellzahlen der AVM nach 24 Stunden Behandlung mit Thalidomid in Konzentrationen von 10 uM bis 40 uM
sowie unbehandelte Kontrolle (B): Relative Zellzahlen der AVM-Zellen nach 24 Stunden Behandlung mit Thalidomid in Kon-
zentrationen von 10 uM bis 40 uM sowie unbehandelte Kontrolle (C): Absolute Zellzahlen der AVM-Zellen nach 48 Stunden
Behandlung mit Thalidomid in Konzentrationen von 10 uM bis 40 uM sowie unbehandelte Kontrolle (D): Relative Zellzahlen
der AVM-Zellen nach 48 Stunden Behandlung mit Thalidomid in Konzentrationen von 10 uM bis 40 uM sowie unbehandelte
Kontrolle (E): Absolute Zellzahlen der NHF nach 24 Stunden Behandlung mit Thalidomid in Konzentrationen von 10 uM bis
40 uM sowie unbehandelte Kontrolle (F): Relative Zellzahlen der NHF nach 24 Stunden Behandlung mit Thalidomid in Kon-
zentrationen von 10 UM bis 40 uM sowie unbehandelte Kontrolle (G): Absolute Zellzahlen der NHF nach 48 Stunden Behand-
lung mit Thalidomid in Konzentrationen von 10 uM bis 40 UM sowie unbehandelte Kontrolle (H): Relative Zellzahlen der
NHF nach 48 Stunden Behandlung mit Thalidomid in Konzentrationen von 10 uM bis 40 UM sowie unbehandelte Kontrolle

Die Proliferation von AVM-Zellen wurde durch Thalidomid signifikant gehemmt. Bei teilweise
bereits signifikanter Inhibition der Proliferation durch 20 uM Thalidomid, wurde diese Mola-

ritat fir alle weiteren Versuchsreihen gewéhlt.

3.4 Zyklische mechanische Dehnung

In der Versuchsreihe der zyklischen mechanischen Dehnung wurde die pathophysiologisch in
arteriovengsen Malformationen vorkommende mechanische Scherbelastung auf die Zellen si-
muliert.

In der Kontrollgruppe ohne zyklische mechanische Dehnung konnte hier ebenfalls ein signifi-
kant verringertes Wachstum nach 24 Stunden Behandlung mit Bevacizumab 1000 pg/ml (p =
0,0286) und Thalidomid 20 uM (p = 0,0064) gezeigt werden (Abbildung 19A). Auch hier lasst
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sich das Ergebnis als prozentuales Wachstum in Bezug auf die Kontrollgruppe ohne Medika-
mentenbehandlung darstellen, wodurch man die p-Werte 0,0075 fiir Bevacizumab 1000 pg/ml
und 0,0328 fur Thalidomid 20 uM erhélt (Abbildung 19B). In den Kulturen, die tber 24 Stun-
den zyklisch mechanisch gedehnt wurden, lasst sich eine leichte Tendenz zu einem geringeren
Wachstum gegenuber der ungedehnten Kontrolle erkennen, jedoch kann man keine signifikan-
ten Unterschiede verzeichnen (Abbildung 19A, B). Im Gegensatz zu den Ergebnissen der un-
gedehnten Gruppen, weisen die mit Bevacizumab und Thalidomid behandelten Kulturen nach
24 Stunden zyklischer mechanischer Dehnung lediglich ein geringfligiges und nicht signifikan-

tes vermindertes Wachstum gegenuber der unbehandelten Kontrolle auf (Abbildung 19A, B).
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Abbildung 19: Zyklische mechanische Dehnung

(A): Absolute Zellzahlen der AVM-Zellen nach 24 Stunden zyklischer mechanischer Dehnung und unbehandelte Kontrollen
(B): Relative Zellzahlen der AVM-Zellen nach 24 Stunden zyklischer mechanischer Dehnung und unbehandelte Kontrollen
(C): Absolute Zellzahlen der NHF nach 24 Stunden zyklischer mechanischer Dehnung und unbehandelte Kontrollen (D): Re-
lative Zellzahlen der NHF nach 24 Stunden zyklischer mechanischer Dehnung und unbehandelte Kontrollen

NCMS = no cyclic mechanical stretching CMS = cyclic mechanical stretching NT = no treatment

Beachtet man, dass initial 200.000 AVM-Zellen beziehungsweise 200.000 NHF pro Well ein-
gesetzt wurden, erkennt man, dass unabhéngig von der Behandlungsgruppe sowohl bei den
AVM-Zellen als auch bei den NHF keine objektivierbare Zellproliferation stattgefunden hat
(Abbildung 19A, C). Tatsachlich wurden in allen Versuchsanséatzen weniger als die initialen
200.000 Zellen ausgezéhit.
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Betrachtet man dazu im Vergleich die Bilder der AVM-Zellen nach 24 Stunden Wachstum auf
den 6-Well-Platten mit flexibler Membran aber noch vor Dehnungsstart, erkennt man sowohl
Zellen mit typischer Wachstumsform der perivaskularen Zellen mit guter Adhasion an die
Platte, als auch kleinere kugelige Zellen, in denen nur wenig Zytoplasma um den Zellkernen zu
erkennen ist (Abbildung 20). Die Zweiten entsprechen Zellen, bei denen keine Adhasion an die
Oberflache der Platte stattgefunden hat. Mit dem Mediumwechsel vor Versuchsstart wurden
diese abgesaugt, sodass die tatsdchliche Zellzahl zum Start der zyklischen mechanischen Deh-

nung dementsprechend geringer als 200.000 Zellen pro Well war.

Abbildung 20: AVM-Zellen nach 24 Stunden Proliferation auf 6-Well-Platte mit flexibler Membran vor CMS-Start

Abbildung 21 zeigt exemplarisch die verschiedenen Untersuchungsgruppen am Versuchsende.
Die mikroskopische Beobachtung dient hier als orientierende Einordnung des Wachstumsmus-
ters und der Konfluenz der jeweiligen Versuchsansatze. Im Einklang mit den manuell ausge-
zdhlten Ergebnissen, lasst sich auch hier kein eindeutiger Unterschied in der Konfluenz oder

dem Wachstumsmuster der verschiedenen Untersuchungsgruppen feststellen.
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Abbildung 21: AVM-Zellen nach zyklischer mechanischer Dehnung

(A): NCMS NT (B): NCMS Bevacizumab 1000 pg/ml (C): NCMS Thalidomid 20 pM (D): CMS NT (E): CMS Bevacizumab
1000 pg/ml (F): CMS Thalidomid 20 uM

NCMS = no cyclic mechanical stretching CMS = cyclic mechanical stretching NT = no treatment

Zusammenfassend lie3en sich die Ergebnisse bezliglich der Medikamentenbehandlung aus den
Proliferationsversuchen auf den Platten ohne zyklische mechanische Dehnung reproduzieren.
Unter zyklischer mechanischer Dehnung hingegen zeigte sich durch Bevacizumab und Thalido-

mid kein signifikant reduziertes Wachstum gegentiber der unbehandelten Kontrollgruppe.

3.5 VEGF-Nachweis mittels ELISA

Mittels VEGF-ELISA sollte gezeigt werden, inwiefern sich die zyklische mechanische Deh-
nung auf VEGF-Level auswirkt und wie sich die VEGF-Bildung durch die AVM-Zellen mittels
Bevacizumab und Thalidomid hemmen lésst.

Man erkennt im Vergleich der beiden Gruppen NCMS NT (no cyclic mechanical stretching, no
treatment) und CMS NT (cyclic mechanical stretching, no treatment), welche den Kontrollen
ohne medikamentdse Behandlung entsprechen, dass unter zyklischer mechanischer Dehnung
eine Tendenz zur vermehrten VEGF-Bildung besteht (Abbildung 22A).

In Abbildung 22A erkennt man auBerdem eine signifikant (p = 0,0132) verringerte VEGF-Bil-
dung in der NCMS Bevacizumab Gruppe im Vergleich zu der NCMS-Gruppe ohne medika-
mentdse Behandlung. Eine ahnliche Entwicklung zeigt sich innerhalb der Gruppen mit zykli-
scher mechanischer Dehnung, wo ebenfalls die VEGF-Bildung signifikant (p = 0,0009) gerin-
ger in der CMS Bevacizumab im Vergleich zur CMS-Gruppe ohne Behandlung ist (Abbildung
22A).
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Unter Behandlung mit Thalidomid lie sich weder in der NCMS- noch in der CMS-Gruppe
eine verringerte VEGF-Bildung im Vergleich zu den Kontrollgruppen ohne medikamentdse
Behandlung verzeichnen (Abbildung 22A).

Bei bereits im Medium vorhandenem VEGF lasst sich ebenfalls im Kontrollversuch mit den
NHF VEGF im ELISA nachweisen. Unter Bevacizumab-Behandlung wurde das VEGF analog
zum Versuch mit AVM-Zellen eliminiert, sodass sich hier signifikant niedrigere VEGF-Level
zeigen (Abbildung 22B). Durch Thalidomid lief? sich der bereits vorhandene Wachstumsfaktor
VEGF nicht eliminieren (Abbildung 22B).

Weiterhin erkennt man im Vergleich von Abbildung 22A und Abbildung 22B, dass die VEGF-
Level im Versuchsansatz mit den AVM-Zellen durchschnittlich héher sind als in den Kontroll-

gruppen mit NHF.
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Abbildung 22: VEGF-ELISA
(A): VEGF-ELISA AVM (B): VEGF-ELISA NHF

NCMS = no cyclic mechanical stretching CMS = cyclic mechanical stretching NT = no treatment

Zusammenfassend lassen sich tendenziell erhohte VEGF-Level in den Versuchen mit AVM-
Zellen, sowie ebenfalls eine in der Tendenz verstarkte VEGF-Bildung in der zyklischen me-
chanischen Dehnung festhalten. Bevacizumab fiihrte zu einer vollstdndigen Suppression mess-
barer VEGF-Level im ELISA, wohingegen Thalidomid keinen signifikanten Effekt auf die
posttherapeutischen VEGF-Werte hatte.

3.6 VEGF-Genexpressionsanalyse mittels RT-gPCR

Die VEGF-Genexpression der AVM-Zellen sowie der NHF-Kulturen als Referenz wurde mit-

tels RT-gPCR bestimmt. Hierbei zeigten die Zellen aus arteriovendsen Malformationen in der
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Gruppe mit zyklischer mechanischer Dehnung, aber ohne Medikamentenbehandlung (CMS
NT), eine um 66,6 % gesteigerte VEGF-Genexpression im Vergleich zur Gruppe ohne Behand-
lung und zyklischer mechanischer Dehnung (NCMS NT) (Abbildung 23A).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass bei zyklischer mechanischer Dehnung die VEGF-Gen-
expression durch Bevacizumab (CMS-Bevacizumab) um 45,6 % (p=0,1966) im Vergleich zur
nicht medikamentds behandelten Gruppe (CMS NT) gesenkt werden konnte. Eine Thalidomid-
Behandlung (CMS-Thalidomid) flihrte mit einer um 64,6 % (p=0,0333) verminderten Genex-
pression zu einem signifikanten Unterschied im Vergleich zur nicht medikamentds behandelten
Gruppe (CMS NT).

Ohne zyklische mechanische Dehnung lieRen sich jeweils keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Untersuchungsgruppen (NCMS-Bevacizumab und NCMS-Thalidomid) und der
Kontrolle (NCMS NT) feststellen

In der Referenzgruppe der NHF konnte kein Unterschied zwischen nicht gedehnter (NCMS
NT) und zyklisch mechanisch gedehnter Gruppe (CMS NT) festgestellt werden. Ebenfalls lief3
sich keine verminderte Genexpression durch die beiden medikamentdsen Therapien verzeich-
nen. Im Gegenteil stellt sich eine gesteigerte VEGF-Genexpression normiert auf GAPDH unter
Bevacizumab-Behandlung sowohl bei der Kontrollgruppe (p=0.0014) als auch in der Gruppe
mit zyklischer mechanischer Dehnung (p=0,0010) dar (Abbildung 23B).
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Abbildung 23: Fold-Change der VEGF-Genexpression (normiert auf GAPDH)
(A): VEGF-Genexpression in AVM-Zellen (B): VEGF-Genexpression in NHF

NCMS = no cyclic mechanical stretching CMS = cyclic mechanical stretching NT = no treatment
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Insgesamt zeigten die AVM-Zellen eine verstarkte VEGF-Genexpression durch die zyklische
mechanische Dehnung. Dieser Effekt lieR sich bei zyklischer mechanischer Dehnung sowohl
durch Bevacizumab als auch durch Thalidomid hemmen, wobei nur die Ergebnisse durch letz-

teres Medikament signifikant waren.

3.7 Tube-Formation-Assay

Der Tube-Formation-Assay evaluierte die Fahigkeit arteriovendser Malformationszellen im
Gegensatz zu Fibroblasten gefaR&hnliche Strukturen (Tubes) zu bilden. Des Weiteren wurde
untersucht, inwiefern sich die Bildung solcher gefalahnlichen Strukturen durch Bevacizumab
und Thalidomid hemmen l&sst.

In der Auswertung der Anzahl gebildeter Tubes sowie deren Flache erkennt man, dass die
AVM-Zellen in der Negativkontrollgruppe, in der sich Medium ohne VEGF in den Wells be-
fand, kaum Tubes gebildet haben. Dahingegen zeigt sich bei der Positivkontrolle unter Zugabe
von VEGF-A eine signifikant (p = 0,0216) erhéhte Bildung an Tubes (Abbildung 24A und
Abbildung 25A, B). Ebenso steigt mit der Anzahl der Tubes auch die Flache, die diese gefal-
ahnlichen Formationen umschlielen (Abbildung 24B und Abbildung 25A, B).
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Abbildung 24: Tube-Formation-Assay mit AVM-Zellen
(A): Anzahl der gebildeten Tubes (B): Fliche der gebildeten Tubes

In der Versuchsreihe liel? sich auBerdem die Anzahl gebildeter Tubes durch Zugabe von Beva-
cizumab zu dem Medium mit VEGF-A um 98,98 % senken (p = 0,0047) (Abbildung 24A).

Analog dazu lieR sich auch die gebildete Flache durch Bevacizumab um 99,26 % senken (p =
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0,0056) (Abbildung 24B). Diese Hemmung der Tube-Bildung zeigt sich ebenfalls im exempla-
rischen mikroskopischen Bild eines durchgefuhrten Tube-Formation-Assays (Abbildung 25C),
in dem sich keine gefaiahnlichen Strukturen erkennen lassen. Auch durch Thalidomid liel? sich
die Anzahl und die Flache der gebildeten Tubes um 61,22 % (p = 0,0595) beziehungsweise
62,80 % (p = 0,0613) senken (Abbildung 24). Dies spiegelt sich in den mikroskopischen Bildern
wider, wo man durchaus eine Bildung von Tubes erkennen kann (Abbildung 25D), jedoch deut-
lich weniger ausgepragt als in der VEGF-A-Kontrolle ohne Behandlung (Abbildung 25B).

Abbildung 25: Exemplarisches Bild der Tube-Formation-Assays mit AVM-Zellen

(A): Kontrollmedium ohne VEGF (B): Zugabe von VEGF-A zu Medium, Tubes exemplarisch rot markiert (C): Zugabe von
VEGF-A und Bevacizumab 1000 pg/ml zu Medium (D): Zugabe von VEGF-A und Thalidomid 20 uM zu Medium

Abbildung 26 zeigt das mikroskopische Ergebnis eines Tube-Formation-Assays mit NHF und
dem Positivkontrollansatz, entsprechend Medium versetzt mit VEGF-A. Anhand der Abbil-
dung kann man erkennen, dass Fibroblasten auch unter VEGF-A-Stimulation keine Tubes bil-
den.
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Abbildung 26: Tube-Formation-Assay mit NHF
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4 Diskussion

4.1 Wirkung von Bevacizumab und Thalidomid auf AVM-Zellproliferation

Bevacizumab und Thalidomid sind antiangiogenetische Medikamente, die in dieser Promoti-
onsarbeit zu der in-vitro-Behandlung arteriovendser Malformationen zum Einsatz kamen. An-
hand der Ergebnisse der Proliferationsversuche mit verschiedenen Konzentrationen von Beva-
cizumab und Thalidomid lieR sich ein signifikant gehemmtes Wachstum der AVM-Zellen
durch diese beiden Medikamente feststellen. Diese antiangiogenetische Wirkung von Bevaci-
zumab und Thalidomid in-vitro findet sich in der aktuellen Literatur wieder. Fiir Bevacizumab
konjugiert in Quantum Dots wurde eine signifikant verminderte Neovaskularisation im CAM-
Assay (chorio-allantoic membrane assay) nachgewiesen (61). Thalidomid wies in einem
Proliferations-Assay an HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) eine signifikante In-
hibition der Proliferation auf (62).

Im Vergleich zu dieser in-vitro Proliferationshemmung der Zellkulturen weist die aktuelle Li-
teratur &hnliche Ergebnisse im Tierversuch zu arteriovendsen Malformationen auf. Eine labor-
technisch induzierte Angiogenese und AVM-Bildung lieRen sich durch Bevacizumab-Injektio-
nen in-vivo hemmen. Hierfur wurde Mdusen ein adenoviraler Vektor, der den Genabschnitt fir
menschliches VEGF trégt, intrazerebral injiziert. Gleichzeitig erfolgte die Behandlung in zwei
Versuchsgruppen mit Bevacizumab und Trastuzumab sowie die Untersuchung einer Kontroll-
gruppe ohne Antikorperinjektionen. Die Ergebnisse zeigen eine signifikant verminderte Dichte
gebildeter GeféalRe unter Bevacizumab-Injektionen. AulRerdem wurde die Auswirkung auf be-
reits gebildete, dysplastische, AVM-ahnliche Geféal3e untersucht. Hierfiir wurden die Mause ab
sechs Wochen nach der Induktion mit dem adenoviralen VEGF-Vektor mit Bevacizumab be-
handelt. Darunter zeigte sich eine Ruckbildung der induzierten dysplastischen Gefale (63).
Auch eine Thalidomid-Therapie in Tierversuchen zeigte einen positiven Effekt auf arteriove-
ndse Malformationen. Durch Gendeletion der Activin-like Kinase 1, konnten zerebrale AVM
bei Mé&usen induziert werden. Unter intraperitonealen Thalidomid-Injektionen tiber 6 Wochen
mit Start der Therapie 8 Wochen nach AVM-Induktion, zeigten sich signifikant verringerte
Zahlen dysplastischer GefaRe sowie signifikant weniger hdmorrhagische Ereignisse (64). Die
Ergebnisse bezlglich der Wirkung von Thalidomid und Bevacizumab aus den humanen AVM-
Zellproliferationsversuchen weisen dementsprechend eine Konkordanz mit experimentellen in-

vivo Tierversuchen auf.
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4.2 Mechanische Scherbelastung und antiangiogenetische Therapie arteriove-

noser Malformationen

Als fast-flow-Malformationen tben intraldsionale Blutstromungseigenschaften der arteriove-
ndsen Malformationen mechanische Belastung auf die beteiligten Zellen aus. Auch eine externe
mechanische Belastung im Sinne einer vermehrten Beanspruchung der Korperregion oder
Traumata zeigt bei Patienten mit hereditarer hdmorrhagischer Teleangiektasie ein vermehrtes
Auftreten von Teleangiektasien und AVM (65). Interventionelle Therapieverfahren kénnen
durch die hervorgerufene mechanische Belastung bei nicht vollstdndig eliminierten AVM ein
massives Wachstum hervorrufen (40). Entsprechend diesen Erkenntnissen bestand eine grund-
legende Uberlegung zur Zielsetzung dieser Dissertation darin, dass die mechanische Beanspru-
chung innerhalb der AVM zu einer vermehrten VEGF-Freisetzung flhrt, wodurch wiederum
deren Wachstum stimuliert wird. Ryu et al. konnten bereits zeigen, dass oszillatorische Scher-
belastung, herbeigefuhrt durch ein Pumpensystem mit Blutstromungsimitation, in Endothelzell-
und glatten Muskelzellisolation aus arteriovendsen Malformationen zu einer signifikanten
Hochregulation der untersuchten Gene AGP2 und TGFBR1 fiihrte (66,67). Diese vermehrte
Genexpression zeigt bereits einen Einfluss der mechanischen Umsténde auf die Zellen in arte-
riovenésen Malformationen. Die in-vivo vorliegenden mechanischen Effekte durch Traumata
und Scherbelastungen auf AVM-Zellen wurden im Rahmen dieser Promotionsarbeit in einem
experimentellen Kontext durch zyklische mechanische Dehnung auf Zellkulturplatten mit fle-
xibler Membran simuliert. Eine Stimulation der perivaskuléren Zellen aus arteriovendsen Mal-
formationen sollte sich dementsprechend in einer verstarkten Proliferation der Zellen und ver-
mehrten Bildung von VEGF widerspiegeln. VVorherige Versuche des Universitatsklinikums Re-
gensburg (Klinik und Poliklinik fiir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde) zeigten bereits eine signifi-
kant gesteigerte Expression der VEGF-mRNA und VEGF-Molekiile unter zyklischer mechani-
scher Dehnung von AVM-Zellen (48). Im Rahmen dieser Promotionsarbeit zeigte sich eben-
falls eine vermehrte VEGF-Gen- und -Protein-Expression, was die Hypothese einer VEGF-
vermittelten Wachstumssteigerung von AVM unter mechanischer Belastung weiterhin ver-
starkt. Im Einklang dazu stehen die Versuchsergebnisse von Walker et al., die durch adenovi-
rale VEGF-Vektoren in Mausversuchen dysplastische GeféaRe ahnlich zerebraler AVM indu-
zieren konnten und somit zeigten, dass VEGF eine entscheidende Rolle bei der Entstehung
arteriovendser Malformationen spielt (63).

Unter der Hypothese, dass die mechanische Belastung tber eine VEGF-Induktion eine ver-
stérkte Proliferation der AVM-Zellen bewirkt, erfolgte die Austestung der beiden Medikamente

Bevacizumab und Thalidomid in der Versuchsreihe der zyklischen mechanischen Dehnung.
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Ermittelt wurden hier die Zellproliferation, die VEGF-Proteinexpression und die VEGF-Gen-
expression in der Kontrollgruppe sowie in der Versuchsgruppe mit simulierter mechanischer

Scherbelastung.

4.2.1 Zellproliferation

In der Versuchsgruppe ohne zyklische mechanische Dehnung lieR sich die Zellproliferation
durch Bevacizumab und Thalidomid hemmen. Unter zyklischer mechanischer Dehnung er-
folgte keine signifikante Inhibition der Zellproliferation durch Bevacizumab und Thalidomid.
Dies bestatigt zum einen die Wirksamkeit der beiden Medikamente auf die Zellproliferation in
arteriovendsen Malformationen und wirft zum anderen die Frage auf, weshalb diese Wirksam-
keit unter mechanischer Belastung nicht ausreichend gegeben ist. Unter der Pramisse, dass die
mechanische Scherbelastung tber eine VEGF-Stimulation die Proliferation von Zellen aus ar-
teriovendsen Malformationen steigert, l&sst sich die Vermutung anstellen, dass bei steigender
VEGF-Konzentration auch erhéhte Wirkstoffkonzentrationen von Bevacizumab und Thalido-
mid nétig sind, um eine signifikante Suppression der Zellproliferation zu erzielen. Zu beachten
sind hierbei méglicherweise auftretende zytotoxische Effekte durch eine erhdhte Wirkstoffkon-
zentration. Weiterhin missen bei diesen Uberlegungen VEGF-vermittelte Veranderungen von
weiteren Pathomechanismen arteriovendser Malformationen unterschieden werden. Die in die-
ser Promotionsarbeit untersuchte VEGF-spezifische Pathophysiologie lasst sich als Hypersti-
mulation physiologischer Proliferationsprozesse beschreiben. Dabei hat VEGF unter physiolo-
gischen Bedingungen im Sinne einer negativen Rickkopplung eine Wirkung auf die VEGF-
Induktion (68). Unter pathologischen Bedingungen werden solche Rickkopplungsmechanis-
men teilweise unterbunden. So zeigt sich in der Pathogenese von vaskularen Malformationen
eine Dysregulation des Zellzyklus mit dem Effekt einer Entkopplung von physiologischen
Wachstumskaskaden und einer dysregulierten Zellproliferation (69). Eine zielgerichtete Anti-
VEGF-Therapie beider Wirkstoffe kann demzufolge zu einem gewissen Grad die Proliferation
arteriovenoser Malformationen inhibieren, hat aber hingegen keinen Einfluss auf proliferati-
onsstimulierende Prozesse abseits dieses Signalwegs. Weitere Studien sind notwendig, um den

vollstandigen Pathomechanismus der Proliferation von AVM-Zellen zu verstehen.

4.2.2 VEGF-Proteinexpression

Als weiterer Parameter zur Bestimmung der Auswirkung der zyklischen mechanischen Deh-
nung auf AVM-Zellen sowie der Mdglichkeiten zur medikamentdsen Therapie lasst sich der
VEGF-ELISA heranziehen. Im VEGF-ELISA lieR sich unter Bevacizumab-Therapie sowohl in
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der NCMS-Kontrolle als auch im CMS-Versuch kein VEGF nachweisen. Als monoklonales
Immunglobulin G1 gegen VEGF (70) verhindert Bevacizumab nicht die Bildung von VEGF,
sondern bindet an die bereits gebildeten Molekiile. Infolgedessen kdnnen die jeweiligen Zellen
durch das gebundene VEGF-Molekil nicht mehr stimuliert werden, sodass eine geringere
VEGF-vermittelte Stoffwechselaktivitat resultiert. Unter zyklischer mechanischer Dehnung
zeigt Bevacizumab bei dysreguliertem Zellwachstum keine ausreichende Wirksamkeit auf die
Proliferation in AVM, kann jedoch effektiv die gebildeten VEGF-Molekiile eliminieren.
Thalidomid hingegen supprimiert die VEGF-Sekretion sowie die zellulare Antwort auf VEGF-
Stimulation (59). Dementsprechend ist im ELISA unter Thalidomid-Therapie nicht mit einer
vollstandigen Eliminierung von VEGF, jedoch mit einer Verminderung der VEGF-Produktion
und -Sekretion zu rechnen. Entgegen der Vermutung lie3en sich keine signifikanten Unter-
schiede zu der Kontrollgruppe ohne medikamentdse Therapie beobachten. Ein Erklarungsan-
satz fur diesen Umstand stellt die im vorherigen Kapitel dargelegte Dysregulation physiologi-
scher Signaltransduktionsprozesse dar. Als Resultat findet nach Stimulation der AVM-Zellen
mittels zyklischer mechanischer Dehnung keine ausreichende VEGF-Suppression durch
Thalidomid statt.

4.2.3 VEGF-Genexpression

Als letzter Parameter zur Bestimmung der Auswirkung zyklischer mechanischer Dehnung so-
wie der medikamentdsen Behandlung wurde die zelluldare VEGF-Genexpression mittels RT-
gPCR ermittelt. Unter Behandlung mit Bevacizumab und Thalidomid zeigte sich bei zyklischer
mechanischer Dehnung ein Abfall der VEGF-Genexpression durch Bevacizumab und Thalido-
mid. Diese Ergebnisse entsprechen, auf Grundlage der Funktionsweise beider Medikamente,
den zu erwartenden Beobachtungen. Als extrazellular wirkender Antikdrper hat Bevacizumab
keinen direkten Einfluss auf die Genexpression, kann diese jedoch bei eliminierten VEGF-Mo-
lekulen Uber eine verminderte Aktivierung der AVM-Zellen beeinflussen (70). Der Effekt von
Thalidomid tritt hingegen vermutlich intrazellulér auf. Molekulare Untersuchungen konnten
zeigen, dass Thalidomid Gber CRBN (Cereblon) vermittelt wirkt. An Zebrafisch-Mutanten mit
CRBN ohne Bindungsstelle fir Thalidomid konnte eine Resistenz gegentiber der teratogenen
Wirkung von Thalidomid gezeigt werden (60). Bereits 1994 konnte eine Korrelation zwischen
der Teratogenitat und der antiangiogenetischen Aktivitat von Thalidomid gezeigt werden (71).
Die Teratogenitat und folglich auch die antiangiogenetischen Effekte von Thalidomid lassen
sich Uber CRBN auf intrazellulare Prozesse zurlckfuhren. Dies legt nahe, dass Thalidomid di-

rekt Einfluss auf die VEGF-Genexpression ausibt. Dies erklart auch, weshalb sich die VEGF-
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MRNA-Bildung in arteriovendsen Malformationen wahrend der zyklischen mechanischen Deh-
nung durch Thalidomid hemmen lieB. Dieser inhibitorische Effekt auf die VEGF-Genexpres-
sion durch Thalidomid konnte bei Untersuchungen zur Osteoarthritis an Mdusen ebenfalls fest-
gestellt werden (72).

Interessanterweise zeigte sich bei den NHF eine vermehrte VEGF-Genexpression unter Beva-
cizumab-Therapie. Dabel ist zu beachten, dass die VEGF-Genexpression auf die Genexpression
des Haushaltsgens GAPDH normiert wurde. Demnach lasst sich diese scheinbar erhdhte Gen-
expression auf eine verminderte GAPDH-Genexpression zurtckfiihren. Diese Wirkung von
Bevacizumab auf nicht pathologisch veranderte Zellen kénnte sich klinisch als Nebenwirkung
einer Bevacizumab-Therapie zeigen. Hier sind vor allem gastrointestinale Blutungen, Wund-
heilungsstérungen, Thromboembolien, Proteinurie und arterielle Hypertonie beschrieben (73).
Zusammenfassend zeigen Bevacizumab und Thalidomid unter zyklischer mechanischer Deh-
nung nur noch eine abgeschwéchte Wirkung auf die Zellproliferation, bei weiterhin gegebener
Inhibition der VEGF-Gen- und -Proteinexpression und damit auch unter mechanischer Scher-

belastung einen antiangiogenetischen Effekt.

4.3 In-vitro-Angiogenese

Eine Proliferation von Zellen aus arteriovendsen Malformationen in-vitro kann Hinweise auf
die Pathophysiologie der AVM geben, alleinstehend ist jedoch die Ubertragbarkeit der Ergeb-
nisse auf in-vivo Mechanismen begrenzt, da ein entscheidender Parameter in der Bildung von
arteriovendsen Malformationen die Angiogenese ist. Eine reine Proliferation von Zellen ohne
organisiertes Wachstum fuhrt méglicherweise zu einem Tumor, jedoch nicht zu einer vaskula-
ren Malformation. Um die Ubertragbarkeit auf die in-vivo-Pathophysiologie sowie die Mdg-
lichkeiten einer medikamenttsen Therapie genauer zu untersuchen, wurden Tube-Formation-
Assays durchgefiihrt. Anhand der Ergebnisse lassen sich zwei bedeutende Grundlagen fir die
Tube-Formation ableiten, die ebenfalls in arteriovendsen Malformationen erfullt sein missen,
damit sich Gefalle bilden. Zum einen zeigen die Ergebnisse, dass Zellen aus arteriovendsen
Malformationen nur unter VEGF-Behandlung Tubes bilden. Zum anderen konnten wir zeigen,
dass andere Bindegewebszellen ohne vaskuldren Zusammenhang, namentlich die NHF, auch
unter VEGF-Stimulation keine Tubes bilden. Es ist bekannt, dass VEGF die Angiogenese in-
duziert und verstarkt, sowie fiir die Zellproliferation und -migration im Rahmen der Angioge-
nese relevant ist (53). Aus den Ergebnissen der Tube-Formation-Assays l&sst sich der Rlck-
schluss ziehen, dass eine Kombination aus Zellen mit geeigneter Differenzierung und Stimula-

tion durch VEGF fir die Angiogenese in arteriovendsen Malformationen notwendig ist. Ein
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entscheidender Unterschied der pathologischen arteriovendsen Malformationen gegeniber ge-
sundem Gewebe besteht in der Fahigkeit zur Autostimulation. Bereits in vorherigen Versuchen
konnte gezeigt werden, dass Zellen aus arteriovendsen Malformationen VEGF bilden und somit
in der Lage sind, sich selbst zu stimulieren. Anhand der Negativkontrolle der Tube-Formation-
Assays lasst sich dieser Umstand erneut ableiten. Es wurde festgestellt, dass bei Zugabe von
VEGF-A zum Medium eine deutlich verstéarkte Bildung gefaR&hnlicher Strukturen stattfindet.
Setzt man also die Gegenwart von VEGF im Medium als VVoraussetzung fur die Tube-Forma-
tion, bedeutet eine, wenn auch deutlich verminderte, aber dennoch vorhandene Tube-Formation
in der Negativkontrolle mit AVM-Zellen, dass hier VEGF gebildet werden musste. Diese Be-
obachtung unterstiitzt die Uberlegungen zur Pathophysiologie arteriovenéser Malformationen,
dass das massive Wachstum der L&sionen durch eine Autostimulation mit VEGF zustande
kommt.

Tube-Formation-Assays sind vielfach mit Endothelzellen erfolgreich durchgefiihrt worden
(74). Die im Rahmen dieser Promotionsarbeit durchgefiihrten Tube-Formation-Assays erfolg-
ten mit einer Mischkultur aus Uberwiegend perivaskuldren Zellen und Endothelzellen. Wir
konnten also zeigen, dass an der Angiogenese in arteriovendsen Malformationen nicht nur En-
dothelzellen, sondern auch die in den Tube-Formation-Assays mikroskopisch identifizierbaren
perivaskuléren Zellen beteiligt sind. Im Einklang mit unseren Ergebnissen steht die For-
schungsarbeit von Koukorava et al., die zeigen konnten, dass mesotheliale Zellen in der Lage
sind, den Phanotyp perivaskulérer Zellen anzunehmen und hierdurch die Angiogenese zu un-
terstltzen (75).

Da es sich bei arteriovendsen Malformationen um Ldsionen handelt, die kongenital bereits vor-
liegen, ist auch das VVorhandensein der Zellen mit der nétigen Differenzierung zur Angiogenese
und damit auch zur pathologischen Bildung von GefaRen gegeben. Dahingegen stellt die Sti-
mulation durch VEGF eine von aul’en beeinflussbare Variable dar und bietet somit einen mdg-
lichen Angriffspunkt fir die medikamentdse Therapie arteriovendser Malformationen. Diese
Therapiemdglichkeit wurde ebenfalls anhand der Tube-Formation-Assays untersucht. In den
Ergebnissen zeigte sich eine vollstandige Inhibition der Tube-Bildung unter Bevacizumab-Be-
handlung. Die experimentellen Ergebnisse konnten dementsprechend fiir Bevacizumab eine In-
hibition der VEGF-vermittelten Angiogenese in arteriovendésen Malformationen zeigen. Die
Ergebnisse von Walker et al. zur Wirksamkeit von Bevacizumab in Mausversuchen auf die
Dichte dysplastischer Geféle bei induzierten zerebralen AVM, welche bereits in den Kapiteln
4.1 und 4.2 diskutiert wurden, zeigen, dass die Ergebnisse der Tube-Formation-Assays uber die

Zellkultur hinaus auf experimentelle Tierversuche tibertragen werden kénnen (63).
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4.4 Limitationen

Die experimentellen Untersuchungen zu AVM-Proliferation, -Protein- und -Genexpression un-
ter zyklischer mechanischer Dehnung sowie medikamentdser Therapie mit Bevacizumab und
Thalidomid zeigen die in-vitro Effekte dieses Modells. Zur weiteren Eignung der Ubertragung
auf das klinische Krankheitsbild arterioventser Malformationen wurde aulerdem der Aspekt
der Angiogenese durch das Modell der Tube-Formation-Assays hinzugefligt. Die Forschungs-
ergebnisse beschrénken sich jedoch auf die Zellproliferation, Angiogenese und VEGF-Effekte
und vernachlassigen weitere Bestandteile der Mikroumgebung wie TGF-f (48). Dadurch be-
schrénkt sich das experimentelle Modell auf einen Ausschnitt der in-vivo herrschenden bioche-
mischen Gegebenheiten. Dieses Modell ist somit ein Versuch einen Teil der AVM-spezifischen
Pathophysiologie zu untersuchen und daraus Konsequenzen fir die klinische Therapie abzulei-
ten. Diese Ergebnisse eignen sich als Grundlage fir die Planung individueller klinischer The-
rapieversuche. Zur Untersuchung der tatsdchlichen Wirksamkeit antiangiogenetischer Thera-
pien bei Patienten mit arteriovendsen Malformationen sind klinische Studien unabdingbar.

In allen Versuchsreihen wurde die absolute Zellzahl nach dem Wachstum in Zellkultur als Pa-
rameter fur die Proliferation verwendet. Auf den gewohnlichen Zellkulturplatten ergaben sich
so gute Ergebnisse, die repréasentativ fur die Proliferation verwendet werden konnten. Auf den
Zellkulturplatten fur die zyklische mechanische Dehnung hingegen stellte die mangelnde Ad-
hésion der Zellen an die flexiblen Membranen ein Problem dar. Zur Adhasion der Zellen wurde
Fibronectin, ein Glykoprotein, das in-vivo Bestandteil der extrazellularen Matrix ist und an der
Zell-ECM-Adhésion Uber Integrin-Rezeptoren beteiligt ist, eingesetzt (76). Verbleiben die
Membranen nicht in Ruhe, sondern werden durch den zyklischen Unterdruck in Bewegung
versetzt und gedehnt, wird auch eine mechanische Belastung auf die nicht-kovalente Bindung
zwischen Integrin und Fibronectin sowie zwischen Fibronectin und der flexiblen Membran aus-
getibt. Als Folge dessen l6sen sich die Zellen von der Membran ab. Hierdurch eignet sich die
absolute Zellzahl nicht mehr als zuverlassiger Parameter fur die Proliferation. Aufgrund dieser
StorgroRe liel? sich eine Tendenz, jedoch keine signifikante Inhibition der Zellproliferation un-
ter zyklischer mechanischer Dehnung sowie medikamentdser Therapie feststellen. Dies er-
schwert die genaue Bestimmung der Proliferationsrate sowie des tatsachlichen Effekts der an-
tiangiogenetischen Therapie.

Die Zellkulturergebnisse wurden zur Sicherung eines statistischen Standards in Doppelbestim-
mungen bei drei Versuchsdurchldufen erhoben, sodass sich signifikante Resultate zeigten. Den-
noch bedingt die kleine Stichprobe eine hthere Wahrscheinlichkeit fir eine statistische Varia-
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bilitat. Ebenso wurden die VVersuche mit einer kleinen Stichprobe arteriovendser Malformatio-
nen aus Isolationen durch die Klinik und Poliklinik fir Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde des Uni-
versitatsklinikums Regensburg durchgefiihrt, wodurch nur eine eingeschrankte Ubertragbarkeit
auf die Grundgesamtheit gegeben ist. Dieses Problem besteht (iber die Forschung zu arteriove-
ndsen Malformationen am Universitatsklinikum Regensburg hinaus. Die niedrige Pravalenz
des Krankheitsbildes resultiert bei klinischen sowie experimentellen Studien in einer geringen
Stichprobenzahl und erschwert den Fortschritt bei der Erhebung von Daten mit dem Ziel einer

optimierten Behandlungsstrategie.

4.5 Klinische Bedeutung der antiangiogenetischen Therapie arteriovendser

Malformationen

Arterioventdse Malformationen sind eine seltene Erkrankung, die im Kklinischen Verlauf mit
schwerwiegenden bis todlichen Komplikationen wie Ischdmien mit Nekrosen und Ulcera, Blu-
tungen, chronisch vendéser Insuffizienz, sowie bei groRen Lasionen mit hohem Shuntvolumen
high-output Herzinsuffizienz mit dem Risiko fir Tachyarrhythmien einhergehen (27,77). Zur
Vermeidung komplizierter Verlaufe stehen verschiedene Therapieoptionen mit konservativen
und interventionellen Ansétzen zur Verfiigung. Die interventionelle Therapie umfasst endovas-
kuldre und chirurgische Verfahren. Fur eine erfolgreiche Behandlung ist ein vollstandiger Ver-
schluss oder eine vollstandige Resektion des AVM-Nidus notwendig, bei subtotalem Ver-
schluss oder Resektion kommt es zu einer Revaskularisation. Ein chirurgischer oder endovas-
kuldrer Verschluss zufiihrender Arterien ist haufig nicht zielfuhrend, da sich Kollateralen her-
ausbilden und dadurch eine zukunftige endovaskulére Therapie erschwert wird. Eine alleinste-
hende chirurgische Therapie ist durch Blutungskomplikationen schwierig und macht haufig ei-
nen multimodalen Therapieansatz mit vorheriger Embolisation notwendig (27,39,40). Weiter-
hin kann ein chirurgisches oder interventionelles Trauma ohne vollstdndige Elimination der
AVM in Konkordanz zur zyklischen mechanischen Dehnung ein aggressives Wachstum pro-
vozieren (40). Aufgrund der Komplexitat der AVM-Therapie besteht weiterhin eine relevante
Morbiditat und Mortalitét arteriovendser Malformationen. Diesbeztglich ist die verfugbare Da-
tenlage zu extrakraniellen AVM begrenzt, fir die deutlich haufiger vorkommenden zerebralen
AVM beschreiben Karlsson et al. ein jahrliches Rupturrisiko von 3,1% mit einem Mortalitéts-
risiko von 21% als Folge der intrakraniellen Hamorrhagie (78). Um schwerwiegenden Verlau-
fen extrakranieller und zerebraler AVM vorzubeugen, stellt eine friihzeitige medikamenttse
Therapie in Erganzung zu den interventionellen Therapieoptionen moglicherweise eine wert-
volle Strategie dar. Neben dem inhibitorischen Effekt von Bevacizumab auf Proliferation,
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VEGF-Gen- und -Proteinexpression und Gefal3bildung in der Zellkulturforschung bewirkte das
monoklonale VEGF-1gG1 in systemischer off-label-Anwendung an drei Patienten mit therapie-
refraktaren arterioventsen Malformationen eine Reduktion malformationsassoziierter Symp-
tome wie Blutungen und Pulsation sowie eine Aufhellung der Lasionen. Bei einem der Patien-
ten war die Lasionsgrofie unter Bevacizumab-Therapie regredient, bei den anderen beiden Pa-
tienten konnte das progrediente Wachstum der arterioventsen Malformationen gehemmt wer-
den. AuBerdem wurden keine relevanten Nebenwirkungen verzeichnet (48). Weiterhin wurde
Bevacizumab bereits im Kklinischen Kontext bei weiteren Erkrankungen aus der Gruppe der
vaskuldaren Malformationen wie der hereditaren hdmorrhagischen Teleangiektasie angewendet.
Es zeigte hier einen Riickgang der dysplastischen GeféaRe und der krankheitsassoziierten Symp-
tome (79). In der Onkologie ist Bevacizumab bereits in die klinische Therapie integriert und
kommt bei einigen soliden Tumoren zum Einsatz (80). Betrachtet man das Nebenwirkungspro-
fil, wird auch hier generell eine gute Vertraglichkeit beschrieben. Wichtige unerwiinschte Ne-
benwirkungen in der onkologischen Therapie sind gastrointestinale Perforationen, thromboem-
bolische Ereignisse und Hypertension (81,82). Auch wenn bei der Therapie der Patienten mit
arteriovendsen Malformationen mit Bevacizumab bisher keine relevanten Nebenwirkungen be-
obachtet wurden, sollte aufgrund dieser Ergebnisse bei onkologischer Therapie mit Bevacizu-
mab eine Nutzen-Risiken-Abwégung in der Behandlung vaskularer Malformationen mit Beva-
cizumab erfolgen. Unter Beriicksichtigung dieser bekannten Nebenwirkungen und Auswahl ge-
eigneter Patienten, kdnnte durch eine friihzeitige Therapie mit Bevacizumab ein AVM-Wachs-
tum gestoppt werden, sodass progrediente Symptome sowie Rezidive nach interventioneller
Therapie verhindert werden kdnnen. Bezuglich der Rezidivprophylaxe kommt den Ergebnissen
dieser Promotionsarbeit eine besondere Bedeutung zu. Das interventionelle Trauma stellt eine
mechanische Belastung, vergleichbar mit der zyklischen mechanischen Dehnung, dar. Ein hier-
durch hervorgerufenes stimuliertes AVM-Wachstum wére moéglicherweise ein vielverspre-
chender Angriffspunkt fir eine medikamentdse antiangiogenetische Therapie.

In der Literatur findet man ebenfalls einige Beispiele fur den klinischen Einsatz von Thalidomid
bei AVM-Patienten. In einem Case-Report tiber 18 Patienten mit AVM zeigte eine Thalidomid-
Therapie eine effiziente Reduktion chronischer Schmerzen, Blutungen sowie Ulzerationen (44).
Ahnliche Ergebnisse zeigt eine retrospektive Fallstudie, in der die Falle von elf Patienten mit
komplexen, proliferativen arterioventsen Malformationen und stattgefundener Thalidomid-
Therapie untersucht wurden. Es zeigte sich ebenfalls eine Verbesserung der Schmerzsympto-
matik, Schwellung und Blutungsereignisse. Bei 45 % der Patienten konnte auRerdem ein nicht-
proliferatives Stadium erzielt werden. Als haufige Nebenwirkung der Therapie trat Fatigue auf
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(83). Nicht zu vernachlassigen sind jedoch schwerwiegende Nebenwirkungen wie eine Neutro-
penie, sensomotorische periphere Polyneuropathien, tiefe Venenthrombosen und das Stevens-
Johnson-Syndrom (83,84). Diese Nebenwirkungen machen eine strenge Nutzen-Risiken-Ab-
wégung fur die Therapie arteriovendser Malformationen mit Thalidomid notwendig und limi-
tieren dadurch die klinische Anwendung.

Im direkten Vergleich der ausgetesteten Medikamente Bevacizumab und Thalidomid zeigen
sich fiir beide positive Effekte auf den Krankheitsverlauf arteriovendser Malformationen in der
klinischen Therapie, die Uber den experimentellen Kontext hinausgehen. Bevacizumab ist
Thalidomid dabei durch ein gunstigeres Nebenwirkungsprofil tiberlegen. Die aktuellen Fall-
zahlen klinischer Anwendung von Thalidomid und Bevacizumab bei Patienten mit arteriove-
nésen Malformationen sind noch sehr gering, dennoch eignen sich beide Medikamente unter
Nutzen-Risiken-Abwagung als individuelle Therapieoptionen arteriovendser Malformationen.
Zur genaueren Einschatzung der Wirksamkeit sind weitere Daten aus klinischen Szenarien not-
wendig. Durch ein besseres Verstandnis der Wirksamkeit und des Nebenwirkungsprofils bei
AVM-wirksamen Dosen kénnten Bevacizumab und Thalidomid in Zukunft im klinischen Kon-
text dazu beitragen, schwerwiegende und letale Komplikationen arteriovendser Malformatio-

nen sowie Rezidive nach Interventionen zu verhindern.
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5 Zusammenfassung

Arteriovendse Malformationen stellen aufgrund ihrer Seltenheit, interindividuell unterschiedli-
chen Krankheitsverlaufe, unberechenbaren Wachstums, komplizierter anatomischer Interventi-
onsverhéltnisse mit einem hohen Blutungs- und Rezidivrisiko sowie ihrer nicht vollstandig ge-
klarten Pathophysiologie eine therapeutische Herausforderung dar. Diese Promotionsarbeit
sollte einen Angriffspunkt fiir medikamenttse Therapien zur Verhinderung von malformation-
sassoziierter Morbiditat und als Rezidivprophylaxe nach Interventionen ergriinden. Die experi-
mentelle Untersuchung von Zellkulturen mit Zellen aus arteriovendsen Malformationen er-
folgte unter der Annahme, dass die fast-flow-Eigenschaften sowie interventionelle Traumata
eine mechanische Belastung flr die Zellen der arteriovendsen Malformationen darstellen und
diese mechanische Belastung tber eine vermehrte VEGF-Freisetzung eine Autostimulation der
Proliferation und Angiogenese innerhalb der Lasion hervorruft. Um in diese Kaskade therapeu-
tisch einzugreifen, wurden Bevacizumab und Thalidomid als VEGF-antagonistisch wirkende
Medikamente ausgewahlt. Vorbestehende Forschungsergebnisse des Universitatsklinikums
Regensburg (Klinik und Poliklinik fir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde) konnten bei arterioveno-
sen Malformationen in Zellkulturen eine vermehrte Proliferation sowie VEGF-Gen- und Pro-
teinexpression unter zyklischer mechanischer Dehnung nachweisen. Diese Ergebnisse konnten
wir reproduzieren und zusatzlich anhand von Tube-Formation-Assays zeigen, dass eine Bil-
dung gefaliahnlicher Strukturen durch AVM-Zellen nur in Anwesenheit von VEGF stattfindet.
Die antiangiogenetische Therapie mit dem monoklonalen anti-VEGF-1gG1 Bevacizumab ver-
minderte die Proliferation von AVM-Zellen in der Zellkultur signifikant. Weiterhin wurde die
durch zyklische mechanische Dehnung gesteigerte VEGF-Proteinexpression supprimiert. Auch
die VEGF-Genexpression war unter Bevacizumab-Behandlung vermindert. Zuletzt zeigte sich
durch eine Bevacizumab-Therapie in den Tube-Formation-Assays eine vollstandige Suppres-
sion der Angiogenese.

Thalidomid als immunmodulatorisches Medikament mit einer intrazelluldren Wirkung gegen
VEGF zeigte ebenfalls eine Hemmung der Proliferation von AVM-Zellen. Die durch zyklische
mechanische Dehnung verstarkte VEGF-Genexpression wurde durch Thalidomid gesenkt. In
den Tube-Formation-Assays zeigte sich ein hemmender Einfluss auf die Angiogenese.

Die experimentellen Ergebnisse dieser Promotionsarbeit zeigen, dass VEGF eine bedeutsame
Rolle in der Pathogenese und der Progredienz der AVM spielt. Eine VEGF-antagonistische
Therapie erzielte unter experimentellen Bedingungen tberzeugende Ergebnisse in Hinblick auf
die Proliferation und Angiogenese von AVM-Zellen.
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In Zusammenschau der aktuellen Literatur ergibt sich vor allem fuir Bevacizumab eine vielver-
sprechende antiangiogenetische Wirkung auf arteriovendse Malformationen im experimentel-
len sowie klinischen Kontext, sodass ein vermehrter Einsatz in der klinischen Therapie zur Re-
duktion von Morbiditét, Rezidiven und Mortalitat denkbar ist. Thalidomid wies ebenfalls eine
antiangiogenetische Wirkung auf arteriovendse Malformationen auf und verzeichnete in der
klinischen Therapie Erfolge bei der Behandlung von Patienten mit arteriovendsen Malformati-
onen. Aufgrund eines ausgepragten Nebenwirkungsprofils ist jedoch eine strenge Nutzen-Risi-
ken-Abwégung zu beachten. Insgesamt weisen die Ergebnisse dieser Promotionsarbeit auf eine
gute Wirksamkeit von Bevacizumab und Thalidomid auf den Progress arteriovendser Malfor-
mationen hin und bilden somit die Grundlage fur eine intensivierte Datenerhebung im Rahmen
von klinischen Studien und fur individuelle Therapieversuche zur Reduktion von AVM-Rezidi-

ven und malformationsassoziierten Komplikationen.
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6 Anhang

6.1 Material

6.1.1 Zellkultur

Bezeichnung

Herkunft

Malformationszellen

Universitatsklinikum Regensburg

NHF

Bio Whittaker Europe, Verviers, Belgien

Tabelle 1: Zellkultur

6.1.2 Zellkulturmedien

Bezeichnung

Herkunft

Endothelial Cell Basal Medium-2

Lonza group Ltd, Basel, Switzerland

EGM-2 Endothelial SingleQuots Kit

Lonza group Ltd, Basel, Switzerland

FCS-10

PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland

Penicillin-Streptomycin-L-Glutamine, 100x [+]
29,2 mg/mL L-glutamine

Corning Incorporated, NY, USA

EGM-2-Medium

500 ml Endothelial Cell Basal Medium-2 + EGM-
2 Endothelial SingleQuots Kit (ohne Hydrocorti-
son) + 50 ml FCS-10 + 5 ml Penicillin-Strepto-

mycin-L-Glutamine

DMEM, low glucose, GlutaMAX Supplement,

pyruvate

Gibco by Life Technologies Corporation, Grand
Island, USA

AVM-Einfriermedium

Eigenanfertigung (siehe Methoden)

NHF-Einfriermedium

Eigenanfertigung (siehe Methoden)

Tabelle 2: Zellkulturmedien

6.1.3 Chemikalien und LOsungen

Bezeichnung

Herkunft

Coating Puffer

Wasser (destilliert) + 10,6 pg/ml Natriumcarbo-
nat, pH=9,4

PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)

Gibco by Life Technologies Limited, Paisley, UK

Trypsin/ EDTA (0,04%/0,03%)

PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland

Heparin-Natrium 5.000 1.E./ml, 5ml

Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

ECM (Matrigel)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Salzsdure (1N)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Natriumhydroxid

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumcarbonat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ethanol 100 %

PromoCell GmbH Heidelberg, Deutschland

BSA (1%)

Antigenix america, Huntington Station, USA

TMB Substrate Solution (2NH2S04), Part A und
B

Antigenix america, Huntington Station, USA

Stop Solution

R&D Systems, Minneapolis, USA

Tween 20

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Fibronectin human

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Recombinant human VEGF 165 Protein (VEGF-
A)

R&D Systems, Minneapolis, USA

Dynabeads™ CD31 Endothelial Cell

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

BSA (1%)

Antigenix america, Huntington Station, USA

TMB Substrate Solution (2NH2S04), Part A und
B

Antigenix america, Huntington Station, USA

Beta-Mercaptoethanol

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ethanol 100 %

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 3: Chemikalien und Lésungen

6.1.4 Medikamente

Bezeichnung

Herkunft

(+/-) - Thalidomid

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Bevacizumab (Avastin) gelost in NaCl 0,9 %

Zytostatikalabor Universitatsklinikum
Regensburg, Regensburg Deutschland

Tabelle 4: Medikamente

6.1.5 Assays

Bezeichnung

Herkunft

ELISA-Kit "DuoSet" Human VEGF
Human VEGF Standard

Human VEGF Capture Antibody
Human VEGF Detection Antibody
Streptavidin-HRP B

R&D Systems, Minneapolis, USA

Tabelle 5: Assays
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6.1.6 RNA-Isolierung, reverse Transkription in cONA und PCR

Bezeichnung

Herkunft

Rneasy Mini Kit

Quiagen, Hilden, Deutschland

Rnase-Free Dnase Set

Quiagen, Hilden, Deutschland

Rnase-freies Wasser

Quiagen, Hilden, Deutschland

RLT Buffer (Lyse-Puffer)

Quiagen, Hilden, Deutschland

RPE Buffer (Waschpuffer)

Quiagen, Hilden, Deutschland

RW1 Buffer (Waschpuffer)

Quiagen, Hilden, Deutschland

Buffer RDD

Quiagen, Hilden, Deutschland

Pequgold dNTP-Mix

Peglab/VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

SuperScript 11 Reverse Transcriptase

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

0,1MDTT

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

5 X First Strand Buffer

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Primer Random

Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen, Deutsch-

land

Taq PCR Master Mix Kit (250 U)

Quiagen, Hilden, Deutschland

Primer VEGF4-hu-sense

Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland

Primer VEGF4-hu-antisense

Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland

Primer forward (GAPDHerat)

Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland

Primer reverse (GAPDHrat)

Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland

Borséure

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Tris USB Corporation, Cleveland, USA
EDTA Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
LE Agarose Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,

Deutschland

Ethidiumbromid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

QuantiFast SYBR Green PCR Kit

Quiagen, Hilden, Deutschland

Gene Ruler 50 bp

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Blue Loading Buffer

Peglab/VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Tabelle 6: RNA-Isolierung, reverse Transkription in cDNA und PCR
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6.1.7 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Herkunft

Zellkulturplatte T100, Corning ,,Not TC-Treated

Culture Dishes”, 55 cm?

Corning Incorporated, NY, USA

"Cellstar" Multiwellplatte, 6-Well

greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland

Zellkultur Multiwellplatte, 24-Well, PS

greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland

BioFlex Culture Plate — Untreated 6-Well

Flexcell International Corporation, Burlington,
USA

96-Well-Mikroplatte "Maxisorp"

NALGENE nunc, Rochester, USA

96-Well-Platte
Plate"

"Flat Bottom Tissue Culture

Corning Incorporated, Corning, USA

PCR 96-Well-TW-MT-Platte

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Falcontube 15 ml

greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland

Falcontube 50 ml

greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland

Cryogenic Vials ,,Nalgene Cryoware*

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Serologische Pipette 25 ml

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht, Deutschland

Serologische Pipetten 10 ml

Nerbe plus GmbH, Winsen, Deutschland

Serologische Pipetten 5 ml

Nerbe plus GmbH, Winsen, Deutschland

Pipettenspitzen 0,1-10 ul ,,epT.I.P.S*

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen 2-200 pl ,,epT.I.P.S*

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen 50-1000 pl ,,epT.I.P.S*

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Multipipettenspitze 1 ml "eppendorf biopur"

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Multipipettenspitze 5 ml "eppendorf biopur"

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Multipipettenspitze 10 ml "eppendorf biopur"

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Steriler Filter "Chromafil A-20/25"

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren,

Deutschland

Eppendorf-Tubes 2 ml "Safe Lock Tubes"

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Reaktionsgefalie 1,5 mi

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

ReagiergefaR 1,5 ml SafeSeal

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht, Deutschland

Collection Tubes 1.5 ml

Quiagen, Hilden, Deutschland

Rneasy Mini Spin Column

Quiagen, Hilden, Deutschland

PCR Soft Tubes 0,2 ml

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,

Deutschland

Cryogenic Vials "Nalgene Cryoware"

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Sterile Spritze "Discardit" 20 ml Becton Dickinson GmbH, Braunschweig,
Deutschland
Sterile Spritze "Discardit" 5 ml Becton Dickinson GmbH, Braunschweig,

Deutschland

Einwegskalpell

Feather Safety Razor Co., Osaka, Japan

Selbstklebendes steriles Abdecktuch "Folio-

drape”

Paul Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland

Glaspasteurpipetten

Brand GmbH + Co, Wertheim, Deutschland

Parafilm

Bemis Company, Oshkosh USA

Tabelle 7: Verbrauchsmaterialien

6.1.8 Geréte

Bezeichnung

Herkunft

Pipettenfiiller ,,easypet 3%

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Neubauer-Zahlkammer

Marienfeld

Deutschland

Superior, Lauda-Kdnigshofen,

Zellenzéhler "Upgreen Counter"

Upgreen, Taichung City, Taiwan

Freezing Container "Mr. Frosty Cryo 1°C"

NALGENE nunc, Rochester, USA

Dehnungskammer Labor fur plastische Gesichtschirurgie, Universi-
tatsklinikums Regensburg,
Deutschland

Vakuumpumpe Baumann GmbH & Co. KG, Worth an der Donau,

Germany

Magnetriihrstab "VITLAB X3"

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Ruhrer (magnetisch, beheizt)

RCT basic IKA WERKE

Vortexer "Vortex-Genie 2"

Scientific industries, Bohemia, USA

Gefrierschrank -20°C "privileg 6ko"

Bauknecht  Hausgerdte GmbH,  Stuttgart,

Deutschland

Gefrierschrank -80°C "Hera freeze"

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Brutschrank "Hera cell 150"

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Werkbank "Hera safe"

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Vakuumsauger "Integra Vacusafe"

GENEO BioTechProducts GmbH, Hamburg,

Deutschland

Waage "PM 3000"

Mettler-Toledo GmbH, GielRen, Deutschland

37°C-Wasserbad

GFL, Burgwedel, Deutschland

Mikroskop ,,Discover Echo Rebel Brightfield -
REB-01-D)

Discover Echo, BICO Group, San Diego, USA
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Zentrifuge "Centrifuge 5810 R"

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Magnet

Varioscan "Flash"

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

One/OneC
Mikrovolumen-UV/VIS-Spektralphotometer mit
WLAN

Spektralphotometer: ~ NanoDrop

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Thermocycler "DOPPIO"

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutsch-
land

Mikrowelle "privileg"

Bauknecht  Hausgerdte GmbH,  Stuttgart,

Deutschland

Gelelektrophorese-System

Peglab/VWR international GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Rainbow RMB92 CCTV monitor

Rainbow Security Systems, Northampton, Eng-

land

Fotokammer

Peglab/VWR international GmbH, Darmstadt,
Deutschland

PCR Cycler "Stratagene Mx 3005 P"

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Vortexer "Bio Vortex V1"

Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Steinfurt,
Deutschland

Tabelle 8: Gerate
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