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Einleitung 1

1 Einleitung

Die erfolgreiche Behandlung von Hirntumoren ist bei Kindern, wie bei Erwachsenen trotz
aller Fortschritte in der Medizin auch heute noch schwierig (Kalifa und Grill 2005, Khatua
und Jalali 2005). Im Gegensatz zu guten Therapieerfolgen bei der Behandlung
verschiedener Entitidten extrakranieller solider Tumoren und Leukdmien haben
intrazerebrale Tumoren hiufig noch eine schlechte Prognose (Furnari et al., 2007, Finlay
und Zacharoulis 2005, Kelli 1999). Die Ursache hierfiir liegt in der ausgeprigten
Heterogenitidt von Gehirntumoren und der Existenz der Blut-Hirn-Schranke (BHS) im
Gehirngefdflendothel (Doolittle et al. 2005, Loscher und Potschka 2005, Regina et al.
2001).

1.1 Hirntumoren

1.1.1 Epidemiologie

Hirntumoren sind alle malignen und benignen Neoplasien des zentralen Nervensystems
(ZNS). Mit einem Anteil von 2 % aller Tumorneuerkrankungen in Deutschland nimmt
diese Gruppe im Erwachsenenalter einen eher kleinen Anteil ein. Die Glioblastome machen
mit 50 % aller hirneigenen Tumoren im Erwachsenenalter die grof3te Gruppe aus.

Im Gegensatz dazu stellen bei Kindern Tumoren des ZNS mit 22,6 % (Jahresbericht
2007, Kinderkrebsregister, Mainz) nach den Leukémien die grofite Gruppe dar. In
Deutschland erkranken jedes Jahr etwa 400 von 100000 Kindern an einem Tumor des ZNS.
Bei Kindern und Jugendlichen unter 15 Jahren liegt der Anteil der Gliome an allen
Tumoren bei etwa 7 %. Das Glioblastom besitzt die hochste Mortalitdt aller
Krebserkrankungen bei Kindern (Kaatsch et al., 2001).

Das Risiko an einem Gliom zu erkranken ist vermutlich von exogenen Faktoren
weitgehend unabhéngig. Bisher konnte nur fiir Belastung mit ionisierender Strahlung in
mehreren Studien ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung von Tumoren sicher
nachgewiesen werden (Ohgaki u. Kleihues, 2005 a, 2005 b, Schuz, 2001).

Endogene Risikofaktoren sind erbliche Tumorsyndrome, wie die Neurofibromatose Typ
I (Inzidenz von 1:3000 bis 1:4000) und II, die tuberdse Sklerose, das Turcot-Syndrom und
das Li-Fraumeni-Syndrom (Ohgaki u. Kleihues, 2005 a).

Altersabhingig treten bestimmte Hirntumorvarianten hiufiger auf. Im ersten Lebensjahr

entstehen vor allem Tumoren des Plexus chorioideus und Teratome, wihrend im Klein-
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und Schulkindalter Gliome und embryonale Tumoren typisch sind. Bei Kleinkindern mit
einem Durchschnittsalter von 4 Jahren und Jugendlichen iiber 15 Jahren treten gehiuft
Medulloblastome auf. Mit zunehmendem Alter in fallender Haufigkeit treten bis zum 20.
Lebebsjahr Ependymome auf. Das mittlere Erkrankungsalter fiir Kinder mit zerebelldren
Astrozytomen liegt bei 6,8 Jahren (Kaatsch et al. 2001).

Auch die Rassenzugehorigkeit hat einen Einflul auf das Erkrankungsrisiko. Weille
erkranken unterschiedlichen Studien zufolge doppelt so hdufig an Glioblastomen, wie
Schwarze oder Asiaten (Fan et al., 1992, Christensen et al. 2003).

1.1.2 Symptomatik

Intrakranielle Tumoren fithren hédufig zu einer Hirndrucksteigerung mit den damit
verbundenen Symptomen. Kopfschmerzen sind mit 50 % das héufigste Erstsymptom
(Forsyth u. Ponser, 1993). Weitere typische Symptome der intrakraniellen Drucksteigerung
sind Erbrechen, Nackensteife, Wesensidnderung und Lethargie. Bei Sduglingen kann ein
Perzentilensprung bei der Messung des Kopfumfanges auffallen. Altere Kinder zeigen
hiufig eine Stauungspapille als Zeichen des erhéhten Hirndrucks.

Weitere Krankheitserscheinungen sind fokale oder generalisierte Krampfanfille,
Gefiihlsstorungen (van Breemen et al., 2007) oder Lidhmungen, die durch tumorbedingte

Beeintrachtigung der entsprechenden Hirnregion entstehen (Armstrong et al., 2004).

1.1.3 Diagnostik

In den Jahren 2000 bis 2007 lag fir Kinder unter 15 Jahren die 5-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit nach Diagnosestellung je nach Morphologie der Tumore fiir
ZNS-Tumoren bei 50% (WHO-Grad III-IV(s. 1.1.4)) (Deutsches Krebsregister, Mainz
2004). Wiahrend gute Fortschritte bei der nachhaltigen Behandlung extracranieller Tumoren
gemacht wurden, blieben Behandlungserfolge dhnlichen Ausmalles fiir Hirntumoren
bislang aus (Stupp et al., 2006, Bleyer, 1999). Um therapeutische MaBBnahmen planen und
Behandlungserfolge auswerten und vergleichen zu konnen, miissen geeignete bildgebende
Verfahren genutzt werden. Die Computertomographie stellte lange Zeit die initiale
Bildgebung dar. Knochenbeteiligung, Kalzifikation, Blut und Gewebedichte kdnnen
hiermit gezeigt werden. Das Hirnparenchym, insbesondere kleinere Strukturen wie
Metastasen sind jedoch in der Computertomographie schlecht beurteilbar (Urbach und
Solymosi, 2003). Deshalb stellt die Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) inzwischen die

Standardmethode zur Diagnose von Hirntumoren dar. Anatomische Details wie kortikale
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Lisionen, Odeme, und infiltratives Tumorwachstum lassen sich erkennen (Catalaa, 2006).
Mittels MR-Spektroskopie kann Tumorgewebe von normalem Gehirngewebe
unterschieden werden (Sibtain et al., 2007). Mittels Perfusions-MRT kann die Stromung
des Blutes durch das Gewebe berechnet werden (Gass et al., 2000). Diffusionsgewichtetes
MRT kann Gewebeverdnderungen wie Ischdmien in frithen Stadien zeigen, ist aber anfallig
fiir Bewegungsartefakte (Sartor et al, 2003).

Protonenmagnetresonanzspektroskopie ermoglicht den Nachweis biologisch wichtiger
Molekiile im Gehirn. So kann beispielsweise Cholin nachgewiesen werden, dessen
Konzentration im Gehirn bei gesteigerter Mitoserate erhoht ist (Hollingworth et al., 2006).

Die Positronenemissionstomographie kann zur genaueren Abgrenzung und zur Diagnose
von Stoffwechselprodukten und der Malignitédt eines Tumors eingesetzt werden (Popperl et
al., 2000).

1.1.4 Klassifikation

Zur genaueren Eingruppierung von Hirntumoren ist eine histologische Untersuchung notig.
Von der Welt-Gesundheits-Organisation (WHO) wurde 1979 eine Einteilung der
Hirntumoren in Klassen eingefiihrt. Im Wesentlichen erfolgte die Eingruppierung anhand
immunhistochemischer Merkmale, die allgemein akzeptiert werden, und den zurzeit besten
prognostischen Marker darstellen. Darin werden Gliome nach histologischen Eigenschaften
in Grad I bis I'V unterteilt, wobei Grad IV Gliome die Tumoren mit der hochsten Malignitit
darstellen. Eine Ubersicht iiber die Einteilung der Gliome nach der WHO-Klassifikation
und deren Histopathologie zeigt Tabelle 1. Der Ubergang von benignen zu malignen
Formen ist in der Realitdt flieBend. Dabei nimmt die aktuelle Klassifikation der WHO
(Louis et al., 2007) auch Erkenntnisse der Zytogenetik (Kleihues u. Cavenee, 2000 a) und

der (molekularen) Genetik mit auf.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die Einteilung der Gliome nach der WHO-Klassifikation, verindert (Glas
etal., 2007, Tonn et al., 2004)

WHO-Bezeichnung WHO-Grad | Histopathologie

Pilozytisches Astrozytom I Geringe Zelldichte,
bipolare“pilozytische“Zellen,
Rosenthal-Fasern

Niedrig-malignes Astrozytom II Geringe bis miBige Zelldichte,
fibrilldre oder gemistozytische
Astrozyten, einige Mitosen, geringe

nukledre Atypien
Niedrig-malignes II Typische Honigwabenstruktur,
Oligodendrogliom und geringe Zellatypien, wenige Mitosen
Oligoastrozytom bzw. Mischform
Ependymom II Wenig differenzierte Zellen, echte
und perivaskuldre Rosetten
Anaplastisches Astrozytom I Grof3e Zelldichte, maBige bis starke

Zell-und Kernpleomorphie,
zahlreiche Mitosen

Anaplastisches Oligodendrogliom I Zusétzlich typische

und Oligoastrozytom Honigwabenstruktur
bzw.Mischformen

Anaplastisches Ependymom I Wenig differenzierte Zellen, echte

Rosetten und Pseudorosetten,
Mitosen, GefaBproliferation,

Nekrosen
Glioblastom (Glioblastoma v Hohe Zelldichte, Pleomorphie,
multiforme, GBM) zahlreiche atypische Mitosen,
ausgedehnte Nekrosen, erhebliche
GefaBproliferation
Medulloblastom vV Grof3e Zelldichte, wenig

differenzierte, zytoplasmaarme
Zellen, viele Mitosen, auch
Apoptosen, Ausbildung von Rosetten

1.1.5 Tumorgenese des Glioblastoms

In Vertebraten gehen die Hauptzelltypen des ZNS, Neurone und Gliazellen vom
embryonalen, aus dem Neuroektoderm entstandenen Neuroepithel des Neuralrohrs aus. Im
Gegensatz zu Neuronen behalten die Gliazellen ihre Fiahigkeit zur Proliferation. Die
meisten adulten Hirntumoren gehen von Zellen glialer Herkunft aus und sind unter dem
Begriff Gliome zusammengefasst (Kleihues et al., 2002). Glioblastome sind heterogene,
hochmaligne, aggressive Gliome des ZNS mit dem WHO-Grad IV (Maher et al., 2001,
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Jung et al., 1999). Sie zeichnen sich durch weitldufige Infiltration und Zerstorung des
gesunden Hirngewebes, ein ausgepridgtes Migrationsvermogen, sowie ein schlechtes
Ansprechen auf traditionelle therapeutische Ansédtze aus. Histopathologisch weisen
Glioblastome ein pleomorphes Zellbild, eine hohe Zelldichte mit Mitosen, Kernatypien,
Nekrosen und GefaBneubildung auf (Kleihues et al., 2002). Es gibt Belege dafiir, dass
Glioblastome aus Astrozyten oder astrozytiren Vorlduferzellen, eventuell neuronalen
Stammzellen, entstehen (Uhrbom et al., 2002). Man unterscheidet priméire, de novo aus
Vorlduferzellen entstandene von sekundédren, aus niedrigmalignen Astrozytomen
entstandene Glioblastome (Tso et al., 2006, Kleihues und Ohgaki, 1999). Primére
Glioblastome sind typisch flr dltere Patienten (im Mittel 55 Jahre), wohingegen sich
sekundire vorwiegend bei jungen Erwachsenen (30-45 Jahre) iiber einen Zeitraum von 4-5
Jahren aus niedriggradigen Astrozytomen entwickeln (Kleihues und Cavenee, 2000 b).
Diese Subtypen unterscheiden sich grundlegend auf molekularer Ebene und weisen ein
unterschiedliches Muster an Mutationen auf. Fiir das primdre Glioblastom sind
Amplifikationen oder aktivierende Mutationen des Epidermal Growth Factor Receptor-
Gen (EGFR-Gens) typisch, wihrend fiir sekundédre Glioblastome Mutationen des p53-Gens
kennzeichnend sind (Kleihues et al., 2002, Reifenberger und Collins, 2004). Diese
Unterschiede spiegeln sich nur geringfiigig in der Prognose wieder und haben keinen
Einfluss auf die Histologie (Ohgaki et al., 2004). Seit einigen Jahren werden innerhalb
eines Tumors verschiedene Tumorzelltypen unterschieden. So gibt es ,,ausdifferenzierte*
Tumorzellen, sowie zu unendlicher Proliferation befahigte Tumorstammzellen (Reya et al.,
2001, Yuan et al., 2004).

Das Glioblastom besteht nicht ausschlieBlich aus Tumorzellen. Neben gefda3bildenden
Zellen befinden sich auch Mikrogliazellen im Tumor (Badie und Schartner, 2001).
Aktivierte Mikrogliazellen schiitten verschiedene Faktoren, wie z.B. Cytokine und
Proteasen aus, die direkt oder indirekt die Tumorprogression beeinflussen (Wesolowska et
al., 2008, Sliwa et al., 2007, Watters et al., 2005). Auch Zellen des Immunsystems wandern
in den Tumor ein. Die vom Glioblastom abgegebenen Cytokine konnen auch Makrophagen
derart beeinflussen, dass sie das Tumorwachstum fordern (Umemura et al., 2008, Talmadge
et al., 2007).

1.1.6 Prognose

Eine individuelle Prognose des Krankheitsverlaufs zu stellen ist schwierig, da sich die
klinischen Verldufe verschiedener Patienten erheblich unterscheiden. Bisher ist es trotz
intensiver Bemiithungen noch nicht gelungen, zuverldssige molekulare Marker fiir

Glioblastome zu etablieren, die mit dem Therapieansprechen oder einer bestimmten
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Prognose korrelieren (Glas et al., 2007). Als prognostische Marker wurden unter Anderem
die Proliferationsfraktion (Moskowitz et al., 2006) und der p53-Status beschrieben
(Ichimura et al., 2004, Chozick et al., 1994).

Einen wichtigen Fortschritt stellt die Analyse des Methylierungsstatus des Promotors
der O°-Methylguanin-Desoxyribonucleinsiure (DNA) -Methyltransferase dar, der die
Transkription des wichtigsten Resistenzfaktors fiir eine alkylierende Chemotherapie
reguliert. Glioblastome, die O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase aufgrund einer
Hypermethylierung des Promotors nur schwach exprimieren, zeigen ein besseres
Ansprechen auf eine alkylierende Chemotherapie und eine deutlich bessere Prognose (21.7
Monate mittleres Uberleben nach Diagnosestellung anstatt 14,6 Monate) nach kombinierter
Radiochemotherapie (Hegi et al., 2005).

Eine erst seit einigen Jahren angewandte Technik zur Charakterisierung von Tumoren
sind Micro-Array Analysen. Mittels dieser kann das Transkriptom verschiedener
Glioblastome detailliert analysiert werden. Es konnen so Gruppen aus den untersuchten
Gliomen, bei denen die gleichen Gene exprimiert sind gebildet werden, sogenannte
Expressionscluster (Phillips et al., 2006, Glinsky et al., 2005, Freije et al., 2004). In einer
grolen Studie mit 252 Gliomen des WHO-Grades III und IV wurden drei
Expressionsmuster gefunden, die sich prognostischen Gruppen zuordnen lieBen. In der
prognostisch  giinstigeren Gruppe waren Gene fiir neuronale Differenzierung
iiberexprimiert. Mesenchymale Marker und Gene, die die Proliferation begiinstigen, waren
in den Gruppen iiberexprimiert, die ein schlechteres Uberleben zeigten (Phillips et al.,
2006).

1.1.7 Immunologie

Eine Besonderheit der Gliome ist, dass sie sich im immunprivilegierten Raum des ZNS
entwickeln. Im Gehirn sind sowohl die angeborene, als auch die adaptive Immunabwehr
eingeschriankt (Walker et al., 2003).

Die Ausbildung des immunpreviligierten Raumes geht auf zwei Mechanismen zuriick.
Zum FEinen erschwert die BHS, die vom Gehirngefd3endothel ausgebildet wird, den
Ubertritt von Plasmaproteinen, wie Komplementproteinen und immunkompetenten Zellen,
wie naive Lymphozyten, natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) und Makrophagen aus dem
Blut ins Gehirn (Friese et al., 2004). Zum Anderen hat das ZNS kein lymphatisches
System. Somit konnen antigenpréisentierende Zellen wie dendritische Zellen nicht iiber die
Lymphbahnen in die lymphatischen Organe gelangen um dort eine Immunantwort zu
erwirken. Im Gehirn selbst fehlen daher antigenprésentierende Zellen. Mikrogliazellen und

Astrozyten konnen zwar Antigene zur Initiierung einer T-Zellantwort prisentieren, sind
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aber ineffizient. Zudem werden im ZNS MHC-Klasse-I und II-Molekiile, die zur
Antigenprédsentierung notig sind, nur schwach exprimiert (Weller und Fontana, 1995).
Somit ist auch die Antitumorantwort des Immunsystems im Gehirn geringer, als sie im
iibrigen Korper wire (Schweitzer et al., 2001).

Zudem haben Gliome verschiedene Strategien, um der Antitumorantwort des
Immunsystems zu entkommen. Beispielsweise werden Immunsuppressive Molekiile, wie
Interleukin-10, oder CD70 von ihnen iiberexprimiert (Friese et al., 2004, Wischusen et al.,
2002).

Ein schon lange bekanntes, von Glioblastomzellen iiberexprimiertes und sezerniertes
Cytokin ist der Transforming Growth Factor-f (TGF-B). Er ist einer der wichtigsten
immunsuppressiven Faktoren und verantwortlich fiir verschiedene immunsupprimierende
Wirkungen (Weller und Fontana, 1995, Jachimczak et al., 1993, Wrann et al., 1987). TGF-
B reguliert zusidtzlich auch Proliferation (Seoane, 2006), Tumorzellmigration und
Angiogenese im Glioblastom (s.1.4.2). Durch Verteilung der immunsuppressiven Molekiile
im gesamten Organismus, kann es beim Patienten neben einer lokalen Immunsuppression
auch zu einer systemischen Immundefizienz kommen. Diese duflert sich klinisch durch

Lymphopenie und eingeschrankte T-Zellfunktion (Platten et al., 2001).

1.1.8 GefaBversorgung

Bei der Entstehung von Tumoren, ist die Versorgung mit Nihrstoffen und Sauerstoff durch
Diffusion nur iiber kurze Distanzen bis zum versorgenden Blutgefd3 gewéhrleistet. Daher
ist volumindses Tumorwachstum iiber eine GroBe von 2 mm?® nur moglich, wenn der
Tumor sich seine Blutversorgung sichert (angiogenic switch) (Folkman, 1990).
Glioblastome induzieren eine ausgepriagte Neovaskularisierung (Angiogenese) (Fischer et
al., 2005).

Der Hypoxie-induzierbare Faktor 1 (Hifl), der in den meisten soliden Tumoren
exprimiert wird, wird durch Oxidation mit Sauerstoff inaktiviert und iiber den VHL-
Ubiquitin-Komplex degradiert. Im Falle von Sauerstoffmangel bleibt der Faktor aktiv und
bindet an P300/CBP. Dies bewirkt die Aktivierung von Genen, die Hypoxia Response
Elements enthalten. Der Faktor hat -nicht nur im Glioblastom- eine iiberragende Bedeutung
fiir die Induzierung proangiogenetischer Faktoren wie vascular endothelial growth factor A
(VEGFA) und deren Rezeptoren (Kargiotis et al., 2006, Fischer et al., 2005).

Die Angiogenese verlduft in mehreren Schritten. Die Tumorzellen an den GefaBwinden
leiten die Herunterregulierung der BHS-Eigenschaften ein und induzieren durch Sekretion
von Proangiogenesefaktoren die Endothelzellproliferation. Diese Faktoren sind unter
anderem VEGF, EGF, TGF-B2 und Tumornekrosefaktor-o (TNF-a)). Die VEGF-Familie
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besteht aus VEGF A-E und PDGF, wobei VEGFA der wichtigste Vertreter fiir die
Haemangiogenese ist. Im Erwachsenen wird VEGF nur in Geweben exprimiert, die
Gefafineubildung aufweisen, also in heilenden Wunden und Plazenta. In Glioblastomen
korreliert VEGF-Expression mit dem Malignititsgrad. Die VEGF-Rezeptoren 1-3 gehdren
zu den Tyrosinkinase-Rezeptoren. Sie werden auf Gefdllendothel konstitutiv exprimiert.
Rezeptor-Ligand-Bindung an der Endothelzellmembran fiithrt zu einer erhdhten
Gefallpermeabilitdt, Proliferation und Migration der Endothelzellen. Das in
Glioblastomzellen iiberexprimierte Angiopoetin-2 bewirkt durch Bindung an seinen auf
Endothelzellen exprimierten Tie-2 Rezeptor dessen Dephosphorilierung, was in der Zelle
zur Lockerung der Endothelzellkontakte fiihrt. Sein Gegenspieler, das auch vom
Glioblastom iiberexprimierte Angiopoetin-1 fiihrt nach Bindung an den Tie-2 Rezeptor zu
dessen Phosphorilierung und bewirkt die Ausreifung neugebildeter Gefille. Das
Gleichgewicht der verschiedenen angiogenen Faktoren ist im Glioblastom gestort, wodurch
es haufig zur Bildung pathologischer Gefafle kommt. Dies kann zum Einen zur Ausbildung
eines Hirnddems und erhéhtem Hirndruck fiihren und zum Anderen die Hypoxie durch
schlechtere Perfusion verstiarken (Kargiotis et al., 2006, Fischer et al., 2005).

1.2 Therapie

Die Behandlungsmethoden richten sich nach der histo-pathologischen Einordnung des
jeweiligen Tumors, seiner Lokalisation, den Ergebnissen der bildgebenden Verfahren
(Metastasierung), der molekularbiologischen Auswertung des Tumorgewebes und dem
Alter des Patienten (Bouffet, 2000, Packer, 1999). Die Auswahl der Therapieprinzipien bei
Kindern hat neben der Heilung (oder zumindest einer deutlichen Verldngerung der
Uberlebenszeit) auch die Vermeidung starker Nebenwirkungen und Schidigungen des sich
entwickelnden Nervensystems zum Ziel (Kalifa u. Grill, 2005, Kelli 1999).

Wenn die Lokalisation es zulédsst, wird zu Beginn der Behandlung eine chirurgische
Resektion des Tumors durchgefiihrt, da sich fiir die meisten Tumorentititen gezeigt hat,
dass die Uberlebenszeit mit dem AusmaB der Resektion korreliert (Stummer et al., 2006,
Hulshof et al., 2001).

Da Tumorzellen der meisten Gliome aber auch diffus ins umliegende Hirngewebe
infiltrieren, ist eine mikroskopisch totale Resektion kaum moglich (Khatua u. Jalali, 2005).
Daher konnen die Patienten durch chirurgische Entfernung alleine nicht langfristig geheilt
werden. Ohne adjuvante Therapie kommt es fast immer zur Ausbildung eines Rezidivs

durch erneutes Wachstum der im Hirn verbliebenen Tumorzellen.
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1.2.1 Strahlentherapie

An den chirurgischen Eingriff schlieft sich meistens eine Strahlentherapie an. Sie gilt bei
den meisten Hirntumoren als wirksam. Eine postoperative Strahlentherapie wirkt sich
positiv auf das Langzeit-Uberleben aus (Walker et al., 1978). Durch spezielle verbesserte
Lagerungs- und Planungssysteme wird die Prézision der applizierten Strahlung bei gut
abgrenzbaren Tumoren wesentlich erhoht, wodurch die Gesamtdosis gesteigert und die
Dosis fiir normales Gewebe gesenkt werden konnte. Diese Fortschritte fithrten in vielen
Fillen zu einer signifikanten Verlingerung der Uberlebenszeit. Allerdings wird bei
jingeren Kindern, insbesondere unter 3 Jahren versucht, eine Bestrahlung zu vermeiden
oder zumindest hinauszuzdgern, da diese irreversible neuropsychologische und kognitive
Defizite verursachen kann (Schmid et al., 2007).

1.2.2 Chemotherapie

Die Chemotherapie ist seit einigen Jahren eine weitere wichtige Therapieform zur
Behandlung hochmaligner Hirntumoren. Die Chemotherapie fiihrte nicht nur zur
Verbesserung der Uberlebensdauer, sondern auch zur Reduzierung der Bestrahlungsdosis
(Perry et al., 1999). Jeder Tumor unterscheidet sich in seinem Ansprechen auf eine
Chemotherapie.

Fiir fast alle kindlichen Hirntumoren existieren im deutschsprachigen Raum spezifische
Studienprotokolle der GPOH (Gesellschaft fiir padiatrische Onkologie und Hamatologie).
Gepragt durch unterschiedliche Hypothesen {iiber die Effektivitit der systemischen
Chemotherapie wurden in den letzten Jahren verschiedene Medikamente angewandt.
Klassische Chemotherapeutika sind Nitrosoharnstoffe. Sie wurden bei Kindern mit
malignen Gliomen erfolgreich eingesetzt (Stern und Raizer, 2006).

Kombinierte Therapieverfahren und neue Medikamente wie das oral zu verabreichende
Temozolomid, konnten der Chemotherapie zwar einen festen Platz in der
Glioblastomtherapie verschaffen und das Uberleben steigern, aber keinen revolutioniren
Durchbruch beziiglich des Langzeitiiberlebens erzielen. Im Vergleich zur zytostatischen
Behandlung nicht-zerebraler Tumoren sind die Ergebnisse bei intrazerebralen Tumoren
weiterhin enttduschend (Reardon et al., 2006 a, Stupp et al., 2006). Hierfiir sind
hauptséchlich zwei Ursachen verantwortlich.

Zum Einen weisen viele Hirntumoren eine ausgeprigte Chemoresistenz auf (Bredel,
2001). Diese riihrt daher, dass Gliome von einer heterogenen Gruppe von Zellen gebildet
werden, von denen einige eine geringe mitotische Aktivitdt aufweisen (vermutlich

Tumorstammzellen), wodurch nur ein Teil der Tumorzellen empfindlich auf die
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Chemotherapeutika reagiert, da deren Wirksamkeit meist von der Zellteilung abhéngt.
Alkylantien wie Temozolomid fithren zum Einbau von Alkylgruppen in die DNA, welche
die Replikation verhindern. Einige Tumore weisen fehlende Methylierung der
Promotorregion des O°-Methylguanin-Methyltransferase-Enzyms auf (Hegi et al., 2005).
Dadurch ist das DNA-Reparaturenzym in diesen Tumoren aktiv, entfernt die Alkyl-
Gruppen aus der DNA und verursacht somit eine Chemoresistenz.

Zum Anderen verhindert die Blut-Hirn-, bzw. Blut-Liquor-Schranke die ausreichende
Diffusion von Medikamenten aus dem Blut ins Hirngewebe (Patel et al., 2009). Dies spielt
bei den diffus wachsenden Gliomen eine groBle Rolle. Die durch Angiogenese neu
entstandenen Tumorgefdle weisen zwar oft eine hohere Permeabilitit auf als gesunde
Gefalle und Kapillaren, aber in der Peripherie des Tumors und in peritumoralen gesunden
Hirnabschnitten, in die schon maligne Zellen migriert sein kdnnen, ist die BHS oft noch
intakt (Arismendi-Morollo u. Castellano, 2005, Donelli et al., 1992). Durch die BHS ist
auch die therapeutische Nutzbarkeit vieler Peptide aufgrund der niedrigen Penetrationsrate
ins Gehirn limitiert (Banks, 2008). Durch eine intraarterielle Gabe von Therapeutika oder
eine Hochdosischemotherapie kann die Konzentration der Medikamente im Blut erhoht,
und damit der Anteil des ins Gehirn diffundierenden Therapeutikums gesteigert werden.
Dieses Vorgehen fiihrt aber in der Regel zu verstarkten Nebenwirkungen. Im Tumor selber
kann das Eindringen von Chemotherapeutika zusétzlich durch verdnderte Perfusion,
erhohten Abstand der Kapillaren (Jain, 1990) und erhéhten Druck im Tumor (Michinton u.

Tannock, 2006) erschwert sein.

1.3 Alternative Therapieanséitze

Mit den herkémmlichen Therapiestrategien zur Behandlung von Glioblastomen wurden
trotz groBer Bemiihungen noch nicht die gewiinschten Erfolge erzielt. Daher werden seit

Jahren neben den herkdmmlichen, traditionellen auch innovative experimentelle

Therapieansédtze verfolgt.

1.3.1 Uberwindung der BHS

Die BHS limitiert den Therapieerfolg bei der Behandlung maligner Gliome. Deshalb ist ein
Gegenstand der Forschung, die Durchldssigkeit der BHS fiir Therapeutika zu erhéhen.
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1.3.1.1 Die Blut-Hirn-Schranke

Bereits 1885 machte Ehrlich die Beobachtung, dass nach intravendser (i.v.)-Injektion von
Farbstoffen in Tiere, mit Ausnahme des Gehirns, alle Kérpergewebe Féarbung aufwiesen
(Ehrlich, 1885). Bei Applikation von Farbstoff in den Liquorraum lieBen sich die
Farbstoffe hinterher nur im Gehirn Nachweisen, nicht aber im Blut oder anderen Organen.
Als anatomisches Substrat der BHS konnten mit Hilfe von Elektronenmikroskopie die
Kapillarendothelzellen identifiziert werden (Reese und Karnovski, 1967). Endothelzellen
sind polare Zellen mit einer gefdBluminalen und einer abluminalen Seite. An den
Kontaktstellen der einzelnen Endothelzellen finden sich Strukturen (Zonulae occludentes
(Tight junctions)), die so dicht sind, dass praktisch kein parazelluldrer Substanzaustausch
zwischen den getrennten Kompartimenten moglich ist. Tight junctions (TJ) sind ein grofer
Molekiilkomplex, der sich in und auf beiden Seiten der Membran befindet und
Wechselwirkungen mit den TJ-Molekiilen der benachbarten Zelle eingeht. In diesem
Komplex identifizierte Molekiile sind unter anderem ZO-1 (Stevenson et al., 1986), ZO-2,
Occludin (Furuse et al., 1993), junctional adhesion molecule (JAM) (Martin-Padura, 1998),
Claudin-3 (Wolburg et al., 2003) Claudin-5, Claudin 12 (Nitta et al., 2003) und MAGI-1
(Hirabayashi et al., 2003). Eine weitere, aber schwichere Barriere stellen die Zonulae
adhaerentes (Adherens Junctions) dar. Auf der luminalen Seite ist die Membran negativ
geladen. Durch die TJ wird ein hoher transendothelialer elektrischer Widerstand (TEER)
erreicht, was den Barriereeffekt fiir polare Substanzen unterstiitzt. In den Endothelzellen
herrscht nur eine geringe Aktivitit pinozytischer Vesikel. So wird der transendotheliale
Transport gering gehalten. Zusitzlich ist die luminale Seite mit einer hohen Dichte an
energieabhingigen Ionenpumpen und Efflux-Transportern, wie dem multidrug-resistance
Protein oder P-Glycoprotein, ausgestattet. So konnen Stoffe, die passiv iiber Diffusion in
die Endothelzellen gelangt sind, wieder hinausgeschleust werden (Deli, 2008, Golden und
Pollack, 2003, Kemper et al., 2004). Eine groe Zahl an selektiven Einwirtstransportern
sorgt fiir die Beschaffung essentieller Molekiile, wie z.B. Glukose durch den Transporter
GLUC-1 (McAllister et al., 2001, Pardridge et al., 1990).

Die Gehirnkapillaren sind umgeben von einer Basalmembran, Perizyten und
aufgelagerten Astrozyten-EndfiiBen (Abbildung 1, A), die eine weitere Barriere zwischen

dem Kapillarlumen und dem Hirnparenchym darstellen.
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Abbildung 1: Schematische, vergrofierte Darstellung des Aufbaus einer Hirnkapillare. A) Die
BHS fiihrt zum Verbleib der nicht BHS-géngigen Substanz im Lumen der Kapillare. B) Erst nach
Offnung der BHS durch Alkylglycerine kann die Substanz durch die Zellzwischenriume ins
Hirnparenchym diffundieren.

Von den Perizyten und Astrozytenfortsidtzen in die Basalmembran abgegebene
Botenstoffe bewirken in den Endothelzellen unter anderem die Ausbildung der
beschriebenen BHS-Eigenschaften (Peppiatt et al., 2006, Abbott, 2006, Wolburg, 2006, Lai
und Kuo 2005, Ramsauer et al., 2002).

Die BHS fiihrt zum Erhalt des homeostatischen intrazerebralen Milieus und bewirkt

einen Schutz des Gehirns vor dem Eindringen toxischer Substanzen (de Boer et al., 2003).

1.3.1.2 Methoden zur Uberwindung der BHS

Fiir viele Erkrankungen des Gehirns sind in der Vergangenheit prinzipiell effektive
Medikamente entwickelt worden, die aufgrund einer unzureichenden Penetration ins
Hirngewebe keine Effekte zeigen (Neuwelt et al., 1999). Die Mechanismen zur Regulation
von Transportvorgdngen an der BHS sind noch immer unzureichend aufgeklirt. Die
gesteigerte oder zielgerichtete Zufuhr von Medikamenten ins Hirngewebe ist deshalb ein
Schwerpunkt in der experimentellen Neurologie. Es sind schon verschiedene Strategien
entwickelt worden, um die Konzentration von Therapeutika im Gehirn zu erhdhen. Dabei
kann entweder der transzelluldre oder der parazelluldre Durchtritt von Therapeutika {iber
die BHS gesteigert werden.

Generell kann ein Molekill die BHS besser iiberwinden, je geringer das
Molekulargewicht und je hoher die Lipidloslichkeit sind (Jong u. Huang, 2005). Eine
Moglichkeit, den transzelluldren Durchtritt durch die Endothelzellen zu erméglichen, ist
daher die Verwendung lipophiler Wirksubstanzen, die die BHS iiberwinden koénnen
(Reardon et al., 2006 a). Einen dhnlichen Ansatz stellt die Gabe von Nanopartikeln und
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Niosomen dar (Kreuter, 2004). Dabei wird die Substanz, die ins Gehirn gelangen soll, an
Nanopartikel gebunden oder liposomal verpackt.

Viele Verbindungen, die aufgrund ihrer physiko-chemischen Eigenschaften die
Endothelzellmembran zwar durchdringen, konnen durch Effluxtransportsysteme wie p-
Glycoprotein und multidrug resistance Proteine wieder aus den Endothelzellen ins
Kapillarlumen zuriicktransportiert werden (Deli, 2008, Golden und Pollack, 2003, Kemper
et al., 2004). Aus diesem Grund ist eine weitere Mdglichkeit zur Konzentrationssteigerung
von Wirkstoffen im ZNS die Gabe von Substanzen, die den Riicktransport ins Blut
verhindern. Medikamente, die Substrate flir P-Glykoprotein sind, werden so durch Gabe
von P-Glycoprotein-Blockern weniger schnell aus dem ZNS eliminiert (Fellner et al.,
2002).

Die Entwicklung weiterer neuer BHS-gédngiger Peptide, wie Angoipep-2 (Demeule et
al., 2008), oder Transportvermittler, wie Substratgekoppeltes Glycosamin (Dhanikula et
al., 2007) zeigt, dass hier noch keine optimale Losung gefunden wurde.

Eine Methode den parazelluldiren Durchtritt von Molekiilen durch die GefiBBwand ins
Gehirn zu steigern, ist die Offnung der BHS mittels intraarterieller Infusion einer
hyperosmolaren (1,37 M) Mannitollésung (Neuwelt et al., 1985). Hierdurch werden die
Hirnendothelzellen zum Schrumpfen gebracht, wobei sich die Zell-Zell-Kontakte weiten
(Rapoport, 2000). Die osmotische Offnung der BHS wurde schon erfolgreich im
Tiermodell und bei Menschen mit hochmalignen Hirntumoren eingesetzt, um die
Effektivitit einer Chemotherapie zu erhéhen (Doolittle, 2000). Da die Methode schwer zu
handhaben ist, ist sie bisher nur in wenigen Zentren angewendet worden.

Eine Steigerung der Permeabilitit von Kapillaren in Hirntumoren konnte auch durch
Stimulation von Bradykinin-Rezeptoren erreicht werden. Lobradimil ist ein in der Klinik
bei Hirntumoren eingesetzter Bradykinin B2 Rezeptorantagonist (Warren et al., 2006,
Borlogan u. Emerich, 2003), der die TJ weitet, und eine erhohte Anreicherung von

Zytostatika im Hirntumorgewebe hervorruft.

1.3.1.3 Alkylglycerine

Kurzkettige Alkohole verdndern die physiko-chemischen Eigenschaften von Membranen.
Schon vor iiber 20 Jahren konnte gezeigt werden, dass durch permeabilititssteigernde
Eigenschaften von Alkylglycerinen radioaktive Marker vermehrt in das Gehirn von Ratten
gelangen (Unger et al., 1985).

Eine Bolusinjektion kurzkettiger Aklylglycerine in die Arteria carotis (A. carotis) wurde
zur Offnung der BHS im Tiermodell beschrieben (Erdlenbruch et al., 1998). Es konnte
gezeigt werden, dass eine Bolusinjektion einer isoosmolaren Losung in die A. carotis

interna an den GefiBen der ipsilateralen Hemisphiire des Hirns eine Offnung der BHS
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bewirkt (Abbildung 1, B). Wie die osmotische ist auch die Alkylglycerin-vermittelte
Offnung reversibel. Die Stirke der Offnung der BHS und der zeitliche Verlauf lassen sich
durch Auswahl verschiedener Derivate, und deren Konzentration steuern (Erdlenbruch et
al., 2000). Fiir Methotrexat (MTX) konnte nach Schranken6ffnung im Hirngewebe der
ipsilateralen Hemisphédre im Vergleich zur kontralateralen Hemisphire eine signifikante
Anreicherung gemessen werden. Pentylglycerin fiihrt zu einer kurzen Offnung der BHS,
die nach etwa 20 min wieder vorriiber ist. 2-O-Hexyldiglycerin (HG) fiihrt zu einer
Offnung, die bis zu 15 min nach der Gabe zu- und dann langsam wieder abnimmt. Etwa 30
min nach Gabe ist die BHS wieder geschlossen (Erdlenbruch et al., 2003a). Die
intraarterielle Verabreichung von 120 mM 1-O-Pentylglycerin sowie von 75 mM HG
zeigten im Tierversuch klinisch, laborchemisch und histopathologisch keine Anzeichen fiir
Toxizitdt. Auch in Langzeitexperimenten konnten bei behandelten Tieren keine Zeichen fiir
Toxizitdt der Alkylglycerine festgestellt werden. Bei Ratten mit Hirntumoren konnte mit
diesen Derivaten eine erhohte Konzentration von zusitzlich verabreichtem MTX im
Tumorgewebe und im Tumorrandgebiet nachgewiesen werden. Diese Anreicherungen von
Substanzen im Gesunden und tumortragenden Gehirn konnten mit Hilfe von Natrium-
Fluorescein (Na-Fl) unter Einsatz von Fluoreszenzmikroskopie visualisiert werden. So
konnte nach Offnung der BHS auch der Durchtritt von groBeren Molekiilen, wie
fluoreszenzmarkiertem Albumin und FITC-Dextran 40000 nachgewiesen werden.

Ein therapeutischer Effekt konnte nach einmaliger Chemotherapie mit Carboplatin oder
Cisplatin nach Offnung der BHS an gehirntumortragenden Ratten nachgewiesen werden
(Ronz, 2007). Die Tiere wurden 7 Tage nach Tumorzellimplantation einmalig behandelt.
Unbehandelte Kontrolltiere starben nach etwa 22 Tagen, mit Cisplatin therapierte Tiere
lebten im Mittel 26 Tage und Tiere die Cisplatin mit Offnung der BHS erhielten, lebten
durchschnittlich 36 Tage.

In Versuchen mit extrahierten Kapillaren aus Schweinehirn konnte gezeigt werden, dass
nach Zugabe von Alkylglycerinen Fluorescein aus dem umgebenden Medium parazellulér
ins Lumen der Kapillaren eindringt. Diese Beobachtung stiitzt die Hypothese, dass
Alkylglycerine die Dichtigkeit der TJ verringern (Erdlenbruch et al., 2003 b). Der genaue
Mechanismus der Schrankenoffnung konnte noch nicht geklidrt werden. Bislang wurde
auch nicht untersucht, ob Molekiile >150 kDa, wie Enzyme oder Antikorper nach der
Offnung der BHS mit Alkylglycerinen ins Gehirn eindringen kénnen und wie lange sich

auf diese Weise ins Gehirn eingebrachte Molekiile dort nachweisen lassen.
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1.3.2 Lokale Therapie

Ein weiterer Ansatz die BHS zu liberwinden, ist die direkte Einbringung von Therapeutika
ins Gehirn, wie beispielsweise in die Resektionshohle von Tumoren als lokoregionale
Therapie. Hier sind die Wirkstoffe direkt am Wirkort. Auch kénnen héhere Dosen oder
systemtoxische Substanzen eingesetzt werden, da ein Ubertritt ins BlutgefiBsystem zu
vernachléssigen ist.

In verschiedenen Studien wurden klassische Chemotherapeutika in bioabbaubare
Substanzen eingebettet (Westphal et al., 2003) und in die Resektionshdhle eingebracht. Im
Zuge der Biodegradierung dieser Substanzen wurden die Therapeutika nach und nach
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freigesetzt. Auf diese Weise kamen auch radioaktive “’I-Seeds zum Einsatz (Selker et al.,

2002, Laperriere et al., 1998). Allerdings lieB sich das progressionsfreie Uberleben der
Patienten durch keine der Methoden wesentlich steigern. Zudem traten im Falle des '*°I
Einsatzes noch strahlungsbedingte Nekrosen auf.

In der Radioimmuntherapie wurden auch radioaktiv markierte monoklonale Antikérper,
die gegen tumorassoziiertes Tenascin gerichtet sind, lokal eingesetzt (Reardon et al., 2002,
2006 b). Hier konnte bei Patienten mit Glioblastom-Rezidiven ein erhohtes
Gesamtiiberleben erreicht werden.

Weiterhin sind Mikroinfusionspumpen oder Katheter (convection enhanced delivery)
zum FEinsatz gekommen, die unterschiedliche Substanzen, wie Chemotheapeutika (Lidar et
al., 2004), Genvektoren (Voges et al., 2003), tumorspezifische Toxin-Konjugate (Parney et
al., 2005) oder Antisense-Oligonucleotide (Bogdahn et al., 2007) in die Resektionshohle
gepumpt haben. Von diesen Substanzen erbrachte die Behandlung mit Antisense-

Nucleotiden bisher die vielversprechendsten Ergebnisse.

1.3.3  molecular targeted-Therapie

In den letzten Jahren wurden im Glioblastom viele fiir die Malignitit wichtige, genetische
und molekulare Besonderheiten, sowie Signalwege und deren Aktivierungskaskaden
beschrieben (Hutterer et al., 2006). Diese Kenntnisse erlauben den Einsatz von
Therapeutika, die solche Molekiile gezielt hemmen, die Proliferation, Invasion oder
Angiogenese steuern. Zum Beispiel wurde fiir die folgenden Wachstumsfaktoren und ihre
Rezeptoren eine Funktion bei der Entstehung eines malignen Glioms beschrieben: PDGF/R
(Platelet-Derived-Growth-Factor/-Receptor), EGF/R, FGF/R (Fibroblast-Growth-Factor/-
Receptor), VEGF/R (Vascular-Endothelial-Growth-Factor/-Receptor), 1GF/R (Insulin-
Growth-Factor/-Receptor), TGF-a (Transforming-Growth-Factor-alpha/-Receptor) und
TGF-B/R  (Transforming-Growth-Factor-Beta/-Receptor). Die meisten Rezeptoren flr
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Wachstumsfaktoren besitzen Tyrosinkinase-Aktivitdit. Daher sind die Rezeptor
Tyrosinkinasen die wichtigsten Ziele der molecular targeted Therapie (Sathornsumetee u.
Rich, 2007, Newton, 2003).

In 67 % der EGFR-positiven Tumoren ist der Rezeptor mutiert und dadurch konstitutiv
aktiviert (Kuan et al.,, 2001). Die gingigen targeted Therapeutika sind monoklonale
Antikorper und Inhibitoren mit geringer MolekiilgroBBe (low-molecular-weight inhibitors).
Einer von verschiedenen Antikdrpern, die an den EGF-Rezeptor binden, ist Cetuximab. Er
verhindert die Bindung von EGF und TGF-a und stimuliert die Rezeptorinternalisierung
(Baselga, 2001).

PDGF induziert Wachstum und Angiogenese des Glioblastoms. Im gesunden Gehirn
verursacht PDGF-Infusion das Gliom-dhnliche Wachstum von neuralen Stammzellen
(Jackson et al., 2006). Ein in Phase I/II Studien eingesetzter Inhibitor ist Imatinib (Wen et
al., 2000).

VEGFA st der Schliisselfaktor der Tumorhdmangiogenese (s.1.1.8) und seine
Expression korreliert mit der Malignitit von Gliomen. Eine hohe Gefdf3dichte im Gliom ist
mit einer schlechten Prognose assoziiert (Oehring et al., 1999, Leon et al., 1996).
Bevacizumab ist ein humanisierter Antikorper, der an den VEGF-Rezeptor bindet und bei
Hirntumoren in Kombination mit Irinotecan eingesetzt wurde (Vredenburgh et al., 2007).

Es gibt auch verschiedene Tyrosinkinase-Inhibitoren, die FGF-Rezeptor-, IGF-
Rezeptor- und TGF-B-Rezeptor-vermittelte Tyrosinkinase-Aktivitdt inhibieren. Bisher gibt
es allerdings keine klinischen Anwendungen (Hutterer et al., 2006).

Andere Inhibitoren greifen in den durch die Rezeptor Tyrosinkinasen aktivierten
intrazelluldren Signalwegen ein. Ras/Raf/MEK und PI3K/Akt/mTOR sind die
Schliisselmolekiile dieser Signaltransduktionskaskaden. Tipifarnib, ein Ras-Inhibitor wurde
bereits in klinischen Studien eingesetzt (Cloughesy et al., 2005). Temsirolimus ist ein m-
TOR-Inhibitor, der ebenfals schon in Studien am Patienten zu Einsatz kam (Galanis et al.,
2005).

Zusammengefalit gibt es eine Fiille von neuen molecular targeted Therapeutika, die
schon an Menschen mit malignen Hirntumoren eingesetzt wurden. Die Fallzahlen sind
allerdings klein. Viele weitere Inhibitoren sind noch in der Entwicklung (Sathornsumetee
und Rich, 2008, Hutterer et al., 2006). Keiner dieser Inhibitoren oder Antikorper, die bisher
in klinischen Studien getestet wurden, konnte eine durchgreifende Verbesserung in der
Glioblastombehandlung erzielen. (Brandes et al., 2008, Norden et al., 2008).

Da nicht alle Gliome das gleiche Expressionsmuster zeigen, ist fiir eine verbesserte
molecular  targeted Therapie 1in Zukunft eine genaue molekulargenetische
Charakterisierung jedes Glioms nétig. So konnte eine auf den individuellen Tumor

abgestimmte Therapie mit einer Kombination aus Antikérpern, Inhibitoren, Strahlen- und
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Chemotherapie eingeleitet werden (Ermoian et al., 2009, Brandes et al., 2008, Norden et
al., 2008, Sathornsumetee und Rich, 2008, Hutterer et al., 2006).

1.3.4 Gentherapie

Ein weiterer seit Jahren bekannter moglicher Therapieansatz ist die Gentherapie. Dabei
kann durch Viren ein Stiick DNA (z.B. ein bestimmtes Gen) in das Genom der Tumorzelle
eingebaut werden. Die Zelle stellt dann die gewlinschte Ribonucleinsdure (RNA) (oder das
Protein) selbst her. Ein Beispiel hierfiir ist die suicide gene therapy, die schon in Phase I11-
Studien am Menschen eingesetzt wurde (Rainov, 2000, Stockhammer et al., 1997). Dabei
wird das Retrovirus Herpes Simplex Virus type 1 lokal eingebracht, wo es die
Glioblastomzellen mit dem Herpes-Simplex-Virus-Thymidinkinase-(HSVTk) Gen
transduziert. Dieses Gen wird normalerweise nicht in Sédugern exprimiert. HSVTk
phosphoryliert nachfolgend systemisch verabreichtes Ganciclovir das dann die zelluldre
DNA-Replikation inhibiert und zum Zelltod fiihrt (Moolten, 1986).

Auch bei dieser Studie konnte kein signifikant lingeres Uberleben der Patienten erreicht
werden als mit Radio-Chemotherapie (Rainov, 2000). Ein Grund hierfiir mag die geringe
Transduktionsrate im menschlichen Glioblastom von nur 1% sein (Hutterer et al., 2006).
Im Tiermodell sind auch schon lytische Viren erfolgreich eingesetzt worden. Wegen der
unklaren Nebenwirkungen schreckt man jedoch noch davor zuriick, diese beim Menschen
einzusetzen.

Eine Gentherapie im weiteren Sinne ist die lokale Applikation von Antisense-
Oligonucleotiden in den Tumor. Durch Gabe von spezifisch fiir eine mRNA hergestellten
Antisense-Oligonucleotiden greift man in den Translationsvorgang ein und verhindert
spezifisch die Synthese eines bestimmten Molekiils in der Zelle (Hutterer et al., 2006). Ein
Beispiel hierfiir ist Gabe von spezifischen Antisense-Oligodeoxynucleotiden (AP12009),
gegen humane TGF-B2 mRNA die die TGF-B2-Sekretion von Gliomzellen reduzieren
(Schlingensiepen et al. 20006).

Diese ist also =zusétzlich sowohl eine molecular targeted, als auch eine
immunmodulatorische Therapie, da TGF-B2 im Glioblastom als wichtigster, sezernierter

Immunsuppressor gilt (s.1.1.7).

1.3.5 Immuntherapie

Immuntherapien zielen darauf ab, dass das korpereigene Immunsystem den Tumor

bekdampft oder immunsuppressive Wirkungen der Hirntumorzellen antagonisiert.



Einleitung 18

Die Gabe von Zytokinen wie Interleukin-2 (Boiardi et al., 1994, Merchant et al., 1990)
oder Interferon-y (Wolff et al.,, 2006, Farkkila et al., 1994) zur Steigerung der
unspezifischen Immunitdt zeigte toxische Nebenwirkungen und keine Wirksamkeit bei
Gliomen.

Die ex-vivo-Stimulation von allogenen und autologen Lymphozyten und deren lokale
Infusion in den Tumor zeigte ebenso keine Wirksamkeit (Zeltzer et al., 1999, Plautz et al.,
1993) wie die Reinfusion von mit toten Tumorzellen vakzinierten und in vitro stimulierten
zytotoxischen T-Lymphozyten (Solan et al., 2000). Zur Verbesserung der adoptiven T-Zell-
Therapie sind weitere Innovationen der ex vivo T-Zell-Manipulation vonndten (Okada et
al., 2009).

Die aktive Immuntherapie (Impfung) ist eine weitere Form der Immuntherapie. Dabei
wurden mehrere Strategien verfolgt. Zum FEinen wurden bestrahlte oder allogene
Tumorzellen subkutan (s.c.) gespritzt (Okada et al.,, 2009). Zum Anderen wurde eine
Impfung mit dendritischen Zellen durchgefiihrt. Hierbei werden aus Makrophagen des
Patienten differenzierte dendritische Zellen s.c. appliziert, die mit dem inaktivierten
Homogenat des resezierten Tumormaterials beladen wurden. Die dendritischen Zellen
migrieren zu lokalen Lymphknoten und stimulieren zytotoxische T-Zellen und T-
Helferzellen. Wenn so aktivierte T-Zellen dann die Tumorregion infiltrieren, konnen sie
gezielt gegen die Tumorzellen vorgehen (De Vleeschouwer et al., 2008, De Vleeschouwer
et al., 2005). Diese Therapie zeigt, genauso wie die TGF-B Antisense-Therapie, bisher vor

allem bei jlingeren Patienten sehr vielversprechende Erfolge.

1.4 Transforming growth factor beta (TGF-3)

Ein mdgliches Ziel bei der Behandlung ist das in vielen Gliomen hochregulierte Zytokin
TGF-B2 (Kjellman et al., 2000, Piek et al., 1999, Gold, 1999). Wahrend TGF-B1 und 3
weniger stark exprimiert werden ist TGF-B2 sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf
Proteinebene in hochmalignen Gliomen stark exprimiert. Die Stirke seiner Expression
korreliert positiv mit dem Tumorgrad und der Tumorprogression (Kjellman et al., 2000).

TGF-B ist ein Mitglied einer grofen, in der Evolution konservierten Familie von
pleiotropen Zytokinen. 33 Mitglieder der Familie sind in Sdugern bekannt. Darunter sind
die drei Isoformen TGF- $1-3, Activine und bone morphogenetic proteins (Schmierer und
Hill, 2007, Shi u. Massague, 2003, Heldin et al., 1997). TGF-$ kann je nach Gewebe die
unterschiedlichsten, teils gegenteiligen Wirkungen auf die Zielzellen haben. So kann TGF-
B Proliferation und Differenzierung, Adhdsion und Migration und Apoptose oder
Apoptoseresistenz vermitteln (Massague, 1998). Alle Liganden der TGF-B-Familie werden

als inaktive dimere Proteine generiert, wovon im Golgi-Apparat jeweils das C-terminale
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aktive TGF-B-Molekiil abgespalten wird (Dubois et al., 1995). Zunéchst bleibt das TGF-f3-
Molekiil noch mit dem N-Terminale Molekiil, dem latent assoziierten Protein (LAP)
assoziiert, welches durch Disulfid-Briicken an das latent bindende Proteine (LTBP)
gebunden wird. Die LTBP sind Multidoméinen-Glykoproteine, welche die Sezernierung
und Speicherung im Interzellularraum vermitteln. In der extrazelluldren Matrix (EZM) wird
TGF-B durch Abspaltung der bindenden Proteine aktiviert. Die Aktivierung in vivo wurde
bisher durch Integrin avp6 und Thrombospondin gezeigt. (ten Dijke u. Arthur, 2007,
Rifkin, 2005).

1.4.1 TGF-p Signalwege

TGF-B2 und 3 werden im gesunden Gehirn in Astrozyten der weissen Substanz, wie auch
in Neuronen des Kortex, Hippocampus, Striatium, Hirnstamms und des Kleinhirns
exprimiert. TGF-B1 wird in den Meningen und im Choroid Plexus exprimiert (Unsicker
und Strelau, 2000), andere Expressionsorte fiir TGF-B1 sind noch nicht endgiiltig geklért
(Mecha et al., 2008).

TGF-B vermittelt seine zelluliren Effekte indem es an einen Komplex aus
transmembranen Typ I- und Typ II-Serin/Threonin Kinase Rezeptoren bindet. In Sdugern
gibt es fiinf verschiedene Typ II-Rezeptoren und sieben verschiedene Typ I-Rezeptoren,
auch als activin receptor-like kinases (ALKs) bezeichnet (Schmierer und Hill, 2007, Shi
und Massague, 2003, Heldin et al., 1997). Durch die Bindung von TGF- wird ein
heteromerer Komplex aus Dimeren von Typ I- und Typ II-Rezeptor gebildet. Der
konstitutiv aktive Typ II-Rezeptor aktiviert den Typ I-Rezeptor an spezifischen Serin und
Threonin-Resten in der intrazelluliren Region durch Phosphorylierung. In den meisten
Zellen lauft die Signalweiterleitung iiber den Typ II-Rezeptor und ALKS (Goumans et al.,
2002, Oh et al., 2000).

Reguliert wird die Anbindung von TGF-B an die signalweiterleitenden Typ I- und Typ
II-Rezeptoren durch Ligand-Binde-Proteine und Helfer-Typ IlI-Rezeptoren. Gut
untersuchte Beispiele fiir Typ III-Rezeptoren sind Endoglin und Betaglycan (ten Dijke et
al., 2008, ten Dijke und Arthur, 2000).

Durch Kombination der Rezeptortypen sind unterschiedliche Zellantworten inflolge der
Bindung ein und desselben Liganden mdglich.

Der aktivierte Rezeptor Typ I kann Rezeptor-regulierte Smads (R-Smads) an ihren zwei
Serin-Resten am Carboxylende aktivieren. ALK 4 und 5 induzieren die Phosphorylierung
von R-Smad2 und 3, wihrend ALK, 2, 3 und 6 R-Smad 1, 5 und 8 phosphorylieren. Die
so aktivierten R-Smads formen mit Smad4 einen Komplex, der in den Nucleus gelangt.

Hier konnen sie zusammen mit anderen Proteinen die Transkription von spezifischen
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Zielgenen regulieren. Inhibitor Smads, wie Smad 6 und 7 kénnen die Aktivierung der R-
Smads inhibieren. Dies geschieht durch kompetitive Interaktion mit dem Typ I Rezeptor
oder durch Anbindung von Ubiquitinligasen oder Phosphatasen, die den aktivierten
Rezeptorkomplex jeweils zum Ziel fiir Proteasomen machen, oder ihn dephosphorylieren.
Der Smad-Signalweg vermittelt tumorsuppressive Zellantworten wie Wachstumsarrest.
(Schmierer und Hill, 2007, Shi und Massague, 2003, Heldin et al., 1997).

Der auch durch den Phosphorylierten Rezeptor Typ I aktivierte TRAF6-TAKI-
JNK/p38-Signalweg reguliert die Expression von Genen im Zusammenspiel mit dem
Smad-Signalweg. Durch ihn kann sowohl Apoptose, als auch die Ausbildung eines
mesenchymalen Phianotyps induziert werden (Yamashita et al., 2008).

Der aktivierte Rezeptor Typ I kann auch den Ras/Raf/Erk/MAPK-Signalweg aktivieren.
Durch diesen werden Gene aktiviert die einen mesenchymalen Phidnotyp ausmachen.
Dieser Signalweg spielt im Tumor bei der TGF-B-vermittelten Metastasierung und Invasion
eine Rolle (Lee et al., 2006, Thiery, 2003).

Die Signalweiterleitung kann auch tliber Rho-like GTPasen, wie RhoA, Rac und Cdc42
erfolgen. Wie die MAP Kinasen Signalwege spielt auch die Signalweiterleitung liber RhoA
eine Schliisselrolle bei der Vermittlung eines mesenchymalen Phénotyps. Diese Signale
konnen direkt an den Wirkort weitergeleitet werden und vermitteln so einen schnellen
Effekt, z.B. Dynamik des Zytoskeletts und Lockerung des Kontakts von TJ (Barrios-
Rodiles et al., 2005).

Letztlich gibt es noch den PI3K/Akt Signalweg, der durch den Typ-1 Rezeptor aktiviert
werden kann. Dieser spielt als Hemmer des iiber Smads vermittelten Wachstumsarrests
eine Rolle (Song et al., 2006).

1.4.2 TGF-B im Glioblastom

Von Glioblastomzellen abgegebenes TGF-B hat unterschiedliche Wirkungen auf die
Tumorprogression (Platten et al., 2001).

Im Matrigel-Invasionsassay konnte gezeigt werden, dass TGF-B1 und 2 die Expression
von Matrix-Metalloproteinasen in Gliomzellen steigert und die Expression von Inhibitoren
der Metalloproteinasen hemmt (Wick et al., 2001, Nakano et al., 1995). Die Matrix-
Metalloproteinasen degradieren die EZM und erlauben den Gliomzellen sich auszubreiten
und das umliegende Hirnparenchym zu infiltrieren (Lakka et al., 2004, Uhl et al., 2004,
Rao, 2003, Platten et al., 2001). Inhibition von TGF-f reduziert die Migration von
Gliomzellen (Wesolowska et al., 2008).

Mit steigender Malignitét verliert die TGF-B1 Expression an Bedeutung. TGF-B2 wird

weiterhin stark exprimiert und vermittelt seine Effekte. Wie auch in anderen Erkrankungen
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fungiert TGF-f in niedrigmalignen Gliomen als Tumorsuppressor, wihrend in
hochmalignen Gliomen ein ,,switch* zur TGF-B-vermittelten autokrinen (und parakrinen)
Wachstumsstimulation stattfindet (Seoane, 2006, Jachimczak et al., 1996). Ein gestortes
Gleichgewicht zwischen dem Smad-Signalweg und dem MAPK-Signalweg wird, wie auch
bei anderen malignen Zelltypen (Akhurst und Derynck, 2001) als eine mogliche Ursache
fiir dieses Phidnomen diskutiert (Nickl-Jockschat et al., 2007). Der Smad-Signalweg
vermittelt hauptsédchlich antiproliferative Effekte (Massague 1998). Mutationen des TGF-3
Rezeptors, der Smads oder anderer Effektoren der Signalkaskade werden fiir den Verlust
des antiproliferativen Effekts von TGF-3 verantwortlich gemacht (Rich et al., 1999, Rich et
al., 2001, Kjellman et al., 2000). Der TGF-B-aktivierte MAPK-Signalweg gilt als Induktor
eines mesenchymalen Phianotyps (Derynck und Zhang, 2003, Teicher, 2001).

TGF-B hat auch einen Angiogenese fordernden Effekt, indem es die Expression
angiogener Faktoren, wie VEGF und basic fibroblast growth Faktor induziert (Akhurst and
Derynck, 2001, Pepper, 1997, Koochekpour et al., 1996).

Das von Glioblastomzellen sezernierte TGF-B hat nicht nur autokrinen Einflul3, sondern
wirkt auch parakrin auf andere Zellen, die entsprechende Rezeptorproteine auf ihrer
Oberflache exprimieren.

So induziert TGF-B1 die Synthese des Wachstumsfaktors Platelet-derived growth
Faktor-A und B in Endothelzellen und in gefaBassoziierten Glattmuskelzellen (Dunn et al.,
2000). Ein weiterer Mechanismus, mit dem TGF- die Angiogenese in Endothelzellen
induziert ist die Hochregulierung von a,f; Integrin auf der Oberflache von Endothelzellen,
was zur Bindung und Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen fiihrt, welche die EZM
degradieren und somit den Endothelzellen das Einwandern in den Tumor ermdéglichen
(Platten et al., 2001).

Zudem spielt TGF-P eine zentrale Rolle als immunsuppressives Cytokin. Es unterdriickt
die Reifung und Antigenprdsentation dendritischer und anderer antigenpridsentierender
Zellen, inhibiert Natural Killer (NK)-Zellen und verhindert die Aktivierung und
Differenzierung von zytotoxischen T-Zellen (Friese et al., 2004, Friese et al., 2003, Weller
and Fontana, 1995, Bodmer et al., 1989).

1.4.3 Anti-TGF-B Antikorper 1D11

Der murine Antikdrper 1D11 bindet die aktiven TGF-B-Isoformen 1, 2 und 3 und
verhindert damit ihre Bindung an TGF-B-Rezeptoren (Dasch et al., 1998). So kann der
Antikorper die durch TGF-3 ausgeloste Signaltransduktion verhindern.

In in vivo-Studien mit inravends applizierten Nierenkarzinomzellen konnte die

Behandlung mit 1D11 die Anzahl der Metastasen in der Lunge von Méusen reduzieren (Liu
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et al., 2007 a). Auch bei der Behandlung von Brustkrebs im Mausmodell wurde der 1D11-
Antikorper schon erfolgreich eingesetzt (Nam et al., 2008). In der Zellkultur ist der Einfluf3
von 1D11 auf Endothelzellen nach Kultur in U87MG-konditioniertem Medium beschrieben
(Pen et al., 2008). Der Effekt einer 1D11-Behandlung von Glioblastomen in vivo ist noch
nicht untersucht worden.

1.5 Optical imaging

Fiir Patienten stehen schon viele nicht-invasive bildgebende Verfahren zur Verfiigung mit
denen man z. B. Tumoren im Gehirn darstellen kann (z.B. CT, MRT, PET, SPECT und
andere). Auch in der Forschung nimmt der Einsatz von Bildgebungsverfahren in den
letzten Jahren zu. Diese haben den Vorteil, dass Informationen im lebenden Tier nicht-
invasiv ermittelt werden konnen. So kann ein biologischer Prozess in ein und demselben
Tier iiber die Zeit genau verfolgt werden. Dadurch verringert sich auch die Zahl der fiir
Versuche benoétigten Tiere.

In vivo Fluoreszenzbildgebung ermoglicht die Realisierung von Zeitkinetiken
fluoreszierender Proben im Tier. Durch Einsatz von fluoreszierenden Chromophoren, die
im nahen Infrarotbereich zwischen 650 nm und 900 nm fluoreszieren, wird eine gute
Gewebedurchdringung erreicht (Wessels et al., 2007, Gurfinkel et al., 2003). Auch ist die
Autofluorezenz des Gewebes im Vergleich zu green fluorescent protein-basierten
Messungen geringer. So kdnnen biologische Prozesse in vivo auch auf molekularer Ebene
untersucht werden.

Das eXplore Optix-System ist sehr gut fiir die molekulare Bildgebung in lebenden
Maiusen geeignet. Es ist ein laserbasiertes, optisch zeitauflosend im nahen Infrarotbereich
messendes System. Es ermdglicht neben der Intensitidtsmessung (Keren et al., 2008, Ma et
al., 2007) auch die Messung der Fluoreszenzanregungslebensdauer (/ifetime (LT)) fiir die
eingesetzten Farbstoffe (Bloch et al., 2005). So kann Autofluoreszenz von spezifischen
Fluoreszenzsignalen unterschieden werden. Durch die Moglichkeit der wiederholten
Messung kann die Anreicherung und Eliminierung von fluoreszenzmarkierten
Therapeutika (wie z.B. von Fluoreszenzmarkiertem 1D11) in Organen oder dem Tumor

ermittelt werden.

1.6 Zielsetzung

Die Heilungsaussichten von Patienten mit Glioblastomen konnte in den vergangenen

Jahren mit den zur Verfligung stehenden Therapiestrategien nicht wesentlich verbessert
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werden. Daher ist die erfolgreiche Behandlung maligner Hirntumoren auch weiterhin eine
besondere Herausforderung an die moderne Onkologie.

So ist z.B. weder die Frage nach dem geeigneten Medikamenten-,,Cocktail® fiir die

einzelnen Gliomvarianten gekart, noch eine allgemein gut vertrdagliche Methode zur BHS-
Uberwindung fiir einzelne Therapeutika etabliert.
Ziel dieser Arbeit ist, neue experimentelle Ansidtze zur Behandlung maligner Gliome im
Mausmodell zu evaluieren. Dies soll unter Verwendung von in vivo-Imaging,
Fluoreszenzmikroskopie und verschiedenen Firbetechniken der Gewebe durchgefiihrt
werden.

Es wird ein anti TGF-f Antikorper (1D11) auf seine potentielle Anwendbarkeit als
wmolecular targeted Therapeutikum gegen maligne Gliome getestet. Dafiir wird 1D11
sowohl in der Zellkultur, als auch im Mausmodell zur Behandlung implantierter
Glioblastome eingesetzt. Der Antikorper bindet die TGF-B Isoformen 1-3, und inhibiert
damit deren Interaktion mit dem Rezeptor (Dasch et al., 1998). Die Langzeitapplikation
dieses Antikdrpers hat in gesunden Médusen nur geringe Nebenwirkungen gezeigt (Ruzek et
al., 2003).

Anreicherung und therapeutische Wirksamkeit des 1D11 Antikorpers auf die
Tumorbildung soll zunéchst in subkutan (s.c.) anwachsendenen Gliomen gezeigt werden,
bevor die Anreicherung in intrazerebralen Tumoren visualisiert wird und diese behandelt
werden.

Alkylglycerine eignen sich zur Offnung der BHS. In gesunden Ratten wurde nach
intraarterieller Applikation, sowie unter i.v. Langzeitbehandlung keine Anreicherung von
Alkylglycerinen in Organen gezeigt und es sind keine Nebenwirkungen aufgetreten
(Erdlenbruch et al., 2005). Es soll die Mdglichkeit einer Erhohung der Konzentration von
Antikérpern im gesunden und tumortragenden Gehirn unter Anwendung von
Alkylglycerinen zur Offnung der BHS ermittelt werden. Dariiberhinaus wird der Verbleib
der Antikorper im Hirn genauer untersucht.

Diese Arbeit soll einen Beitrag zur Evaluation der Effektivitit neuer

Behandlungsstrategien zur Hirntumortherapie leisten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite
Gerit Modell Hersteller
Auflichtmikroskop DMIRB Leica Microsystems,
Wetzlar
Automatischer Pipettierer Microlab m Hamilton, Bonaduz,
Schweiz
Brutschrank BBD6220 Haeraeus instruments,
Gottingen
Durchlicht-und Leica 5000B Leica Microsystemes,
Fluoreszenzmikroskop Wetzlar
Einbettstation EG1160 Leica Microsystems,
Wetzlar
Entwésserungsautomat TP1020 Leica Microsystems,
Wetzlar
Entwicklermaschine Optimax Typ TR M.Schroeder Laborgeraete,
Heidelberg
Gelkammer Vertikale Minigelanlage Biometra, Gottingen
Implantationsspritze Microliter™ Hamilton, Bonaduz,
Syringes, 10ul Schweiz
Infusionspumpe Perfusor fm B. Braun, Melsungen
Kryomikrotom LeicaCM3050S Leica Microsystems,
Wetzlar
Mikrotiterplatten-Lesegerit Sunrise Tecan, Crailsheim
Mikrotom Leica RM2165 Leica Microsystems,
Wetzlar
NIR in vivo eXplore Optix ART, Montreal, Canada
Fluoreszenzmessgerit
Operationsbesteck Pinzetten, Scheren, Carl Teufel GmbH & Co,
Klemmen Liptingen
Operationsleuchte Hanaulux, 2208 Medap, Feldkirch
Operationsmikroskop OpMi-1 Zeiss, Gottingen
Partikelzéhler Beckman Coulter Beckman, Cal, USA
Pipettus Easypet Eppendorf, Wesseling-

Berzdorf

Semi-Dry-Blot Apparatur Fastblot B44 Biometra, Gottingen

Spannungsgeber EPS 3500 Pharmacia Biotech,
Freiburg

Stereomikroskop Leica MZFLIII Leica Microsystems,

Wetzlar
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Gerit Modell Hersteller

Stereotaxiegerét Modell 900 Kopf Instruments, Tujunga,
California

Sterilbank Bio GARD Hood Class II | Sanford, Maine

TYPE A

Zentrifuge Biofuge 13, 5810R Eppendorf, Wesseling-
Berzdorf

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller

96-well Platten

Becton Dickinson, Heidelberg

Centricon Filter, 10000 NMWL

Millipore, Schwalbach Theissungen

Deckglidschen

Menzel-GmbH&Co KG, Braunschweig

Dialysierschlauch Visking, Type 20/32

Serva, Heidelberg

Einfrier-Einbettmittel Tissue-Tek®

Sakura Finetec Europe, Zoeterwoude,
Niederlande

Einmalhandschuhe Hartmann, Heidenheim
Filterpapier Whatman, East Sussex, England
Geflochtene Seide USP 7/0 Vomel, Kronberg

Gewebekassetten Klinipath b.v., Duiven, Niederlande

Haut-Antiseptikum, Kodan®™

Schiilke & Mayr, Norderstedt

Immobilon-P Membran (PVDF, 0,45 uM)

Millipore, Schwalbach Theissungen

Kaniilen 27G und 20G

B. Braun, Melsungen

Kryomikrotom-Klingen 819

Leica Microsystems, Wetzlar

Mikrotom-Klingen N35

Feather, K6ln

Nahtmaterial fir Mause, Seralon 7/0

Serag Wiessner, Nailer

Objekttrager flir Gefrierschnitte, Superfrost-
Plus

Menzel-GmbH&Co KG, Braunschweig

Objekttrager flir Paraffinschnitte

Menzel-GmbH&Co KG, Braunschweig

Paraffin, Paraplast Plus

tyco Healthcare, Kendall, USA

Petrischalen, Falcon 3003

Becton Dickinson, Le Pont De Claix,
Frankreich

Pipetten 1 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml

Sarstedt, Niimbrecht

Pipettenspitzen 10 pl, 100 pul, 1000 pl

Sarstedt, Niimbrecht

Polyethylen- Rohrchen mit
Schraubverschlufl 10 ml, 50 ml

Greiner bio-one, Frickenhausen

Reagiergefilie Sarstedt, Niimbrecht

Sephadex G25 Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala,
Schweden

Skalpelle HMD Healthcare Ltd. Norsham, England

Spritzen, 1ml, 5 ml

Beckton Dickinson, Le Pont De Claix,
Frankreich

Sterile Wundkompressen

Hartmann,Heidenheim

Sterilfilter, Minisart, 0,2um

Sartorius, Gottingen
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Material Hersteller
U-100 Insulin-Spritzen 0,5 ml, Micro-Fine+ | Beckton Dickinson, Le Pont De Claix,
Frankreich

Zellkulturflaschen 25 cm?, 75 cm? und 175 Greiner bio-one, Frickenhausen
cm?

Zellstoff, Pehazell Hartmann, Heidenheim

2.1.3 Medikamente und Chemikalien

2.1.3.1 Alkylglycerine

Unterschiedliche Derivate von Alkylglycerinen wurden in Zusammenarbeit mit Prof. H.
Eibl vom Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie in Géttingen entwickelt. Die
Rechte fiir 2-O-Hexyldiglycerin (HG) hat die Firma Genzyme, Corp. (Cambridge, MA,
USA) erworben. Das zur Offnung der BHS verwendete HG wurde freundlicherweise von
der Firma Genzyme, Corp. zur Verfiigung gestellt. Dabei handelt es sich um ein
amphiphiles Molekii, das einen hydrophilen Kopf an einer hydrophoben
Kohlenwasserstoffkette besitzt. Eine gebrauchsfertige Losung wurde vor Versuchsbeginn
immer frisch angesetzt. Um osmotische Effekte zu vermeiden, wurde die HG-Ldsung mit
Aqua ad injectionem und physiologischer Kochsalzlosung so verdiinnt, dass eine

isoosmolare Losung mit einer Osmolaritéit von etwa 300 mosmol/kg entstand.

apolare Kette Q polarer Kopf

(rac)-2-O-Hexyldiglycerin

NN
0 OH
HO o\)\/OH

Abbildung 2: Strukturformel von 2-O-Hexyldiglycerin
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2.1.3.2 Medikamente

Medikament Hersteller Dosierung

Antisedan®™ Pfizer 0,2 mg kg™ Korpergewicht

(Atipamezolhydrochlorid) (KG)

Hostaket™ Intervent 85 mg kg KG

(Ketaminhydrochlorid)

Isofluran Baxter GmbH Sauerstoff-Isofluran (1%)
Gasmix

Rimadyl” Pfizer 5 mg kg’ KG

Rompun® Bayer 7,5 mg kg’ KG

(Xylazinhydrichlorid)

2.1.3.3 Chemikalien

Chemikalie Hersteller

2-Methylbutan

Riedel-de-Haén, Seelze

3,3-Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid (DAB)

Roth, Karlsruhe

Aceton Sigma, Deisenhofen
Acrylamid-Mix Rotiphorese Gel 30 Roth, Karlsruhe
Agarose AG Plus Santa Cruz, Heidelberg

Ammonium-Nickel-Sulfat

Merck, Darmstadt

Ammoniumpersulfat (APS)

Merck, Darmstadt

Aqua ad iniectabilia

B. Braun, Melsungen

Bromphenolblau Sigma, Deisenhofen
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, Deisenhofen
Depex Sigma, Deisenhofen

Fisessig (Essigsdure 100%)

Roth, Karlsruhe

Entellan-Neu (nicht-wissriges

Merck, Darmstadt

Eindeckmedium)

Eosin C.I. 45380 Roth, Karlsruhe

Essigsdure Roth, Karlsruhe

Ethanol 99% vergillt Chemie-Vertrieb, Hannover
Extravidin-Peroxidase Sigma, Deisenhofen

Fetal calf serum (FCS) Biochrom, Berlin
Fluoromount G (wéssriges Biozol, Eching
Eindeckmedium)

Glycin Sigma, Deisenhofen

Hémalaun nach Mayer

Roth, Karlsruhe

Isotone Natriumchloridlésung( 0,9 %)

B. Braun, Melsungen

Kernechtrot

Appli Chem, Darmstadt

Methanol 99,9%

Roth, Karlsruhe

Milchpulver (non-fat)

Bio-Rad, Miinchen

N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin

Roth, Karlsruhe

(TEMED)
Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Natriumcitrat Sigma, Deisenhofen
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Chemikalie Hersteller

Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva, Heidelberg

Natronlauge Merck, Darmstadt

Paraformaldehyd Roth, Karlsruhe

Penicillin/Streptamycin (je 5000 U/ml) Cambrex, Apen

Polyethylenglycol MG 20000 Serva, Heidelberg

Ponceau S Sigma, Deisenhofen

Pospate buffered saline (PBS Dulbecco) Biochrom, Berlin

(Pulver)

Rinderserumalbumin (BSA) Fermentas, St. Leon-Rot

Roti-Histol Roth, Karlsruhe

Salzsdure Merck, Darmstadt

Tris X (Base) Merck, Darmstadt

Tween 20 Calbiochem

Wasserstoffperoxid 30% Roth, Karlsruhe

Xylol Roth, Karlsruhe

Zitronensiure Merck, Darmstadt

-Mercaptoethanol Serva, Heidelberg

2.1.4 Puffer und Medien

Fertige Puffer/Medium Verwendung Hersteller

PBS (fertiger Puffer) Zellkultur, Perfusion, Lonza, Basel, Schweiz
Immunfluoreszenz

RPMI 1640 Zellkultur Lonza, Basel, Schweiz

MEM-Earle Zellkultur Biochrom, Berlin

DMEM 1 g/l Glukose und L- Zellkultur Biochrom, Berlin

Glutamin

Trypsin 200 mg/l Versene Zellkultur Lonza, Basel, Schweiz

(EDTA)

Selbst hergestellte Puffer Verwendung Zusammensetzung

Bicarbonatpufter Kopplung von 150 mM Na,COs in Aqua dest.,
Farbstoff an Proteine | pH 9,3

NaCl-Phosphatpuftfer Kopplung von 100 mM NaCl, 50 mM

Farbstoff an Proteine

NaH2P04, 1 mM EDTA in
Aqua dest., pH 7,5

Citratpuffer Immunhistochemie 1,8 mM Zitronensiure + 11
mM Natriumcitrat in Aqua
dest., pH 6
Blockpuffer Immunhistochemie 1% BSA in PBS, 0,1 % Tween
und 20
Immunfluoreszenz
Blockpufter Western-Blot TBS mit 5 % non-fat dry milk,

0,1 % Tween 20
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Selbst hergestellte Puffer

Verwendung

Zusammensetzung

Blotpuffer Western-Blot 48 mMTris, 39 mM Glycin, 20
% Methanol (pH ~ 9,2 ; nicht
einstellen)

Tris buffered saline (TBS) Western-Blot 150 mM NacCl, 20 mM Tris-Cl
(pH 7.5)

Laufpuffer (5x) Western-Blot 125 mM Tris, 1250 mM Glycin,
0,5 % SDS

Waschpuffer Western-Blot TBS mit 0,1 % Tween 20

Probenpuffer (2x) Western-Blot 125 mM Tris-Cl (pH 6,8), 30 %

Glycerin, 4 % SDS, 0,002%
Bromphenolblau, 2 % B-
Mercaptoethanol (erst vor
Gebrauch zugeben)

Paraformaldehyd (PFA) 4%
Gewebe

Fixierung von

4 % Paraformaldehyd in PBS,
Loésung durch Zugabe von
NaOH

2.1.5 Kommerzielle Kits

Kit

Hersteller

PKH2 Green Fluorescent Phagocytic Cell
Linker Kit

Sigma-Aldrich, Steinheim

Cell Proliferation Reagent WST-1

Roche, Penzberg

Quantikine® Human TGF-B2 Immunoassay
Elisa-Kit

R&D Systems, Wiesbaden

Western blotting detection reagents ECL-
Kit

Amersham, Braunschweig

2.1.6  Antikorper und Proteine

In vivo verwendet

Bovines y-Globulin (Sigma-Aldrich) wurde zur Visualisierung einer unspezifischen

Anreicherung groBer Proteine im Gehirn und im Gehirntumor verwendet. Dazu wurde es

fiir in vivo-Messungen mit Cy5.5 und fiir mikroskopische Evaluierung an RB200

gekoppelt.

Als spezifischer therapeutischer Antikorper wurde der, die TGF-B-Isoformen 1-3
bindende monoklonale IgGl Antikdrper 1D11 (Genzyme, Corp Cambridge, MA, USA)

verwendet (Dasch, 1998).




Material und Methoden 30

Als Isotypkontrolle wurde der monoklonale IgG1l Antikorper 13C4 (Genzyme, Corp
Cambridge, MA, USA) verwendet, der spezifisch das von E-coli Bakterien sezernierte
Shiga Toxin Typel bindet (Smith, 2006).

Die Antikérper 1D11 und 13C4 wurden freundlicherweise von der Firma Genzyme
(Genzyme, Corp Cambridge, MA, USA) zur Verfiigung gestellt und mit

Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt.

In vitro verwendet

Fiir Versuche in der Zellkultur wurde lyophilisiertes, rekombinantes, humanes TGF-p2
(R&D Systems) laut Herstellerempfehlung zur Aktivierung in 4 mM HCI mit 0,1% BSA
gelost.

Antikorper fir die Immunhistochemie

Primédre Antikorper:

- monoklonaler Maus anti human Ki67 Antikérper MIB 1 (1:500) (Dako) zur
Identifizierung von proliferierenden Zellen. Der Antikorper reagiert mit dem in allen
Phasen des Zellzyklus exprimierte Antigen Ki67.

- monoklonaler Ratte anti Maus Mac-3 Antikorper (1:300) (BD Biosciences) zur
Identifizierung von Makrophagen. Der Isotyp IgG1,k Antikorper reagiert mit dem 110 kDa
groflen Mac-3 Antigen, das auf der Oberfliche von aktivierten Peritonealmakrophagen
expremiert wird.

- monoklonaler Kaninchen anti human aktivierte Caspase-3 Antikorper (1:300) (BD
Biosciences) zur Identifizierung apoptotischer Zellen. Der Antikorper reagiert mit dem in
apoptotischen Zellen vorhandenen aktiven Fragment der Caspase-3.

- polyklonaler Kaninchen anti humaner Faktor VIII Antikorper (1:300) (Dako) zur
Identifizierung von BlutgefdBBendothelzellen. Der Antikorper reagiert mit Faktor 8 (oder
auch von Willebrand Faktor genannt), der von Endothelzellen der Blutgefdfle exprimiert

wird.

Sekundére Antikorper:
- biotinylierter Schaf anti Maus polyklonaler Antikorper (1:500) (Amersham)
- biotinylierter Ziege anti Ratte polyklonaler Antikorper (1:200) (Amersham)
- biotinylierter Esel anti Kaninchen polyklonaler Antikorper (1:200) (Amersham)
- Ziege anti-Kaninchen polyklonaler Antikérper Alexa Fluor 594 (1:300)

(Invitrogen).
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2.1.7 Fluorezenzfarbstoffe

- Natrium-Fluorescein (Na-F1) wurde ungekoppelt als 5 %ige Losung in 0,9 % NaCl
verwendet.

- Rhodamin B 200 (RB200) wurde an bovines y-Globulin gebunden.

- Cy5.5 Mono NHS Ester (Cy5.5) wurde an bovines y-Globulin gebunden.

- Alexa Fluor 680 (AF680) wurde von der Firma Genzyme an die Antikorper 1D11
(AF680 1D11) (Markierungsrate: 2,6 Mol Fluorophor/Mol 1D11) und 13C4 (AF680 13C4)
gebunden (Markierungsrate: 3,6 Mol Fluorophor/Mol 13C4).

- Alexa Fluor 594 (AF594) wurde von der Firma Genzyme an den Antikorper 1D11
(AF594 1D11) gebunden.

- DAPI wurde ungekoppelt 1:10000 in PBS verdinnt zur Kernfirbung in

Immunfluoreszenzschnitten verwendet.

2.1.8 Tiere

Ratten und Méause wurden von Charles River Laboratories bezogen. Die Haltung der Tiere
erfolgte in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung der Universitdtsmedizin

Gottingen.

Fischer-Ratten
(F344/DuCrl)
Diese Albino-Rattenlinie ist seit langem etabliert und hat ihren Ursprung in der 344
Kreuzung eines lokalen Ziichters namens Fischer. Die Inzucht begann 1920. Ab der 68.

Generation wurde eine Kolonie 1960 bei Charles River geziichtet.

NMRI-Maiuse

(Crl:NMRI (Han))

Diese Albino-Mauslinie hat ihren Ursprung in der Nicht-Inziichtung von Swiss-Mé&usen.
Nach einer Inzuchtperiode gingen einige ,,A“-Stamm hybriden Miuse an das U.S. Naval
Medical Research Institute (NMRI), wo sie 9 Jahre ingeziichtet wurden. An der
Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrankheiten der Tiere wurden die Mause ab 1955 in drei
Linien (I-III) geziichtet. Linie II ging 1958 an das Zentralinstitut fiir Versuchstierzucht,
Hannover, wo sie als geschlossene Auszuchtkolonie gehalten wurde. Seit 1982 wird diese

Linie von Charles River geziichtet.
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nu/nu-Méause

(Crl:CDI1-Foxn1™)

Diese Mauslinie hat ihren Ursprung in der Nicht-Inziichtung von Swiss-Miusen. Uber das
Rockefeller Institut und das Institute of Cancer Research, Philadelphia kam der Albino-
Stamm 1959 zu Charles River, wo er seither als CD-1 Mauslinie geziichtet wird. CD-1" ist
ein Markenzeichen von Charles River Laboratories.

Durch eine Serie von Kreuzungen wurde das Nude-Gen auf die CD-1 Maus iibertragen.
Die Zucht dieses Stammes erfolgt bei Charles River im Isolator (heterozygote nu/+-
Weibchen x homozygote nu/nu-Miannchen).

Das mutante Allel des nude-Locus (Symbol: nu) wird autosomal und rezessiv vererbt.
Homozygote Tiere sind haarlos und besitzen keinen Thymus. Daher fehlen die
thymusabhingigen T-Lymphozyten und die dadurch vermittelten Immunreaktionen. Bei
konventioneller Haltung dominieren chronische Infektionskrankheiten. Die Tiere stellen

ein Modell fiir das DiGeorge-Syndrom des Menschen dar.

Black/6-Méiuse
(C57/BL/6JCrl)

Diese schwarze Mauslinie hat ihren Ursprung in der Kreuzung eines Bestandes von ,,Miss

Abby Lathrop*. 1937 wurden die Linien 6 und 10 separiert. Die Linie 6 kam {iber Jackson
Lab. 1951 in der 32.Generation zum National Institute of Health und 1974 zu Charles River

Laboratories.

2.1.9 Tumorzelllinien

Humane Zelllinie US7MG
(Upsala 87 malignant Glioma)

Diese Zelllinie wurde freundlicherweise von Prof. Bernhardt, Universitit Regensburg, zur
Verfligung gestellt und stammt urspriinglich von der American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD). Tumormaterial eines hochmalignen Glioms (WHO-Grad 1V)
einer 44-jahrigen Frau in Kultur genommen (von cell lines service als Grad III deklariert).
Es ist eine von mehreren Glioblastomzelllinien, die von J. Ponten und Mitarbeitern 1966
bis 1969 etabliert wurden. In der Zellkultur wurde sie in MEM-Earle* kultiviert.

Rattenzelllinie RG2
(rat glioma 2)

Diese Zelllinie stammt von der American Type Culture Collection (ATCC, Rockville,

MD). Sie wurde aus einem in Fischer-Ratten durch N-Methylnitrosoharnstoff induzierten
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Tumor geklont. Die RG2 Zellen entsprechen der D74 Zelllinie und stimmen in ihren
Charakteristika mit humanen Glioblastomzellen iiberein. Da sie syngen zu Fischer-Ratten
sind, sind sie in diese implantiert nicht immunogen. In der Zellkultur wurde sie in RPMI*
Medium kultiviert.

Mauszelllinie GL261
(Glioma 261)

Diese Zelllinie wurde uns freundlicherweise von Prof. van Gool, Universitdt Leuven,

Belgien, zur Verfligung gestellt. Sie wurde aus einem in Black/6 Maiusen durch N-
Methylnitrosoharnstoff induzierten Tumor geklont. Da sie syngen zu Black 6 Méusen sind,
sind sie in diese implantiert nicht immunogen. In der Zellkultur wurde sie in DMEM*
Medium kultiviert.

*Den Medien wurde FCS (10%) und Penicillin/Streptomycin (1 %) zugesetzt. Im
Folgenden sind immer die Medien mit diesen Zusédtzen gemeint, soweit es nicht anders

angegeben wird.

2.1.10 Software

Programm Verwendung Hersteller

Word Textverarbeitung Microsoft

Excel Diagramme erstellen Microsoft

SigmaStat 3.5 Statistik Systat Software Inc.
(Student t-Test bei
normalverteilten Daten;
Mann-Whitney Rank Sum
Test bei nicht
normalverteilten Daten)

Imaging Aufnahmen von Leica
Stereomikroskop- und
Mikroskopbildern

FW4000 Aufnahme und Bearbeitung | Leica
von
Fluoreszenzmikroskopbildern

OptiView 1.00.00 Auswertung der in vivo- ART, Montreal, Canada
imaging Daten
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2.2 Methoden

2.2.1 Kopplung der Fluoreszenzfarbstoffe RB200 oder Cy5.5 an y-Globulin

Die Markierung erfolgte, wie bei Klein (et al., 1986) beschrieben. Alle Arbeiten mit den
Farbstoffen wurden moglichst im Dunkeln, oder in lichtgeschiitzten Gefdflen durchgefiihrt,
um ein Ausbleichen des Farbstoffs zu vermeiden.

Markieren von y-Globulin mit RB200

Zehn g durch ein Drahtnetz gesiebtes, fein pulverisiertes Phosphorpentachlorid wurde mit 5

g RB200 vorsichtig im Morser 5 min verriihrt. Unter stindigem Riihren wurden 50 ml
Aceton dazugegeben und die Mischung anschlieend iiber einen Faltenfilter in einen
Messkolben  filtriert. 15 ml der filtrierten Loésung wurden in  einen
Weithalserlenmeyerkolben mit Glasperlen gegeben und bis zum vdlligen Verdampfen des
Acetons und der fliichtigen Sdureanteile mit Stickstoff begast. Dieser Vorgang dauerte
etwa 12 Stunden (h).

Im Eisbad wurden 5 g y-Globulin unter Riihren in 200 ml Bicarbonatpuffer geldst und
die Losung in den Weithalserlenmeyerkolben auf Eis mit dem getrockneten Farbstoff an
den Glasperlen 30 min inkubiert.

Markieren von y-Globulin mit Cy5.5

120 mg y-Globulin wurden auf Eis in 100 ml Bicarbonatpuffer gelost und 5 mg CyS5.5 bei
Raumtemperatur (RT) in 4430 pl DMSO. Dann wurden 44 mg y-Globulin- und 2215 pl
Cy5.5-Losung gemischt und fiir 2 h auf Eis inkubiert. Danach wurde das Ganze noch
einmal umgeriihrt und 15 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert, bevor es 30 min bei
25°C inkubiert wurde. Bis zur Aufreinigung konnte der Ansatz nach Einfrieren in

fliissigem Stickstoff bei -20°C zwischengelagert werden.

Aufreinigung und Aufkonzentrierung beider Farbstoff-y-Globuline

Die Aufreinigung der Farbstoff- y-Globuline wurde mittels Gelfiltrations-Chromatographie
durchgefiihrt. Die Farbstofflosung wurde vorsichtig mit einer Pipette (hdchstens 30 % des
Séulenvolumens) auf die mit Sephadex G25 in NaCl-Phosphatpuffer (1:1) gefiillte Séule
gegeben und langsam mit NaCl-Phosphatpuffer als Laufmittel chromatographiert. Dabei
trennte sich der gebundene vom ungebundenen Farbstoff, der in die Sephadexkiigelchen
eindringen kann und deshalb einen weiteren Weg zuriicklegen muf3. Die erste Fraktion war
der gebundene Farbstoft.

Zur Aufkonzentrierung wurde ein Dialyseschlauch in EDTA (10 mM) eingeweicht, ein

Ende abgebunden und das andere Ende nach Einfiillen der Farbstofflosung auch fest
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verschlossen. Der Schlauch wurde im Kiihlschrank {i.N. in 10 % PEG 20000 eingelegt. Am
ndchsten Tag wurde die konzentrierte Farbstoff-y-Globulin-Losung mit einer Spritze
herausgesaugt. Der Schlauch wurde dann nochmals mit ein wenig NaCl-Phosphatpuffer
ausgespllt, um die Ausbeute weiter zu erhohen.

Die Konzentration des Farbstoffs wurde bestimmt, indem 1 ml Aceton und 100 pl
Farbstofflosung in ein vorher gewogenes Reagiergefall pipettiert wurden. Das Gefall wurde
kriftig geschiittelt, damit y-Globulin ausfdllt und anschlieBend 5 min bei 11000 g
zentrifugiert. Das Aceton wurde vorsichtig abpipettiert und das Pellet 1 h bei 80°C
getrocknet. Anschlieend wurde das Reagiergefa3 mit Pellet gewogen und so die Menge an
Globulin in der Losung bestimmt. Die Endkonzentration der Farbstoff-y-Globulin-Losung
wurde mit NaCl-Phosphatpuffer auf 8 % eingestellt, in 500 pl Portionen aliquotiert, in
fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. Vor der
Benutzung wurde die Farbstofflosung nach dem Auftauen mit einem Filter mit der
PorengrofBBe 0,2 pm steril filtriert.

2.2.2  Zellkultur

Zellen in Kultur nehmen

Die in fliissigem Stickstoff mit Einfriermedium gelagerten Zellen wurden aufgetaut und der
Inhalt des Cryor6hrchens in 10 ml Medium iiberfiihrt. Das Rohrchen wurde 1 min bei 190
g zentrifugiert, der Uberstand abgezogen und die Zellen in 1 ml Medium resuspendiert. Je
500 pl der Zellsuspension wurden zum Wachsen in eine 75 cm? Zellkulturflasche mit 15 ml
Medium gegeben und bei 37°C 90 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,-Gehalt im

Wirmeschrank inkubiert.

Zellen umsetzen

Alle 3-4 Tage wurden die Zellen umgesetzt. Dazu wurde das Medium abgesaugt, die
adhédrenten Zellen 2 x mit 5 ml PBS gespiilt und dann fiir 3 Minuten mit 3 ml Trypsin
inkubiert, um die Zellen vom Flaschenboden zu 16sen. Zum Abstoppen der Reaktion
wurden 7 ml Medium zugegeben. Die Zellen wurden nun in ein 5 ml Falcon Réhrchen
iiberfiihrt und bei 280 g 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder abgezogen und
die Zellen in 1 ml Medium resuspendiert. Davon wurden 150 pl in eine neue Halteflasche
mit 15 ml Medium gegeben und fiir 3 bis 4 Tage im Wiarmeschrank inkubiert. Alle iibrigen

Zellen wurden fur Versuche verwendet oder verworfen.
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Zellen zéhlen

Suspendierte Zellen wurden fiir Zellkulturversuche im Beckman Coulter Partikelzdhler
automatisiert oder fiir Tumorzellimplantationen mittels einer Neubauer-Zdhlkammer
manuell gezéhlt.

Zur Zellzahlbestimmung mit dem Partikelzéhler wurden 100 pl Zellsuspension zu 10
ml Coulter Isoton II Diluent in eine Kiivette pipettiert und die Zellmessung vorgenommen.

Zur manuellen Zellzahlbestimmung wurden 9 pl der mit Trypanblau versetzten
Zellsuspension luftblasenfrei in die Kammern des sauberen Hemocytometer-Objekttrager
pipettiert.

Die Zellen in den 16 Quadraten der vier Eckfelder des Objekttragers wurden gezahlt,
wobei nur die lebenden, nicht blauen Zellen in jedem Quadrat und auf dem oberen und dem
linken Rand gezdhlt wurden. Bei unter 100 Zellen, oder wenn mehr als 10 % der Zellen als
Zellkliimpchen vorlagen, wurde die Zahlung mit erneut gut suspendierten Zellen, bei iiber
400 Zellen mit starker verdiinnter Zellsuspension wiederholt.

Danach wurden alle in den Quadraten gezdhlten Zellen addiert und die
Durchschnittszellzahl pro Eckfeld (n) errechnet. Die Zellzahl in der Suspension berechnet

sich dann nach der Formel: n x 10* = Zellen/ml Zellsuspension.

2.2.2.1 WST-1-Test

Der WST-1-Test ist ein spektrometrisch durchgefiihrter Test zur Quantifizierung von
Zellproliferation und Zellvitalitdt. Er basiert auf der Spaltung des Tetrazoliumsalzes WST-
1 durch mitochondriale Dehydrogenasen in lebenden Zellen. Er wird in einer 96-Well
Platte durchgefiihrt und der Farbstoffumschlag durch Absorptionsmessung im
Mikrotiterplatten-Lesegerit quantifiziert.

In Vorversuchen wurde ermittelt, wie viele Zellen pro Well ausgesidt werden miissen,
damit die Zellen in den Wells liber den geplanten Messzeitraum nicht konfluent werden. 72
h bevor die Zellen in 96 Well Platten ausgesidt wurden, wurden sie einmalig mit einer
definierten Konzentration TGF-§ oder 1D11 behandelt. Dann wurden sie in 100 pul Medium
ausgesit und 6 h spéter einmalig 10 pl TGF-p oder 1D11 in definierter Konzentration dazu
pipettiert. Nach 24, 72 oder 96 h wurden 10 pl des WST-1 Reagenz zu Zellen und Medium
in ein Well pipettiert. Als Hintergrund-Kontrolle (Blank) wurde 10 pl des Reagenz in ein
Well mit entsprechendem Medium ohne Zellen gegeben. Nach 2 h wurde die Absorption
bei 450 nm gegen eine Referenzwellenldnge von 690 nm gemessen.

Fiir Versuchsansitze wurden 10 Replikate gleich behandelt, der Blank-Wert subtrahiert

und die mittlere Absorption ermittelt. Jeder Versuch wurde dreimal wiederholt.
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2.2.2.2 Gewinnung und Aufkonzentrierung von konditioniertem Medium

Zur Herstellung konditionierten Mediums wurden Gliomzellen wie beim Umsetzen in einer
75 mm? Flasche ausgesét. Nach 48 h wurde das Medium abgesaugt, die Zellen 1x mit PBS
gewaschen und 10 ml Zellkulturmedium ohne Zusétze auf die Zellen gegeben. 24 h spéter
wurde das Medium abgenommen, bei 4°C mit 3113 g 10 min zentrifugiert und der
Uberstand in ein frisches Réhrchen pipettiert. Bis zur Verwendung konnte das Medium bei
-80°C zwischengelagert werden. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen in der
Kulturflasche trypsiniert, geerntet und im Partikelzdhler gezéhlt.

Zum Aufkonzentrieren des konditionierten Uberstandes wurden 10 ml mit Centricon
Konzentrationsfilterrohrchen durch 1,5 h Zentrifugation bei 4°C und 3113 g
aufkonzentriert. Das aufkonzentrierte Medium wurde bis zur Verwendung bei -80°C

eingefroren.

2.2.2.3 Sphéroide

In der Mikrowelle wurde 10%ige Agarose aufgekocht und unter der Sterilbank in eine
Wanne auf einer 50°C warmen Heizplatte gegossen. Mit der Mehrkanalpipette wurden die
Wells einer 96 well Platte mit je 50 pl Agarose bestiickt. Die Platten wurden zum
Auskiihlen 2 h unter der Sterilbank stehen gelassen.

Die Tumorzellen einer 80 % konfluenten Zellkulturflasche wurden geerntet (s. 2.2.2)
und mit dem Partikelzdhler gezéhlt. Dann wurde die Zellzahl auf 500000 Zellen/20 ml
Medium eingestellt und davon 100 pl mit 2500 Zellen pro Well in die mit Agarose
vorbereiteten Platten ausgesit.

Nach vier Tagen, als sich Sphdroide gebildet hatten, wurden 5000
Peritonealmakrophagen in 100 pl Medium zu den Sphéroiden pipettiert. In die Wells
wurden entweder nur Makrophagen, oder Makrophagen, in deren Medium sich 25 ng TGF-
B2/ml befand, gegeben.

Nach drei Tagen wurde der Zustand der Sphéroide unter dem Auflichtmikroskop

begutachtet und dokumentiert.

2.2.2.4 Western-Blot-Analyse

Die Bindung von AF680 1D11 an TGF-f wurde mittels Western-Blot getestet. Diese
Methode umfasst die Proteingelelektrophorese (SDS-PAGE nach Laemmli), den Transfer

der Proteine auf eine Membran sowie die Immundetektion.
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Giel3en des Proteingels

Zuerst wurde das mit Ethanol gereinigte Glasplattenset zusammengebaut. Fiir ein 15
%iges Polyacrylamidgel wurden 2,3 ml Aqua dest., 5 ml 30 % Acrylamid-Mix und 2,5 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) zusammen in einen Erlenmeyerkolben gegeben.

Die Losung wurde 3 min entgast und anschlieBend 0,1 ml 10 % SDS, 0,1 ml 10 % APS
und 4 ul TEMED zugegeben. Das fertige Gel wurde vorsichtig mit Aqua dest.
iiberschichtet und bei 4°C im Kiihlschrank aufbewahrt. Am néchsten Tag wurde die
Losung fiir ein 5 % Sammelgel angesetzt (2,1 ml Aqua dest., 0,5 ml 30% Acrylamid-Mix,
0,38 ml 1 M Tris (pH 6,8), 0,03 ml 10 % SDS, 0,03 ml 10 % APS und 3 ul TEMED), das
Wasser vom Trenngel abgegossen, das Sammelgel vorsichtig auf das Trenngel gegossen
und der Kamm eingesetzt. Nach etwa 40 min Polimerisationszeit konnte das Gel in die
Gelkammer eingebaut und die Kammer mit 1x Laufpuffer aufgefiillt werden. Unter Puffer

wurde der Kamm gezogen und die Taschen gespiilt.

Proben vorbereiten
500 pl aufkonzentriertes Medium von U87MG Zellen (s. 2.2.2.2) wurde mit 5 ul Agarose

AG Plus fiir 40 min bei 4°C vorinkubiert, um unspezifisch an die Agarose bindende

Proteine aus dem Medium zu entfernen. AnschlieBend wurde zentrifugiert (5 min, 600 g,
4°C), das tiberstehende Medium (450 pl) in ein frisches Reagiergefal3 iiberfiihrt und 1 h bei
37°C mit 64 ng AF680 1DI11 (0,5 ul, 1,27 mg/ml) inkubiert. Dabei wurde von US7MG
Zellen ins Medium sezerniertes TGF-B2 gebunden. AnschlieBend wurden erneut 10 ul
Agarose AG Plus zugegeben und iiber Nacht (ii.N.) bei 4°C im Roller inkubiert, wobei der
Antikorper, der zuvor TGF-B gebunden hat an die Agarose binden konnte.

Alle weiteren vorbereitenden Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Nach Zentrifugation
(5 min, 600 g, 4°C) wurde das Medium abgesaugt, 3 x mit 400 ul PBS gewaschen, in 30 pl
Probenpuffer aufgenommen und 5 min gekocht. Danach wurde sofort auf Eis abgekiihlt
und kurz zentrifugiert. Durch die Nutzung des Agarose AG Plus-Pellets ist in der Probe nur
TGF-B, dass an den Antikérper gebunden hat.

SDS-Gelelektrophorese

15 pl der vorbereiteten Probe wurde mit einer Hamilton Spritze auf das Gel aufgetragen.

Die Elektrophorese erfolgte in 1x Laufpuffer bei 60 V bis der Farbmarker im Trenngel
angekommen war und anschlieBend bei 130 V. Nach 1,5 h wurde das Gel vorsichtig aus

der Apparatur genommen und 15 min in Blotpuffer dquilibriert.

Transfer auf eine Membran (Semi-Dry Blot)

Die Immobilan-P Membran wurde auf GelgroBe (8,5 cm x 5,5 cm) zugeschnitten. Dann

wurde sie zur Benutzung 3 s in 100 % Methanol eingetaucht und danach 15 min in
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Blotpuffer dquilibriert. Auch auf GelgroBe geschnittenes Whatman-Filterpapier wurde 15
min in Blotpuffer dquilibriert. Fiir den Protein-Transfer wurden 3 Lagen Filterpapier auf
die untere Platte (Anode) einer Blotkammer gelegt und dariiber die Immobilion-P
Membran, das Gel und abschlieBend wieder drei Lagen Filterpapier. Luftblasen zwischen
den Schichten wurden durch vorsichtiges Rollen mit einer Pipette iiber das Sandwich
entfernt, der Deckel mit der Deckplatte aufgesetzt und die Apparatur an das
Spannungsgerit angeschlossen. Die Proteine wurden 1 h mit 0,8 mA/cm? (37 mA/Gel) auf
die Membran geblottet.

Immundetektion

Nach dem Transfer wurde die Membran 2 min bei RT in 0,5 % Ponceau S-Losung (0,5 g
Ponceau S in 1 ml Eisessig 16sen, ad 100 ml Aqua dest.) inkubiert und anschlieBend 4x 2
min mit Aqua dest. entfarbt.

Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran 1 h bei RT in
Blockpuffer geschwenkt, bevor sie ii.N. bei 4°C mit dem primdren Antikérper (wieder
AF680 1D11 -1:250 Verdiinnung) in Antikdrper-Puffer inkubiert wurde.

Am néchsten Tag wurde die Membran 3x 7 min mit je 12 ml Waschpuffer gewaschen,
dann fiir 1 h bei RT mit dem sekundiren Antikorper (Schaf anti-Maus IgG, 1:7000
Verdiinnung) in Block-Puffer inkubiert. Zum Schluss wurde die Membran noch 3x 15 min
mit je 12 ml Waschpuffer gewaschen.

Um die mit dem primiren AntikOrper reagierenden Protein-Banden zu detektieren,
wurde die Membran zuerst 1 min bei RT in 0,125 ml/cm? frisch angesetztem ECL-Reagenz
(Losungen 1 und 2, western blotting detection reagents; 1:1) inkubiert. Dann wurde sie in
Frischhaltefolie eingeschlagen fiir eine Belichtungszeit von 2 min auf einen Film gelegt,
der anschliefend entwickelt wurde. Die auf dem Film belichteten Banden reprédsentieren

das TGF-B welches der primére Antikorper spezifisch gebunden hat.

2.2.2.5 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

Der ,,Human TGF-B2 Immunoassay* Kit wurde eingesetzt, um die Menge des von Zellen
ins Medium sezernierten TGF-f2 zu ermitteln. Hierzu wurde aufkonzentriertes,
konditioniertes Medium (s.2.2.2.2) als Probe verwendet. Zur Hintergrundkontrolle wurde
aufkonzentriertes Medium, in dem zuvor keine Zellen inkubiert wurden mitgefiihrt.

Vorbereitend musste das in den Proben enthaltene TGF-f aktiviert werden, um es in die
immunoreaktive Form zu bringen. Dies geschah in einem Polypropylen-Reagiergefal.
Dazu wurden zu 125 pl Probenvolumen 25 ul 1 N HCI pipettiert, gut gemischt und 10 min
bei RT inkubiert. Danach wurden erst 25 ul 1,2 N NaOH/0,5 M HEPES und nach gutem
Mischen 800 pl des im Kit enthaltenen Calibrator Diluent RDSI zugegeben. Mit TGF-2
aus dem Kit wurde eine Standard-Eichreihe in Calibrator Diluent RDS5I hergestellt.
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Der Kit enthielt alle im Folgenden benétigten Losungen, Klebefolie, einen in einen
Microplate Reader passenden Rahmen und 96 Wells, die in den Rahmen eingespannt
werden konnten. Der Boden der Wells war mit monoklonalen TGF-B2 spezifischen
AntikOrpern gecoatet.

Zur Durchfiihrung wurden 100 pl Standard oder aktivierte Probe pro Well pipettiert, die
Wells mit Klebefolie zugeklebt und 2 h bei RT inkubiert. In dieser Zeit konnten die
Antikorper in der Probe enthaltenes TGF-B2 binden. Danach wurden die Proben durch
Umdrehen der Platte und leichtes Klopfen auf Zellstoff entfernt und die Wells mit Hilfe
einer Mikroplate-Waschapparatur 3x mit Waschpuffer gewaschen.

Nach dem letzten Waschschritt wurde der Waschpuffer auf frischem Zellstoff besonders
griindlich abgeklopft, bevor 200 pul TGF-f2 Conjugat in jedes Well pipettiert wurden. Das
Conjugat ist ein mit einem Enzym gekoppelter polyklonaler TGF-B2 bindender Antikorper.
Dieser sollte an das am Wellboden gebundene TGF- B2 binden und so die Enzyme dort
befestigen. Wieder wurden die Wells mit Klebefolie zugeklebt und fiir 2 h bei RT
inkubiert. Anschlieend wurde das TGF-B2 Conjugat entfernt und die Wells wie zuvor 3 x
mit Waschpuffer gewaschen. Von der Substratlosung wurden 200 pl in jedes Well
pipettiert und im Dunkeln fiir 20 min inkubiert. In dieser Zeit wurde das Substrat von den
Enzymen am Wellboden in einer Farbreaktion umgesetzt. Die Farbentwicklung ist
proportional zur Menge des initial durch den monoklonalen Antikorper gebundenen TGF-
2 aus der Probe.

Um die Farbreaktion zu beenden, wurden 50 pl Stopplosung zu den 200 pl
Substratlosung pipettiert. Danach wurde innerhalb von 30 min im Mikrotiterplatten-
Lesegerdt die optische Dichte (OD) bei einer Wellenlinge 450 nm gegen eine
Referenzwellenldnge von 570 nm gemessen.

Aus den mit der Standard-Eichreihe ermittelten OD-Werten wurde eine Eichgerade
erstellt, indem die OD gegen die TGF-B2-Konzentration aufgetragen wurde. Mittels der
Geradenfunktion konnte die Konzentration der aktivierten Probe berechnet werden (X
pg/100 ul). Die Konzentration in der originalen Probe war 7,8 Mal so hoch, da die Proben
zur Aktivierung verdiinnt wurden (7,8 x X pg/100 ul). Der ermittelte Hintergrundwert des
reinen Mediums wurde nun von den ermittelten Probenwerten subtrahiert. Da es sich um
konzentriertes Medium handelte, musste umgerechnet werden, wie viel unkonzentriertes
Medium 100 pl konzentriertem Medium entsprechen. Nach der Umrechnung der TGF-B2-
Konzentration auf pg/ml wurde ein Bezug zu der Zellzahl hergestellt, die nach Abnahme

des Mediums ermittelt worden war.



Material und Methoden 41

2.2.3 Invivo Experimente

Um hormonellen Einfliissen auf die Versuchsergebnisse vorzubeugen wurden
ausschlieBlich ménnliche Tiere fiir die Versuche eingesetzt. Alle Tierexperimente wurden
in Ubereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz durchgefiihrt. Die Tierversuche
wurden nach den geltenden Richtlinien durchgefiihrt und unter den Projektnummern
33.42502/01-50.05 und 33.42502/01-17.03 bei der zustindigen Behorde fiir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit in Braunschweig genehmigt. Ratten wurden
einzeln, Méuse zu viert unter sterilen Bedingungen bei 22°C, 55 % Luftfeuchtigkeit und

12 h Tag-Nacht-Rhythmus in Kéfigen unter Filterhauben gehalten. Immundefiziente Méuse
bekamen angeséduertes Wasser (pH 2,5). Tiere mit s.c. Tumoren bekamen fluoreszensarmes
GLP Nafag feed 890 (Provimi Kliba AG, Kaiseraugst), die librigen Ratten und Mé&use
erhielten Leitungswasser und Standartdidt (V1534-000, Fa. Sniff, Soest, Germany). Kéfige,
Einstreu und Wasser wurden autoklaviert, das Futter bestrahlt. Wahrend der Versuche
wurden die Bedingungen fiir die Tiere moglichst konstant gehalten. Die Versuchstiere fiir
einen Versuch stammten aus einer Linie und hatten moglichst dhnliche Gewichte. In einem
Kéfig waren Miuse aus jeder Versuchsgruppe zusammen. Die operativen Eingriffe und

Tumorzellimplantationen wurden so identisch wie moglich durchgefiihrt.

2.2.3.1 Tiere

Fiir Versuche zur HG-vermittelten Offnung der BHS ohne Tumorzellimplantation wurden
Ratten und Méause verwendet.

- Fischer 344-Ratten

- NMRI-Maiuse

Tumortragende Tiere waren

- Fischer 344-Ratten, die syngene RG2-Glioblastomzellen intrazerebral implantiert
bekamen

- Black/6 Mduse, die syngene GL261-Glioblastomzellen intrazerebral oder s.c. implantiert
bekamen

- immundefiziente CD-1 nu/nu Mause, dic humane U887MG Glioblastomzellen, oder

GL261-Glioblastomzellen s.c. implantiert bekamen

Es wurden vier unterschiedliche Versuchsreihen durchgefiihrt, in denen tumortragende
Maiuse mit 1D11 behandelt wurden:
A) S.c. Implantation von humanen U87MG Gliomzellen in immundefiziente CD-1
nu/nu-Mause (Xenograft-Modell).
B) S.c. Implantation von murinen GL261 Gliomzellen in immunkompetente Black/6

Mause (syngenes Modell).
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C) S.c. Implantation von murinen GL261 Gliomzellen in immundefiziente CD-1
nu/nu-Mause (Xenograft-Modell).

D) Intrazerebrale Implantation von murinen GL261 Gliomzellen in immunkompetente
Black/6 Méuse (syngenes Modell).

2.2.3.2 Subkutane Tumore

Fiir die Versuchsreihen A) bis C) wurden Miuse in einer kleinen Kammer mit einem 1 %
Isofluoran-Sauerstoff Gasgemisch narkotisiert. Mit Hilfe einer kleinen Maske, tliber die den
Tieren das Gasgemisch zugefiihrt wurde, wurde die Narkose aufrecht erhalten. Die zuvor
geernteten und auf Eis liegenden Zellen wurden gleichmiBig resuspendiert und 1x10°
Tumorzellen in 100 pul PBS mit einer 20 G Kaniile in eine 1 ml Einwegspritze aufgezogen.
Die Einstichstelle wurde desinfiziert und die Kaniile unter dem rechten Rippenbogen
beginnend unter der Haut Richtung Lende vorgeschoben. Hier wurden die Tumorzellen
unter leichtem Druck mit dem Finger auf die Nadel oberhalb der Kaniilendffnung
implantiert und anschlieBend die Nadel vorsichtig wieder gezogen. Der Druck mit dem
Finger wurde noch eine Minute aufrecht erhalten, um das ZuriickflieBen der
Tumorzellsuspension im Implantationskanal zu verhindern. Wenige Minuten nach
Entfernen der Maske erwachten die Tiere und wurden noch 30 min unter einer
Wairmelampe beobachtet.

Die Tiere der Versuchsreihe A1) mit in vivo-Messung der Anreicherung von AF680
ID11 im Tumor wurden am 7. Tag nach Implantation zufillig in drei Versuchsgruppen
aufgeteilt und wie folgt behandelt:

1. i.v.-Behandlung mit 4,8 mg/kg KG 1D11 AF680 1D11 in einem Volumen von

100 nul NaCl 0,9 % an Tag 7, 11, 14, 18 und 25 nach Implantation.

2. Kontrolle mit i.v.-Behandlung mit 4,8 mg/kg KG 13C4 (oder AF680 1D11) in einem

Volumen von 100 pl NaCl 0,9 % an Tag 7, 11, 14, 18 und 25 nach Implantation.

3. Kontrolle ohne Behandlung.

Die Tiere der Versuchsreihen A2) bis C) wurden am 7. Tag nach Implantation zuféllig in
drei Versuchsgruppen aufgeteilt und wie folgt behandelt:
1. i.v.-Behandlung mit 4,8 mg/kg KG 1D11 in einem Volumen von
100 pul NaCl 0,9 % an Tag 7, 10, 14, 17, 21 und 28 nach Implantation.
2. Kontrolle mit i.v.-Behandlung mit 4,8 mg/kg KG 13C4 in einem
Volumen von 100 pl NaCl 0,9 % an Tag 7, 10, 14, 17, 21 und 28 nach Implantation.
3. Kontrolle ohne Behandlung.
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Die TumorgroBBe der Méause wurde an Tag 7, 10, 14, 17, 21, 24, 28, 31 und 35 nach
Implantation gemessen. Dazu wurde mit einer Schiebelehre die Lénge, Breite und Hohe
des Tumors unter der Haut gemessen. Das Tumorvolumen wurde mittels der Formel:
4/3mabc berechnet, wobei a, b und ¢ die Halbachsen der Lénge, Breite und Hohe sind.

Das maximal erlaubte Tumorvolumen s.c. Tumoren ist 1000 mm?. Die Versuchsreihen
wurden beendet, sobald die ersten Tumoren dieses Volumen erreicht hatten. Daher wurden
die Tiere der Versuchsreihe je nach Wachstumsgeschwindigkeit der Tumoren in den
unterschiedlichen Versuchsreihen um Tag 21 oder 35 nach Tumorzellimplantation mittels
einer Narkoseliberdosis (Ketamin/Rompun) getotet. Die Tumoren wurden stumpf
prapariert, gewogen, fotografiert und durchgeschnitten.

Die eine Hélfte wurde fiir eine Stunde in Tissue Tec im Kiihlschrank inkubiert, bevor sie
in frischem Tissue Tec eingebettet, auf fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -20°C
gelagert wurde. Die andere Hélfte wurde in PFA 4 % 1i.N. fixiert und so fiir die Einbettung
in Paraffin vorbereitet.

2.2.3.3 Intrazerebrale Tumoren

Sowohl Black/6-Maiusen fiir Versuchsreihe D) als auch Black/6-Maiusen, nu/nu-M&usen
und Fischer-Ratten fiir Versuche zur BHS-Offnung wurden Tumorzellen intrazerebral
implantiert.

Ratten wurden intraperitoneal mit 90 mg kg™ KG / 7,5 mg kg KG und Mause mit 85
mg kg' KG / 7 mg kg' KG eines Ketamin/ Rompun-Gemisches narkotisiert.
Narkotisierten Ratten wurde das Fell auf dem Kopf moglichst kurz geschnitten. Behaarte
Maiuse wurden mit Hilfe zurechtgeschnittener Stiicke von Kaltwachsstreifen im Bereich der
Schideldecke enthaart. Dann wurde die Kopthaut lings der Sagittalnaht inzidiert. Das
Periost wurde auf der rechten Schidelhélfte mit einem Skalpell zur Seite geschoben. Bei
Ratten wurde nun unter dem Stereooperationsmikroskop mit einem zahntechnischen
Bohrer 1 mm rostral und 3 mm lateral rechts des Bregmas, bei Méausen 1 mm rostral und 2
mm lateral rechts ein Loch mit einen Durchmesser von ~1 mm gebohrt. Dabei sollte die
Dura mater moglichst unverletzt bleiben. Bei Ratten wurde die Dura mater mit einer
spitzen Pinzette vorsichtig eroffnet. AnschlieBend wurde der Kopf der Tiere in einem
Stereotaxiegerit so fixiert, dass die Schideldecke horizontal lag. Die zuvor geernteten und
auf Eis liegenden Zellen wurden gleichmiBig resuspendiert und 10 pl luftblasenfrei in einer
10 ul Spritze mit einer schrig geschliffenen Kaniile aufgezogen. Diese wurde so in eine
Vorrichtung am Mikromanipulator des Stereotaxiegerites befestigt, dass die Nadel
senkrecht zur Schédelfliche, mit der Kaniilen6ffnung nach rechts lateral steht.
AnschlieBend wurde das ins Gehirn zu bringende Suspensionsvolumen justiert. Die Nadel

wurde nun auf die Dura mater abgesenkt und anschlieBendbei Ratten zunidchst 5 mm und
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bei Mausen 3,5 mm tief ins Gehirn gebracht, um ein Reservoir zu Schaffen. Dann wurde
sic um 0,5 mm zuriickgezogen. Nun wurden bei Ratten 7,5 pl und bei Méusen 5 pl
Zellsuspension langsam ins Gehirn injiziert. Bei Ratten wie Maiusen wurden 75000
Gliomzellen ins Gehirn eingebracht (

Abbildung 3). Bei Ratten wurde die Kaniile nach 4 min, bei Médusen nach 3 min unter
Spiilung der Schédelkalotte mit NaCl 0,9 % schnell mit dem Mikromanipulator wieder
angehoben. Die Schnittwunde wurde mit 5-7 Einzelknopfndhten verschlossen und
desinfiziert. Als Schmerztherapie erhielten die Méuse s.c. 0,2 mg kg™ KG Rimadyl. Zum
schnelleren Erwachen wurde den Tieren 5 mg kg' KG Antisedan® s.c. gespritzt.
AnschlieBend wurden die Tiere 1-2 h unter einer Wéarmelampe beobacht. Im weiteren
Verlauf wurden die Tiere tdglich untersucht.

Die Versuche wurden spétestens beendet, wenn ein Gewichtsverlust von tiber 20 % zum
Ausgangsgewicht oder schwere Krankheitszeichen wie Adynamie, Entziindungen der Nase
oder Augen, struppiges Fell oder Apathie (Zeichen eines vermehrten Gehirndrucks durch
das Wachstum des Tumors) festgestellt wurden.

Die Tiere der Versuchsreihe D) wurden an Tag 3 nach Implantation zufillig in drei
Versuchsgruppen aufgeteilt und wie folgt behandelt:
1. 1.v.-Behandlung mit 4,8 mg/kg KG 1D11 (n=4) (oder AF680 1D11, n=4) in einem

Volumen von 100ul NaCl 0,9 % an Tag 3, 6, 10, 13 und 17 nach Implantation.

2. Kontrolle mit i.v.-Behandlung mit 4,8 mg/kg KG 13C4 (n=3) (oder AF680 13C4, n=3)
in einem Volumen von 100ul NaCl 0,9 % an Tag 3, 6, 10, 13 und 17 nach

Implantation.

3. Kontrolle ohne Behandlung (n=6).

Die Tiere wurden an Tag 25 oder 26 nach Tumorzellimplantation mit einer
Narkoseiiberdosis in tiefe Narkose gelegt. Kurz vor dem Herzstillstand wurde das Tier auf
der Ventralseite aufgeschnitten, der linke Ventrikel des Herzens punktiert, der rechte
Vorhof eroffnet und mit geringem Druck ca. 50 ml kaltes PBS infundiert. Das perfundierte
Gehirn wurde vom Kleinhirn her frei prépariert, entnommen und 2 Tage in PFA 4 %
fixiert.

Bei Versuchen mit HG wurde die BHS gedftnet, wie unter 2.2.3.5 beschrieben.
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Abbildung 3: Im Stereotaxieaparat eingespannte nu/nu-Maus, der mittels einer Hamilton Spritze
U87MG Tumorzellen in die rechte Hemisphdre implantiert werden.

2.2.3.4 Intravendse Applikation

Die Tiere wurden vor i.v.-Applikation mittels eines 1%igen Isofluran-Sauerstoff-
Gasgemisches narkotisiert und die Schwanzvenen durch Eintauchen des Schwanzes in
warmes Wasser geweitet. Dann wurde mit einer 0,5 ml Insulinspritze die rechte oder linke

Schwanzvene punktiert und die zu verabreichende Substanz langsam injiziert.

2.2.3.5 Blut-Hirn-Schranken-Offnung

Die Méause wurden zu Versuchsbeginn durch eine intraperitoneale Gabe eines Ketamin/
Rompun-Gemisches narkotisiert (s. 2.2.2.1). Nach einer halben Stunde wurde die halbe
Dosis noch einmal verabreicht. Sobald die Tiere tief in Narkose lagen, wurden sie in
Riickenlage auf einem Wéarmebett (37°C) fixiert. Das Fell um die Eingriffsstelle wurde
moglichst kurz geschnitten und die Haut desinfiziert. Unter Sicht durch ein
Operationsstereomikroskop wurde von ventral her die rechte A. carotis communis im
Bereich der Bifurkation mit den Ansétzen der A. carotis interna und der A. carotis externa
prapariert. Alle abzweigenden Gefdlle der A. carotis externa nahe der Bifurkation wurden
ligiert. In die A. carotis externa nahe der Bifurkationsstelle wurde retrograd zum Blutfluss
ein selbst gemachter Glaskatheter eingelegt. Dieser wurde mit riickflieBendem Blut gefiillt
und iiber ein Anschlussstiick luftblasenfrei mit einem PVC-Schlauch verbunden. Dieser
wurde zuvor ebenfalls luftblasenfrei mit dem zu verabreichenden Volumen HG-Losung

gefiillt und an eine Hamilton-Pumpe angeschlossen. Uber die Pumpe wurden in Ratten
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1200 pl und in Méusen 300 pl isoosmolare HG-Losung innerhalb von 18 s gleichméBig in
die A. carotis interna injiziert. Wéhrend der Injektion wurde die Blutzufuhr aus der A.
carotis communis mit einer Klemme unterhalb der Bifurkation unterbrochen. Somit wurde
die HG-Lodung pur in die A. carotis interna gespiilt. Nach der HG-Gabe wurde der
Katheter wieder mit zuriickflieBendem Blut gefiillt und an einen weiteren Schlauch, der
luftblasenfrei mit der ins Gehirn zu bringenden Substanz gefiillt war, angeschlossen. In
Ratten waren diese Substanzen in 1000 pl, bei Méusen in 100 pl PBS oder NaCl 0,9 %
gelost. 5 min nach der HG-Applikation wurde die jeweilige Substanz in einer 10 min
Kurzinfusion mittels einer Infusionspumpe verabreicht (

Abbildung 4). Am Ende wurde die A. carotis externa abgebunden und der Katheter
entfernt. Bei Kurzzeitversuchen wurde etwa 20 min nach Ende der Kurzinfusion eine
Narkoseiiberdosis verabreicht. Das Gehirn wurde vom Kleinhirn aus frei prépariert,
entnommen und sofort in ~-50°C kaltem, fliissigem 2-Methylbutan eingefroren.

Bei Langzeitversuchen wurde die Operationsstelle mit Einzelknopfndhten geschossen.
Zum schnelleren Erwachen wurde den Tieren 5 mg kg-1 KG Antisedan s.c. gespritzt.
AnschlieBend wurden die Tiere 1-2 h unter einer Warmelampe beobachtet.

Alle Losungen wurden am Versuchstag frisch angesetzt, steril filtriert und im
Wasserbad auf 37°C vorgewédrmt. Bei Versuchen mit einer mehrtagigen Beobachtungszeit
der Tiere erfolgte eine tdgliche kurze Untersuchung der Versuchstiere. Behaarte NMRI-
Maiuse, bei denen Fluoreszenzintensititen im eXplore Optix gemessen werden sollten,
wurden unter Narkose vor der Operation mit zurechtgeschnittenen Stiicken von
Kaltwachsstreifen im Bereich der Schideldecke enthaart.

Am Versuchsende wurden die Tiere mit einer Narkoseliberdosis getotet. Das Gehirn
wurde wie bei Kurzzeitversuchen entnommen und in cirka -50°C kaltem, fliissigem 2-
Methylbutan eingefroren.
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Abbildung 4: A) Foto und B) grafische Darstellung des experimentellen Aufbaus zur Offnung
der BHS. (Abbildung modifiziert nach Takasato et al. 1984)

2.2.3.6 Fluoreszenzmessungen mit dem eXplore Optix System

Mit dem eXplore Optix System (ART) wurden im Nahinfrarotbereich fluoreszierende
Chromophore dargestellt. Die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe waren Cy5.5 und AF680.
Beide Farbstoffe haben etwa gleiche Anregungs- und Emmissionsmaxima (Abbildung 5).
Das Anregungsmaximum liegt fiir Cy5.5 bei 679 nm und fiir AF680 bei 684 nm. Das
Emissionsmaximum liegt fiir Cy5.5 bei 696 nm und fiir AF680 bei 707 nm. Die Tiere
wurden fiir die Messungen mittels eines 1%igen Isofluoran —Sauerstoff-Gasgemisches
immobilisiert. Der Tiertisch in dem Gerdt war immer so eingestellt, dass der Abstand

zwischen Zielgewebe und Detektor gleich war.
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AF680 wurde an die Antikérper 1D11 und 13C4 gekoppelt (s. 2.1.7) und Cy5.5 an vy-
Globulin (s. 2.2.1). Sowohl in lebenden Tieren als auch ex vivo in zuvor entnommenen
Gehirnen wurde die Fluoreszenz detektiert.

: i
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Abbildung 5: Vergleich der Fluoreszenzspektra von AF680 und Cy5.5

Tabelle 2: Filtereinstellungen des eXplore Optix fiir die Anregung und Messung der Fluoreszenz
der Farbstoffe Cy5.5 und AF680

Filterrad-A Filterrad-B Optimiert fiir:
(Anregung) (Detektion)
665 nm — BP10 693 nm—-LP Cy5.5

Das ,,optical imaging*“-System scannt im Rastermodus mit einer Distanz von mindestens
0,5 mm zwischen zwei Messpunkten (Abbildung 6, A). Wiahrend der Messung wird jeder
Messpunkt fiir eine bestimmte Zeit (Integrationszeit) mit kurzen Laser-Impulsen mit einer
Wellenlédnge von 670 nm bestrahlt. Die Zeit zwischen der Anregung und der Detektion des
vom Gewebe ausgehenden, durch einen 793 nm Langpass Filter geleiteten Lichts wird mit
einem Zeit auflosenden Einzel-Photonen-Zédhler gemessen (Abbildung 6, B). Die
temporal point spread* Funktion beinhaltet Informationen iiber Intensitit, Tiefe und
Fluoreszensanregungslebensdauer (LT) der Fluoreszenzemmission. Die
Fluoreszenzintensitit wird in ,,Counts* angegeben. LT ist die Zeit bis zum Ubergang eines
Molekiils von seinem metastabilen, angeregten Zustand in den Grundzustand unter

Emission eines Photons. Sie wird in Nanosekunden (ns) angegeben.
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Abbildung 6: Darstellung der Rasterpunkte bei der Fluoreszenzmessung (A) und Prinzip der
Messung an jedem Punkt (B).

Es wurde im Nahinfrarotbereich gemessen, da die Eigenfluoreszenz des Gewebes in
diesem Lichtbereich geringer ist, als bei geringeren Wellenldngen. Die LT der Fluoreszenz
des Gewebes unterscheidet sich deutlich von der des Fluorochroms. Damit kann die
dennoch auftretende Autofluoreszenz von der des Fluorochroms unterschieden werden.

Die Fluoreszenz LT kann sich auch fiir einen Farbstoff in Abhédngigkeit von
Umgebungsbedingungen und Bindungen dndern.

Fir die Messungen wurde die Stirke des Anregungslasers in Anpassung an die
Fluoreszenzstérke variiert. Fiir Messungen von Cy5.5 im Gehirn lag sie zwischen 5 und 10
uW, bei AF680 lag sie bei 50-100 uW. In s.c. Tumoren lag die Laserstirke zur Messung
von AF680 im Durchschnitt bei 150 uW. Die Integrationszeit blieb bei 1s. Der Abstand
zwischen zwei Rasterpunkten war 1 mm.

Die Analyse der gewonnenen Daten wurde mit der optiview 1.00.00 (ART)-Software

durchgefiihrt. Dazu wurden die gemessenen Fluoreszenzsignale fiir verschiedene
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Laserstirken und Integrationszeiten normalisiert, so dass ein Vergleich der Messwerte
zwischen unterschiedlichen Versuchen moglich war.

Die durchschnittliche Fluoreszenzintensitit eines Areals wurde als Summe der
normalisierten Counts, geteilt durch die Anzahl der Messpunkte, ermittelt. Wenn die
durchschnittliche Fluoreszenzintensitit iiber einer Hemisphdre ermittelt wurde, so wurde
stets der Mittelwert der Messpunkte eines 7 mm x 4 mm groflen Areals in Projektion auf
der Hemisphidre ermittelt. Diese Auswertungsfliche entsprach in etwa der Grofle der

Hemisphire.

2.2.4 Gewinnung zuvor markierter Peritonealmakrophagen

Zur selektiven Markierung von phagozytierenden Zellen wie Monozyten, Makrophagen
oder Neutrophilen in vivo wurde die PKH2-PCL fluorescent cell linker compound
(Zynaxis, Inc.) eingesetzt.

Zunichst wurde eine 50 uM Stockldsung mit Ethanol (100 %) angesetzt. 10 ml Diluent
B wurden mit 0,05 ml der Stocklosung gut gemischt und mindestens 15 min bei RT
inkubiert. Fiir eine 30 g schwere Black/6 Maus wurden dann 0,75 ml Lésung in eine 1 ml
Einwegspritze aufgezogen. Einer Black/6 Maus wurde nach Desinfektion der
Unterbauchpartie 0,75 ml der PKH2-Ldsung intraperitoneal gespritzt, um im Tier die
Makrophagen zu markieren. Nach ca. 5 h wurde die Maus mittels einer Isofluran-
Uberdosis und anschlieBender zervikalen Dislokation getétet und auf einer Sezierunterlage
in Riickenlage fixiert. Darauthin wurde das abdominale Fell mit 70% Ethanol gewaschen,
die Haut aufgeschnitten, ohne die Bauchmuskeln zu verletzen und diese zu den Seiten und
bis zur Schulter frei pripariert. Das Fell wurde an der Seite festgesteckt. Die Bauchdecke
wurde nochmals griindlich mit 70 % Ethanol gewaschen.

Dann wurde mit einer 10 ml Spritze etwa 7 ml steriles, eiskaltes PBS in den
abdominalen Bauchraum gespritzt. Das Abdomen wurde nun vorsichtig massiert, um die
adherenten peritonealen Makrophagen abzul6sen und die Fliissigkeit anschlieBend soweit
moglich wieder in die Spritze aufgezogen. Der Inhalt der Spritze wurde in ein steriles 50
ml Roéhrchen iiberfiihrt und auf Eis gestellt, um das Anlagern der Makrophagen an der
GefiBwand oder Klumpenbildung zu verhindern. Der Vorgang der 7 ml Injektion und
anschlieBender Wiederaufnahme in die Spritze wurde nun 5-6 Mal mit frischem PBS
wiederholt.

Anschliefend wurden die peritonealen Makrophagen in dem 50 ml Réhrchen bei 4°C
fiir 5 min bei 350 x g zentrifugiert, das liberstehende PBS abgezogen, die Monozyten in 10
ml frischem PBS auf Eis resuspendiert und auf Fluoreszenz der Zellen im

Auflichtfluoreszenzmikroskop iberpriift. Die Zellzahl wurde mit dem Cell Coulter
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bestimmt, wie unter 2.2.2 beschrieben, nochmals zentrifugiert, das PBS abgezogen und mit
Medium auf eine Verdiinnung von 50000 Monozyten/ml resuspendiert. Von dieser
Suspension wurden 100 pl/Well mit 5000 Peritonealmakrophagen zu den Sphiroiden (s.
2.2.2.3) pipettiert.

2.2.5 Gewebeaufbereitung

2.2.5.1 Gehirne

Die priparierten Gehirne der Versuche zur Offnung der BHS wurden sofort in gekiihltem
2-Methylbutan bei ~-50°C eingefroren. Sie wurden bei -20°C zwischengelagert und
moglichst bald weiter bearbeitet. Gehirne von Tieren mit Hirntumor wurden in PFA 4 % in
PBS 2 Tage fixiert. AnschlieBend wurde das Gehirn in coronare Scheiben geschnitten
(Abbildung 7). Dabei wurde der erste Schnitt auf Hohe der Tumorzellimplantationsstelle
gesetzt, der zweite auf Hohe der Sehnervenkreuzung und der dritte kurz vor dem Kleinhirn.
Danach wurden sie in eine Gewebekassette gelegt, in der sie 30 min gewissert und in
einem Entwisserungsautomaten (TP 1020) #.N. mit folgenden Schritten entwissert
wurden:

3x 60 min 75 % Ethanol

2x 90 min 96 % Ethanol

3x 75 min 100 % Ethanol

2x 120 min Xylol

2x 60 min Paraffin (Ty 60°C)

Anschlieend wurden die Gewebescheiben an einer Ausgiestation in Paraffin
eingebettet. Dabei liegt die erste Gehirnscheibe mit der Schnittfliche nach unten, die
zweite und dritte Scheibe jeweils mit der rostralen Seite nach unten im Einbettférmchen.
Die Anschnittfliche des fertigen Préparateparaffinblocks ist die Unterseite des
Einbettformchens. Im Ergebnisteil dargestellte Schnittbilder zeigen das Gehirn auf Hohe
der 1. Schnittebene.
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Abbildung 7: Darstellung der coronaren Schnittebenen des Nagergehirns bei der Aufbereitung.
Das Gewebe wurde so eingebettet, dass die Schnittebene der Gehirnscheibe, auf die der jeweilige Pfeil
zeigt, an der Anschnittfliche des Paraffinblocks liegt.

2.2.5.2 Subkutane Tumore

Die Tumoren wurden mittig geteilt. Eine Halfte wurde in Tissue Tec im Kiihlschrank fiir
30 - 90 min inkubiert, bevor sie auf fliilssigem Stickstoff in Molds in Tissue Tec
eingefroren wurde. Die Gewebe wurden bei -20°C gelagert. Die andere Hélfte wurde wie
unter 2.2.5.1 beschrieben in PFA 4% in PBS fixiert und in Paraffin eingebettet.

2.2.6 Histologie

2.2.6.1 Gefrierschnitte

Die eingefrorenen Gewebe wurden mit Tissue Tec auf dem Objekthalter des Kryotoms
befestigt und 7 um dicke Schnitte angefertigt.

Die Schnitte wurden vorsichtig mit einem Pinsel auf vorgekiihlte Objekttriger fiir
Gefrierschnitte (Superfrostplus, Menzel Gléser) gelegt und 2 h bei -21°C in Kryotom
getrocknet, bevor sie mit einem Deckglas abgedeckt wurden, dass mit einer Klammer fest
gedriickt und mit Klebstoff an den Ecken fest geklebt wurde. Die Schnitte wurden direkt
mit einem Fluoreszenzmikroskop begutachtet und einer Mikroskopkamera fotografiert.

Schnitte fiir Farbungen wurden direkt von der Andruckplatte mit einem warmen
Objekttrager aufgenommen. Die Schnitte wurden fiir 2 h bei RT getrocknet. AnschlieBend
kamen sie bis zur Féarbeprozedur in den Kiihlschrank, oder fiir lingere Lagerung in den
Gefrierschrank bei -20°C.
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2.2.6.2 Immunfluoreszenzfiarbung von Gefrierschnitten

Zur Faktor VIII-Farbung bedurfte es der folgenden Behandlung:

- 5 min 100 % Ethanol, 4°C

- 3x mit PBS spiilen

- 30 min 1 % BSA in PBS zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen

- 1 h 100 pl/Schnitt 1. Antikdrper 1:300 verdiinnt in PBS

- 3x mit PBS spiilen

- 1 h 100 pl/Schnitt 2. Antikdrper mit Fluoreszenzfarbstoff markiert 1:200 verdiinnt in PBS
- 10 min DAPI 1:10000 verdiinnt in PBS zur Fluoreszenzfirbung der Zellkerne durch
Einlagerung in die Nucleinsdureketten

- 4x mit PBS spiilen

- eindecken mit Fluoromount G

- einige Minuten trocknen lassen

Begutachtung der Farbung unter dem Durchlichtmikroskop.

2.2.6.3 Paraffinschnitte

Von in Paraffin eingebetteten Geweben wurden mit einem Mikrotom (Leica) 1-5um dicke
Schnitte angefertigt. Diese wurden im Wasserbad gestreckt und auf Objekttriager gebracht.
Die Schnitte wurden 1i.N. im Wérmeschrank bei 37°C getrocknet, um die Bindung der
Schnitte an den Objekttriger zu verbessern und bis zur weiteren Bearbeitung bei RT

gelagert.

2.2.6.4 Farbungen von Paraffinschnitten

Fiir histologische Untersuchungen wurden Paraffinschnitte entweder direkt geférbt, oder

spezielle Strukturen immunhistologisch markiert.

Himalaun-Eosin Fiarbung

Die Hamalaun-Eosin (HE) Féarbung von Paraffinschnitten farbt das Gewebe direkt an.
Héamalaun farbt Zellkerne blau an, Eosin farbt das Cytoplasma der Zellen rosarot. Dazu
werden Paraffinschnitte folgender Prozedur unterzogen:

Entparaffinierung und Rehydrierung:

- 4x 3 min Roti-Histol

- 2x 2 min 100 % Ethanol

- 2 min 96 % Ethanol

- 2 min 70 % Ethanol

- 2 min 50 % Ethanol

- 2 min 30 % Ethanol
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- 3 min Aqua dest.

Féarbung:

- 5 min Himalaun (nach Mayer)
- 10 min flieBendes Leitungswasser
- 2 min Aqua dest.

-3 min 1 % Eosin

- kurz A. dest spiilen
Dehydrierung:

- 10 s 70 % Ethanol

- 10 s 80 % Ethanol

- 10 s 90 % Ethanol

- 10 s 96 % Ethanol

- 2x 3 min 100 % Ethanol

- 4x 2 min Roti-Histol

Die Objekttrager wurden nacheinander gut abgetropft, unter Verwendung von Entellan mit
einem Deckgldschen eingedeckt und i.N. unter dem Abzug getrocknet. Die Histologie der

Schnitte wurde mit Hilfe eines Lichtmikroskops beurteilt.

Immunbhistologie

Fiir immunhistologische Farbungen wurden die Paraffinschnitte zuerst entparaffiniert und
rehydriert, wie oben unter HE-Farbung beschrieben. AnschlieBend wurden die Schnitte wie
folgt weiter behandelt:

Zur Ki67-, Active Caspase-3- und zur Mac-3 Féarbung bedurfte es der

- Epitopdemaskierung durch Vorbehandlung mit Citratpuffer in der Mikrowelle,

3x 5 min auf hochster Stufe kochen und mit Aqua dest. nachfiillen

- Schnitte bei RT abkiihlen lassen

- 3x mit PBS spiilen

- 20 min in 100% Methanol + 600 pul H,O, (frisch angesetzt), 4°C, zur Deaktivierung der
endogenen Peroxidase

- 3x mit PBS spiilen

- 20 min 10 % FCS in PBS, RT zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen (fiir Ki67-
Féarbung zusitzlich Blocken mit FAB-Fragmenten)

- i.N. 110 ul/Schnitt 1. Antikorper 1:200 verdiinnt in PBS, 4°C

- 3x mit PBS spiilen

-1 h 110 pl/Schnitt 2. Antikdrper biotiniliert 1:200 verdiinnt in PBS, RT

- 3x mit PBS spiilen
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- 1 h Peroxidase konjugiertes Biotin 1:1000 verdiinnt mit 10 % FCS in PBS, RT. Das
Enzym Peroxidase setzt DAB zu einem in Alkohol unldslichen braunen Endprodukt um.

- 3x mit PBS spiilen

- 5-8 min Entwicklung in frisch angesetzter DAB-Losung (DAB-Ldsung: 49 ml PBS + 20
ul 30 % H,O,+ 1 ml DAB)

- 3x mit Aqua dest. spiilen

- 9x in Hdmalaun tauchen

- 5 min unter flieBendem Leitungswasser blduen

- kurz 50 % Ethanol

- kurz 70 % Ethanol

- kurz 80 % Ethanol

- kurz 90 % Ethanol

- kurz 96% Ethanol

- 2x 3 min 100 % Ethanol

- 3x 3 min Xylol

- eindecken mit Depex

- ii.N. unter dem Abzug ausdiinsten lassen

Begutachtung der Farbung unter dem Durchlichtmikroskop.
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3 Ergebnisse

Zur Verbesserung der Therapie maligner Hirntumoren sind neue Behandlungsansitze
dringend erforderlich. In der vorliegenden Arbeit werden Daten vorgestellt, die als
Grundlage fiir innovative Therapieansitze herangezogen werden konnen.

Es wurden Experimente zur Behandlung von Gliomen mittels eines spezifischen anti-
TGF-B-Antikérpers (1D11) durchgefiihrt. Dazu wurden in vitro die Mengenverhéltnisse
des von Gliomzellen sezernierten TGF-B bestimmt und die Gliomzellen mit dem 1D11-
Antikorper oder TGF-B behandelt. /n vivo wurden anhand mehrerer Tiermodelle zunachst
Maiuse mit s.c. Gliomen mit dem 1D11-Antikdrper therapiert. Anschliefend wurden Mause
mit intrazerebralen Tumoren mit dem Antikorper behandelt, nachdem Vorversuche gezeigt
haben, dass der Antikorper iiber die BHS in den Tumor gelangt. Um die Konzentrationen
von antitumords wirksamen Therapeutika im Gehirn und im Tumor zu erhéhen, wurden
zusitzlich Versuche zur Offnung der BHS mittels HG gemacht und gleichzeitig 1D11
verabreicht.

3.1 Spezifische Bindung von AF680 1D11 Antikoper an von US7TMG
Tumorzellen sezerniertes TGF-3

Der Antikorper 1D11 bindet die TGF-f Isoformen 1, 2 und 3. Um die Verteilung des
Antikorpers im Tier sichtbar zu machen, wurde der Antikdrper 1D11 zuvor mit den
Chromophoren AF680 bzw. AF595 gekoppelt. Nach der Kopplungsreaktion wurde
tiberpriift, ob der gekoppelte Antikdrper TGF-f noch bindet. Hierzu wurden Western-Blot-
Analysen durchgefiihrt. Eingesetzt wurden Proben von konzentriertem, konditioniertem
Medium von U87MG-Zellen, die TGF-f ins Medium sezerniert haben und von
rekombinantem TGF-B (Abbildung 8, A). Als Kontrollen wurden folgende Proben
eingesetzt: PBS, Medium, konzentriertes Medium mit AF680 1D11, Agarose A/G plus,
konditioniertes, konzentriertes Medium von U87MG-Zellen ohne AF680 1D11 und
Agarose A/G plus (Abbildung 8, B). Im Western-Blot zeigten sich fiir das aufbereitete
konditionierte Medium zwei deutliche Banden: Eine ist im Bereich von etwa 25 kDa stark
ausgepragt, was der GroBe des aktiven TGF-B-Dimers entspricht und eine weitere im
Bereich von etwa 46 kDa Grof3e (Abbildung 8, A). Die Banden in der Positivkontrolle mit
zugesetztem TGF-f1 waren wesentlich schwicher. So konnte die spezifische Bindung von
AF680 gekoppeltem und AF594 gekoppeltem 1D11 an TGF-B gezeigt werden.
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Abbildung 8: Spezifische Bindung von Alexa Fluor gekoppeltem Antikérper 1D11 an humanes
TGF-B. A) Western Blot-Analyse von immunprézipitiertem, von U87MG-Zellen sezerniertem TGF-
unterschiedlicher Medien unter Verwendung von fluoreszenzgekoppeltem 1D11 fiir ,,pull-down* und
Detektion. B) Kontrollansétze und Positivkontrolle.

3.2 TGF-B2 Produktion von US7MG und GL261 Zellen

Von Gliomzellen ist bekannt, dass sie TGF-B2 iiberexprimieren. Mittels ELISA wurde die
Menge des von humanen U87MG Gliomzellen und murinen GL261 Gliomzellen in der
Zellkultur sezernierten TGF-B2 ermittelt. Dabei stellte sich heraus, dass beide Zelllinien
TGF-B2 sezernieren. Die Produktion von TGF-B2 in U§7MG Zellen war etwa 6-mal hoher,
als die in GL261 Zellen (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Menge von sezerniertem TGF-B2 in Gliomzellkulturen. Die Konzentration von
TGF-B2 im konditionierten Medium wurde 24 h nach Aussaat von GL261- bzw. U§7MG-Gliomzellen
mittels ELISA bestimmt (n=3).

3.3 Einfluss von TGF-B2 auf die Vitalitit und Proliferation von
Gliomzellen in der Zellkultur

Der EinfluB3 von TGF- auf die Proliferation der verwendeten Zelllinien sollte zuerst in der
Zellkultur mittels WST-1-Test untersucht werden. In dem Versuch wurde der Einfluss von
exogenem TGF-B2 auf die Vitalitdt/Proliferation von U87MG- und GL261-Zellen ermittelt.
Dazu wurden die Zellen 72 h vor der Aussaat mit 0,5 ng/ml oder 5 ng/ml rekombinantem
TGF-B2 vorbehandelt. 6 h nach Aussaat erfolgte die erneute Behandlung mit TGF-§ 2.
Nach 24, 72 und 96 h wurde die Absorption der Zellen gemessen. Nach 96 h zeigte sich ein
deutlicher EinfluBl von TGF-f2 auf die Zellproliferation. Die U§7MG-Zellen wurden durch
zusitzliches TGF-B2 im Medium in ihrem Wachstum gehemmt (Abbildung 10, A),
wihrend es auf die GL261-Zellen wachstumsfordernd wirkte (Abbildung 10, B). Dabei
fand sich kein Unterschied in den beiden eingesetzten Konzentrationen des zugefiigten
TGF-2.

Durch die Zugabe von Antikorper (1D11) wird von den Tumorzellen sezerniertes TGF-
B gebunden und die Menge an freiem TGF-f reduziert.

GL261 und U87MG Zellen wurden 72 h vor dem eigentlichen Versuch mit 0,6 pg/ml
oder 6 pug/ml 1D11 behandelt. 6 h nach Aussaat erfolgte die erneute Behandlung mit 1D11.
Nach 24, 72 und 96 h wurde die Absorption der Zellen ermittelt. Inkubation mit 1D11
fiihrte mit keiner Konzentration zu einer Verdnderung der Proliferation/Vitalitdt im

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 10: Einflufi von TGF-p2 auf die Proliferation von U§7MG- (A) und GL261-Zellen (B)
in der Zellkultur. Die Zellen wurden 72 h vor und auch nach Aussaat in 96-Well Platten mit
unterschiedlichen Konzentrationen von humanem, rekombinantem TGF-B2 oder 1D11 Antikdrper
inkubiert. Nach 24, 72 und 96 h wurde mittels WST-1-Test der Farbstoffumsatz (Absorption bei 450
nm) gemessen. Die Absorptionswerte sind als Verhéltnis Absorption zu Absorption nach 24 h iiber die
Zeit aufgetragen. Nach 96 h unterscheiden sich die unbehandelten Zellen in ihrer Proliferation
signifikant von den mit TGF-B2 behandelten (t-test: p < 0,001 (jeweils fiir beide Zelllinien)), wobei die
Gruppen der zwei TGF-f2-Konzentrationen sich nicht voneinander unterscheiden (Mann-Whitney
Rank Sum Test: p = 0,427 (fiir US7MG); p = 0,241 (fiir GL261))

3.4 1DI11-Behandlung s.c. Tumoren

3.4.1 1DI11 Antikorper im s.c. Gliom

Damit der systemisch verabreichte therapeutische Antikdrper 1D11 seine lokale Wirkung
entfalten kann muf} er in den Tumor gelangen. Um zu ermitteln, mit welcher Kinetik sich
1D11 im Tumorgewebe anreichert, wurden Untersuchungen mittels in vivo-Bildgebung im
eXplore Optix-System in felllosen tumortragenden nu/nu-Midusen durchgefiihrt. Dazu
wurde der AF680 1D11 im Vergleich zum nicht spezifisch bindendem Kontrollantikdrper
AF680 13C4 verwendet.

In Abbildung 11 ist beispielhaft fiir AF680 1D11, AF680 13C4, und unbehandelte
Mause ein natives Bild einer Maus mit korrespondierendem Fluoreszenzintensitdts- und
LT-Blid dargestellt. Durch Messung der LT kann zwischen der Fluoreszenz des
Fluorochroms und unspezifischer Fluoreszenz mit einer erhdhten LT unterschieden
werden. AF680 1DI11 wies eine LT von 1,45 ns auf. Kontrollmiduse, die keine

fluoreszierenden Substanzen erhalten haben zeigten eine geringe Fluoreszenz im Korper.
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Diese Hintergrundsfluoreszenz hatte eine niedrigere LT von 0,51 ns und konnte daher als
nicht AF680-spezifische Fluoreszenz des Gewebes identifiziert werden.

Nach i.v. Gabe von 4,8 mg/kg KG AF680 1D11 zeigte sich in s.c. U87MG-Tumoren bei
Messungen mit dem eXplore Optix eine erhohte Fluoreszenzintensitit im Tumor
(Abbildung 11). Die LT entspricht dem fiir AF680 typischen Signal. Auch der mit AF680
markierte Isotypkontrollantikbrper 13C4 zeigte eine erhdhte Fluoreszenzintensitit im
Tumor. Die hohe Fluoreszenzintensitidt im Bereich des Magens der Tiere hat eine deutlich
hohere LT als die im iibrigen Korper und findet sich auch in unbehandelten Kontrolltieren.
Daher handelt es sich um ein unspezifisches Signal. Diese Fluoreszenz stammt nicht vom
AF680 Fluorophor (Abbildung 11). Die Fluoreszenz (und auch die LT) im Korper der
behandelten Miuse im Vergleich zu unbehandelten Méusen zeigt neben der Anreicherung
im Tumor auch die Verteilung des intravends verabreichten fluoreszenzmarkierten
Antikorpers (Abbildung 11).

In einem mit AF680 13C4 und einem mit AF680 1D11 behandelten Tier wurde anhand
der Fluoreszenzintensititen die Konzentration des jeweiligen Fluorochroms im Tumor in
einer dreidimensionalen Rekonstruktion ermittelt. Durch diese Art der Darstellung konnte
auch optisch gezeigt werden, dass die Fluoreszenz nicht von der Oberfliche stammit,
sondern aus dem Tumorknoten selber. Dabei befand sich im AF680 1D11 behandelten
Tumor eine hohere Fluoreszenzintensitdt, als im AF680 13C4 behandelten Tumor
(Abbildung 12).

Bei Gabe von AF594 gekoppeltem 1D11, welches im sichtbaren Bereich fluoreszeiert,
konnte fluoreszenzmikroskopisch im Tumor eine erhohte Fluoreszenz gegeniiber einem
unbehandelten Tumor gezeigt werden. Hierzu wurde das Tier am Versuchsende perfundiert

und der Tumor anschlieBend im Gefrierschnitt untersucht (Abbildung 13).
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Abbildung 11: Fluoreszintensitit und korrespondierende LT in vivo einer 24 h zuvor i.v. mit
AF680 1D11- oder AF680 13C4 Antikdrper behandelten oder unbehandelten nu/nu-Maus im eXplore
Optix. Der s.c. U§7MG-Tumor ist mit einem Pfeil im Bild markiert. Die erhdhte Fluoreszenzintensitét
iiber dem Korper im Vergleich zum unbehandelten Tier zeigt, dass sich der jeweilige Antikorper im
ganzen Tier verteilt hat. Eine besonders hohe Fluoreszenzintensitdt findet sich im Tumorbereich. Die
hohen Fluoreszenzintensititen im Bereich bestimmter Organe (z.B. Magen) entspricht einer
Autofluoreszenz des Gewebes, was daran zu erkennen ist, dass die LT des Signals hoher ist, als die
des farbstoffgebundenen Antikdrpers. Die Fluoreszenz mit dieser LT findet man auch in
unbehandelten Kontrolltieren.

AF680 1D 11

relative Konzentration

0 025 05
Abbildung 12: Dreidimensionale Darstellung relativer Fluoreszenzkonzentrationen in s.c.
U87MG Tumoren. Die Abbildung zeigt im Bereich der Tumoren 24 h nach der ersten i.v. Injektion
von 4,8 mg/kg KG AF680 1D11 oder AF680 13C4 Antikorper, dass die Fluoreszenz aus dm
Tumorgewebe stammt. Dabei ist die Konzentration von 1D11 im Tumor grofBer als die von 13C4.
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Abbildung 13: AF594 1D11 Antikérper-Fluoreszenz in s.c. U§7MG-Tumoren. Die nu/nu-Méuse
wurden 2 h nach i.v. Gabe von 4,8 mg/kg KG mit PBS Perfundiert bevor die Tumoren entnommen
wurden. In den mit AF594 1DI11 behandelten Tieren ist in den Schnittnen eine erhohte
Fluorezenzintensitit an den GefaBwéinden und im Tumorgewebe zu sehen als im unbehandelten Tier.

3.4.2 Behandlung subkutaner U87MG-Tumoren in nu/nu-Miusen (Versuchsreihe Al)

Um zu untersuchen, wie sich der Antikorper im Tumor unter Therapiebedingungen verhilt,
wurden die beiden Antikoérper AF680 1DI11 (anti-TGF p) oder AF680 13C4
(Isotypkontrolle) 2 x wochentlich - wie unter den Therapiebedingungen - i.v. verabreicht.
Die Fluoreszenzintensitit in den Tumoren wurde durch tégliches Scannen der Tiere
gemessen und iiber die Zeit aufgetragen (Abbildung 14). Das Areal, in dem die
Fluoreszenzintensitdt gemessen wurde, war immer gleich gro3. Nach jeder i.v. Gabe stieg
die Fluoreszenzintensitit zundchst an, um dann iiber die Zeit zuerst schneller, dann etwas
verlangsamt bis zur néichsten Injektion wieder abzunehmen. Die Fluoreszenz in den
Tumoren der mit AF680 1D11 behandelten Mause war im Durchschnitt immer hoher, als
in den mit AF680 13C4 behandelten, die Kinetik war jedoch gleich. Das bedeutet, dass
mehr 1D11 in den Tumor gelangte, als 13C4. Die maximale Fluoreszenzintensitit nach der
Injektion sank von Behandlung zu Behandlung ab. Das galt sowohl fiir die mit AF680
1D11, als auch fiir die mit AF680 13C4 behandelten Tiere (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Intensitit der AF680 1D11- und AF680 13C4 -Fluoreszenz im Zeitverlauf. Die
Fluoreszenzintensitdt in s.c. anwachsenden U87MG-Tumoren in nu/nu-Méusen wurde nach der 1.
Behandlung mit 4,8 mg/kg (hier Tag 1) in vivo liber 28 Tage tiglich gemessen. Weitere Behandlungen
folgten an Tag 5, 8, 12 und 19. (Die Tage sind durch Pfeile markiert.) Die Messungen erfolgten zu
identischen Zeitpunkten, an Behandlungstagen 2 h nach Injektion. Die Fluoreszenzintensitit wurde

iiber eine Tumorflédche von 6 mm? gemittelt.

An Tag 28 nach Tumorzellimplantation wurden die Versuche beendet und die

Tumorendgewichte nach Priparation des Tumors bestimmt um zu ermitteln, ob die 1D11-

Behandlung auf die TumorendgréBe einen Einflufl hat. Zwischen den 13C4-behandelten

und den Kontrolltumoren gab es keinen Unterschied in der TumorgréBe (t-Test: p = 0,940).

Wie Abbildung 15 zeigt, war das Tumorvolumen der 1DI1-behandelten Tiere im

Durchschnitt um das zweifache hoher als bei den 13C4-behandelten und den unbehandelten

Tieren. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen bestand jedoch nicht (Mann-

Whitney Rank Sum Test: p=0,351).
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Abbildung 15: Tumorgewichte von AF680 1D11-behandelten Tieren. Fiir jede Versuchsgruppe ist
das mittlere Gewicht fiir 28 Tage s.c. angewachsener U87MG-Tumoren in nu/nu-Mé&usen mit

Standardabweichung dargestellt.
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3.4.3 Behandlung subkutaner U87MG-Tumoren in nu/nu-Mausen (Versuchsreihe A2)

Die zuerst durchgefiihrte Versuchsreihe Al ergab, dass s.c. anwachsende US§7MG Tumoren
in nu/nu-Méusen, die mit AF680 1D11 behandelt wurden sich nicht in ihrem Endgewicht
von AF680 13C4 behandelten und unbehandelten Kontrolltumoren unterschieden.
Versuchsreihe A2 wurde durchgefiihrt um zu sehen, ob das an 1D11 gebundene AF680
einen Einfluss auf die Wirkung des 1D11 hat, oder eine tumorsuppressive Wirkung erst
spéter als nach 28 Tagen einsetzt. Die Versuche der Versuchsreihe A2 wurden daher mit
nicht an Fluorochome gekoppelten Antikérpern durchgefiihrt und die Tumoren erst nach 35
Tagen entnommen.

Die mit Isotypkontrollantikdrper 13C4 behandelten und unbehandelten Tumoren
unterschieden sich nicht signifikant (t-Test: p = 0,927), wéhrend die Endgewichte der
1D11-behandelten Tumoren signifikant hoher waren als die der unbehandelten
Kontrollgruppe (t-Test: p < 0,001) (Abbildung 16, B). Der Verlauf der Wachstumskurven
zeigt, dass die 1D11 behandelten Tumoren schon an Tag 10 nach Implantation, also 3 Tage
nach der ersten Behandlung leicht erhohte mittlere Volumina aufwiesen, als die
Kontrollgruppen. Dieser Unterschied wird im weiteren Versuchsverlauf immer deutlicher.
An Tag 10 nach Tumorzellimplantation betrug der Quotient der mittleren 1DI11
behandelten TumorgréBe zur mittleren Kontrolltumorgrofe 1,2, an Tag 21 schon 2,4 und
an Tag 35 4,6 (Abbildung 16, A).

Die duBerliche makroskopische Morphologie der Tumoren der verschiedenen Gruppen
unterschied sich lediglich durch die Grofe (Abbildung 17). Alle Tumoren bestanden aus
einem festen Knoten, hatten sichtbar entwickelte BlutgefdBversorgung und wiesen kleinere
Einblutungen auf.

Abbildung 18 zeigt den mikroskopischen Aspekt der Tumoren (HE-Firbung der
Tumorschnitte). Es ist zu erkennen, dass alle Tumoren aus méBig dicht gepackten Zellen
mit wenigen apoptotischen Bereichen aufgebaut sind. Proliferierende Zellen sind anhand
von Mitosefiguren identifizierbar. Im Gegensatz zu den Kontrolltumoren wiesen die
Tumoren nach Behandlung der Miuse mit 1D11 am Tumorrand Entziindungsreaktionen

auf, die durch die Prisenz von Makrophagen in diesem Bereich erkennbar ist.
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Abbildung 16: Wachstumskurven und Tumorgewichte von U§7MG-Tumoren in nu/nu-Miusen.
A) Die Linge, Hohe und Breite der s.c. Tumoren wurde mit der Schiebelehre gemessen und das
Volumen ndherungsweise nach der Formel V=4/3-r-a-b-c berechnet, wobei a, b und ¢ Halbachsen sind.
Die TumorgroBe der Tumoren wurde fiir jede Versuchsgruppe iiber die Zeit aufgetragen. B) Fiir jede
Versuchsgruppe ist das mittlere Tumorgewicht mit Standardabweichung dargestellt. Die Tumoren der
1D11-behandelten Mause sind signifikant grofer, als die der Kontrollgruppen (t-Test p < 0,001).

1D11 13C4 unbehandelt

Abbildung 17: Makroskopischer Aspekt der in nu/nu-Miusen angewachsenen U87MG-
Tumoren. Aus jeder Versuchsgruppe ist ein reprasentativer s.c. Tumor dargestellt. Die Tumoren
1D11-behandelter Mause unterscheiden sich von den unbehandelten lediglich durch ihre Grofe.
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Abbildung 18: Morphologie s.c. in nu/nu-Miusen angewachsener U§7MG-Tumoren. In den HE-
gefiarbten Paraffinschnitten sind Kerne blau und Zytoplasma rosa geférbt. Entziindungsreaktionen sind
mit einem Pfeil gekennzeichnet.

3.4.4 Behandlung subkutaner GL261-Tumoren in Black/6-Mé&usen (Versuchsreihe B)

Versuchsreihe A wurde in einem Xenograft Mausmodell mit humanen Tumorzellen und
immundefizienten Mausen durchgefiihrt, weil der Antikorper 1D11 gegen humanes TGF-3
gerichtet ist und die Bekdmpfung humaner Tumoren angestrebt wird. Durch die grofle
Aminoséduresequenz-Homologie bindet der Antikdrper auch an Méuse-TGF- (personliche
Mitteilung von Dr. J. Harper, Genzyme Oncology group). Da das Immunsystem eine grof3e
Rolle bei der Tumorbekdmpfung unter der Behandlung mit TGF-B beeinflussenden
Therapeutika spielt (Weller und Fontana, 1995) wurde Versuchsreihe B mit einem
syngenen Modell mit immunkompetenten Black/6-Mdusen und Maus GL261 Tumorzellen
durchgefiihrt.

Der Verlauf der Wachstumskurven zeigt, dass die Tumoren 1D11-behandelter Méuse an
Tag 10 nach Implantation, also 3 Tage nach der ersten Behandlung gleiche mittlere Gréfen
aufwiesen, wie die der Kontrollgruppen. Wihrend die Tumore der Kontrollgruppen ab Tag
21 nach Implantation deutlich wuchsen, bildeten sich neun der 1D11-behandelten Tumore
ganz zuriick. Nur drei Tumoren bildeten sich weiter aus, blieben aber bis zum
Versuchsende kleiner als die 13C4 behandelter und unbehandelter Mause (Abbildung 19
A). Am Versuchsende nach 35 Tagen hatten neun von zwolf 1D11-behandelten Black/6-
Miusen keinen Tumor und drei Mause kleine Tumoren entwickelt. Die 13C4
Isotypkontrolle behandelten, sowie die unbehandelten Méuse wiesen am Versuchsende
Tumoren auf, deren mittleres Tumorgewicht signifikant héher war im Vergleich zur 1D11-
Gruppe (Abbildung 19, B). Die Gruppe der 1D11 behandelten Tumoren unterscheidet sich
in ihrem Endgewicht signifikant von der Gruppe unbehandelter Tumoren (t-Test: p <
0,001).
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Abbildung 19: Wachstumskurven und Tumorgewichte von GL261-Tumoren in Black/6-Miusen.
A) Die Linge, Hohe und Breite der s.c. Tumoren wurde mit der Schiebelehre gemessen und das
Volumen naherungsweise nach der Formel V=4/3-w-a-b-c berechnet, wobei a, b und ¢ Halbachsen sind.
Die Tumorgrofie der Tumoren wurde fiir jede Versuchsgruppe iiber die Zeit aufgetragen. B) Fiir jede
Versuchsgruppe ist das mittlere Tumorgewicht mit Standardabweichung dargestellt. Die Tumoren der
1D11-behandelten Mause sind signifikant kleiner, als die der Kontrollgruppen (t-Test p < 0,001).

Die makroskopische Morphologie der Tumoren der verschiedenen Versuchsgruppen
unterschied sich in GroBe und Struktur. Die 1D11-behandelten Tumore waren
»kompakter”, hatten weniger sichtbare Blutgefile und wiesen keine auffilligen
Einblutungen auf. Die Kontrolltumoren dagegen bestanden aus festen, sowie groBeren
weichen Anteilen. Die festen Anteile wiesen gut sichtbare Blutversorgung und
Einblutungen auf, die weichen Anteile zeigen teilweise Einblutungen (Abbildung 20).
Einige Tumoren infiltrierten umliegendes Haut-, Binde-, oder Muskelgewebe. Der
dargestellte 13C4 behandelte Tumor z.B. war so stark mit der Haut verwachsen, dass zwei

Tage vor Versuchsende eine offene Wunde entstand (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Makroskopischer Aspekt der in Black/6-Miusen angewachsenen GL261-
Tumoren. Aus jeder Versuchsgruppe ist ein reprisentativer s.c. Tumor dargestellt. Nur bei drei 1D11-
behandelten Tieren ist am Versuchsende ein Tumor vorhanden. (Der in den Bildern zu sehende
MaBstab ist 6 mm lang.)

unbehandelt

Abbildung 21: Morphologie s.c. in Black/6-Miusen angewachsener GL261-Tumoren. In den HE-
gefarbten Paraffinschnitten sind Kerne blau und Zytoplasma rosa gefarbt. Weitlumige Gefédfie sind mit
einem Pfeil gekennzeichnet.

Die HE-Féarbungen von Tumorschnitten aller Versuchsgruppen zeigten Bereiche mit
hoher Zelldichte, in denen proliferierende Zellen und BlutgefiBe zu finden sind und
Bereiche, in denen die Zellen locker in der EZM liegen (Abbildung 21).

Zusammenfassend fand sich in diesem Versuch unter 1D11-Behandlung ein Ansprechen
der s.c. GL261-Tumoren.

3.4.5 Behandlung subkutaner GL261-Tumoren in nu/nu-Méusen (Versuchsreihe C)

In immundefizienten nu/nu-Miusen (Versuchsreihe A) hatten die US87MG-Tumoren der
1D11-behandelten Tiere groBere Endgewichte, als die der Kontrolltiere. In

immunkompetenten Black/6-Médusen (Versuchsreihe B) wurde mit der 1D11-Behandlung
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von GL261-Tumoren Tumorriickbildung erreicht. Um zu priifen, ob der 1DI11-
Behandlungserfolg aus Versuchsreihe B von einem besseren Ansprechen der GL261
Tumorzelllinie auf anti-TGF-beta alleine, oder vom zusitzlichen Effekt des Immunsystems
der Black/6-Maus abhing, wurden in der Versuchsreihe C die GL261-Tumorzellen s.c. in
nu/nu-Maiuse implantiert.

In diesem Experiment erreichten die Tumoren einiger Miuse bereits nach 21 Tagen das
maximal zuldssige Volumen von 1 cm? fiir s.c. Tumoren in Maiusen, weshalb die
Versuchsreihe bereits nach 3 Wochen beendet werden mulfite.

Bei allen Tieren der 1D11-Gruppe wuchsen Tumoren an. Die Wachstumskurven der
Versuchsgruppen unterschieden sich nicht signifikant voneinander (Abbildung 22 A). Die
Tumorgewichte der 1D11-behandelten Tumoren waren am versuchsende im Mittel zwar
grofer als die der 13C4-behandelten und der unbehandelten Méuse, die Werte
unterschieden sich aber nicht signifikant voneinander (Mann-Whitney Rank Sum Test: p =
0,073) (Abbildung 22 B).
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Abbildung 22: Wachstumskurven und Tumorgewichte von GL261-Tumoren in nu/nu-Miusen.
A) Die Linge, Hohe und Breite der s.c. Tumoren wurde mit der Schiebelehre gemessen und das
Volumen ndherungsweise nach der Formel V=4/3-r-a-b-c berechnet, wobei a, b und ¢ Halbachsen sind.
Die Tumorgrofle der Tumoren wurde fiir jede Versuchsgruppe iiber die Zeit aufgetragen. B) Fiir jede
Versuchsgruppe ist das mittlere Tumorgewicht mit Standardabweichung dargestellt. Die Tumoren der
1D11-behandelten Miuse sind tendenziell groBer, aber es gibt keinen signifikanten Unterschied zu den
Kontrollgruppen.

Die Tumoren der drei Versuchssgruppen unterschieden sich makroskopisch lediglich
durch ihre GréBe und hatten sowohl feste, als auch weiche, gallertartige Anteile in allen
drei Versuchsgruppen (Abbildung 23). Sie waren mit den GL261-Tumoren aus Black/6-
Maiusen der Versuchsreihe B) vergleichbar, jedoch waren die weichen Anteile in den
Tumoren der Versuchsreihe C) blutiger. In Tumoren aller drei Versuchsgruppen waren
GefaBBe und Einblutungen in allen Bereichen sichtbar. Auch diese Tumoren infiltrierten
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hdaufig die Muskeln oder die Haut. In manchen Mé&usen war der Tumor nicht mit
angrenzenden Muskeln verwachsen, hatte in ithm aber schon vermehrte Gefaf3bildung

induziert.

1D11 13C4 unbehandelt

Abbildung 23: Makroskopischer Aspekt der in nu/nu-Miusen angewachsenen GL261-Tumoren.
Aus jeder Versuchsgruppe ist ein repriasentativer s.c. Tumor dargestellt. (Der in den Bildern zu
sehende Malistab ist 6 mm lang.)

In der histologischen Begutachtung der HE-gefirbten Schnitte der Tumoren waren
Bereiche mit dicht gepackten Zellen zu sehen und Bereiche, in denen die Zellen lockerer in
der gallertigen Matrix lagen. Es fiel auf, dass die Tumoren groBe BlutgefiBle entwickelt
hatten und auch kleinere Einblutungen aufwiesen. Die BlutgefdBle fanden sich auch in den
lockerer gepackten Bereichen (Abbildung 24). Im Bild des unbehandelten GL261-Tumors
ist zu sehen, wie der Tumor Muskelfasern umwachsen hat. Diese Infiltration war typisch
fiir die s.c. GL261-Tumoren und war nur selten bei U87MG-Tumoren zu sehen
(Abbildung 24).

Bei den 1D11 behandelten Tieren konnte bis auf die Tendenz zum gréBeren Endgewicht
der Tumoren kein histologischer Unterschied zu 13C4-behandelten und unbehandelten
Tieren festgestellt werden. In nu/nu-Midusen fiithrt die 1D11-Behandlung von GL261-

Tumoren somit nicht zu Tumorregression.
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1D11 13C4 unbehandelt

Abbildung 24: Morphologie s.c. in nu/nu-M#usen angewachsener GL261-Tumoren. In den HE-
gefarbten Paraffinschnitten sind Kerne blau und Zytoplasma rosa gefarbt. Weitlumige Gefédfie sind mit
einem Pfeil, umwachsene Muskelfasern mit einem Stern gekennzeichnet.

3.4.6 Immunhistochemische Farbung s.c. Gliome

Das Ziel der histopathologischen Untersuchungen war, Verdnderungen der Tumoren, die
durch die Behandlung der Méuse mit 1D11 verursacht wurden, nédher zu charakterisieren.
Da es im Tumor Unterschiede beziiglich der Proliferation und einwandernden Zellen
zwischen Tumorzentrum und Tumorrandbereich geben kann, wurden diese Bereiche
getrennt voneinander betrachtet. Fiir die quantitativen Auswertungen wurde von 5 Tumoren
pro Versuchsgruppe jeweils ein Schnitt gefédrbt. Die positiven Zellen in je drei Ausschnitten
im Randbereich und im Zentrum von einem Tumorschnitt wurden gezdhlt und Mittelwerte

fir Tumormitte und Randbereich erstellt.

3.4.6.1 Immunhistochemische Fiarbung proliferierender Zellen

Proliferierende Zellen exprimieren Ki-67 in allen Phasen des Zellzyklus. Proliferierende
Zellen wurden in den U87MG-Tumoren 1D11-behandelter und unbehandelter Miuse
mittels einer immunhistochemischen Farbung mit dem MIB 1 Antikorper der gegen Ki-67
gerichtet ist nachgewiesen. Da es in den Kontrollfdrbungen mit dem sekundéren Antikorper
zur unspezifischen Anfarbung von Zellen in den GL261 Tumoren kam (Abbildung 25),

konnten die proliferierenden Zellen in GL261-Tumoren nicht spezifisch angeférbt werden.
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Megativkontrolle Fositivkontrolle

Abbildung 25: Kontrollen zur immunhistochemischen Detektion von proliferierenden Zellen im
Paraffinschnitt von s.c. Gliomen mit MIB 1 monoklonalem Antikdrper. 1: Negativkontrolle, Farbung
von U87MG-Tumorschnitt nur mit sekunddrem Antikorper. 2: Negativkontrolle, Farbung GL261-
Tumorschnitt nur mit sekunddrem Antikérper. Hier zeigten sich unspezifische Férbungen. 3:
Positivkontrolle, Farbung von humanem Tonsillenschnitt.

TGF-B kann auf Tumorzellen proliferationshemmend wirken. Vermehrte Proliferation in
den 1DI11-behandelten U87MG-Tumoren wiirde das grofere Volumen erkldren. Die
Féarbung zeigte in der Tumormitte und im Randbereich proliferierende, Ki-67 positive
Zellen.

Es zeigte sich keine vermehrte Proliferation in der Umgebung groferer Gefilie
(Abbildung 26). In der quantitativen Auswertung zeigte sich kein signifikanter
Unterschied in der Anzahl proliferierender Zellen zwischen Tumoren 1D11-behandelter
und Tumoren unbehandelter Méduse (Abbildung 27).
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Abbildung 26: Proliferierende Zellen in s.c. U§37MG-Tumoren in nu/nu-Miusen. Die Detektion
der proliferierenden Zellen erfolgte mittels MIB 1 Antikérper an Paraffinschnitten. Ki-67 positive
Zellen sind braun-schwarz, die blaue Kernfarbung erfolgte mit Himalaun.
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Abbildung 27: Quantitative Auswertung der Ki-67 Farbung s.c. U§7MG-Tumoren. Die Anzahl
an Ki-67-positiven Zellen in den Gruppen unterscheidet sich nicht signifikant voneinander (One Way
Analysis of Variance p = 0,636) (n=5 fiir jede Gruppe).

3.4.6.2 Immunhistochemische Farbung apoptotischer Zellen

In Paraffinschnitten wurden Zellen mit einem Antikorper gegen aktive Caspase-3, einer in
der Apoptose aktivierten Protease, immunhistochemisch gefarbt. Damit sollte ermittelt
werden, ob der Grund fiir den GroBenunterschied der Tumore in vermehrter Apoptose in
unbehandelten Tumoren lag. Weder bei humanen U87MG-Tumoren, noch bei murinen
GL261-Tumoren zeigte sich dabei unspezifische Wechselwirkung zwischen dem Tumor
und dem sekundéren Antikorper (Abbildung 28).

MNegativlkontrolle

Abbildung 28: Kontrollen zur immunhistochemischen Detektion apoptotischer Zellen im
Paraffinschnitt von s.c. Gliomen mit monoklonalem Antikdrper gegen aktive Caspase 3.
1:Negativkontrolle, Fiarbung von U87MG-Tumorschnitt nur mit sekunddrem Antikorper. 2:
Negativkontrolle, Farbung von GL261-Tumorschnitt nur mit sekundarem Antikorper.
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Bei U87MG Tumoren waren in allen Versuchsgruppen apoptotische Zellen, sowohl in
der Tumormitte als auch im Randbereich zu finden. An groferen GefdBlen fehlten
apoptotische Zellen (Abbildung 29).

In Black/6-Méusen s.c. angewachsene GL261-Tumoren zeigten eine andere Verteilung
der apoptotischen Zellen (Abbildung 30). Sie waren in groer Anzahl im Randbereich der
kompakten Tumorknoten lokalisiert. Im 1D11-behandelten Tumor gab es im Gegensatz zu
den Kontrollen auch in der zelldichten Tumormitte Bereiche mit einer hohen Anzahl
apoptotischer Zellen.

In GL261 Tumoren aus nu/nu-Méusen war die Verteilung apoptotischner Zellen bei
13C4 behandelten und unbehandelten Tumoren dhnlich wie in den unbehandelten, in
Black/6-Méusen angewachsenen Tumoren (Abbildung 31).
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Abbildung 29: Apoptotische Zellen in s.c. US7MG-Tumoren in nu/nu-Miusen. Die Detektion
erfolgte mit einem aktive Caspase-3 Antikorper an Paraffinschnitten. Aktive Caspase-3 positive Zellen
sind braun-schwarz, die blaue Kernfarbung erfolgte mit Himalaun. Der vergroferte Ausschnitt hat
eine Breite von 67 pm.
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Abbildung 30: Apoptotische Zellen in s.c. GL261-Tumoren in Black/6-Miusen. Die Detektion
erfolgte mit einem aktive Caspase-3 Antikorper an Paraffinschnitten. Aktive Caspase-3 positive Zellen
sind braun-schwarz, die blaue Kernfiarbung erfolgte mit Héimalaun. Beachte: hohe Anzahl
apoptotischer Zellen in der Mitte von Tumoren der 1D11-behandelten Gruppe. Der vergroBerte
Ausschnitt hat eine Breite von 67 pm.
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Abbildung 31: Apoptotische Zellen in s.c. GL261-Tumoren in nu/nu-Méiusen. Die Detektion
erfolgte mit einem aktive Caspase-3 Antikorper an Paraffinschnitten. Aktive Caspase-3 positive Zellen
sind braun-schwarz, die blaue Kernfiarbung erfolgte mit Himalaun. Der vergroferte Ausschnitt hat
eine Breite von 67 pm.

Die Quantitative Auswertung der Caspase-3 positiven Zellen erfolgte fiir alle drei
Versuchsgruppen der Versuchsreihen A), B) und C) (Abbildung 32). Die Anzahl der
apoptotischen Zellen im Tumorrandbereich ist in U§7MG Tumoren nicht signifikant hher
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als in der Tumormitte (t-Test: p = 0,163 fiir 1DI11-behandelte, und p = 0,328 fiir
unbehandelte). Der Vergleich von Tumoren unbehandelter und 1D11-behandelter Méuse
zeigte keinen Unterschied (t-Test: p = 0,186 fir Tumormitte, und p = 0,679 fiir
Tumorrand).

In GL261 Tumoren 1D11-behandelter Black/6-Méuse gibt es in der Tumormitte dhnlich
viele apoptotische Zellen wie im Randbereich (Whitney Rank Sum Test: p = 0,667)
(Abbildung 32). Bei GL261-Tumoren unbehandelter Méuse gibt es in der Tumormitte eine
wesentlich kleinere Anzahl Caspase-3 positiver Zellen, als im Randbereich (Whitney Rank
Sum Test: p < 0,05). In der Tumormitte gibt es in den Tumoren 1D11-behandelter Méuse
signifikant mehr apoptotische Zellen als in der Tumormitte von unbehandelten (t-Test: p <
0,05), wahrend die Anzahl im Randbereich der GL261-Tumoren unbehandelter Mause mit
der von GL261-Tumoren 1D11 behandelter Méuse vergleichbar ist (t-Test: p = 0,394).

Nu/nu-Miuse haben in GL261-Tumoren sowohl nach 1D11-Behandlung als auch ohne
Behandlung signifikant mehr apoptotische Zellen im Tumorrandbereich als in der Mitte der
Tumorknoten (Whitney Rank Sum Test: p = 0,001 fiir ID11 behandelte, Whitney Rank
Sum Test: p < 0,05 fiir unbehandelte) (Abbildung 32).

Auch hier gibt es in der Tumormitte signifikant mehr apoptotische Zellen in Tumoren
behandelter im Vergleich zu Tumoren unbehandelter Mause, wéahrend es im Randbereich
keinen Unterschied gibt. (Mann-Whitney Rank Sum Test: p < 0,05 fiir Tumormitte, und t-
Test: p = 0,815 fiir Tumorrand). Der Effekt ist aber wesentlich schwicher ausgeprigt als in
GL261-Tumoren 1D11 behandelter Black/6-Mause.
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Abbildung 32: Quantitative Auswertung der Caspase-3 Firbungen. Die Anzahl an Caspase-3
positiven Zellen in den Gruppen der U87MG-Tumoren unterscheidet sich nicht signifikant
voneinander. In den GL261-Tumoren 1D11-behandelter Black/6-Méuse gibt es keinen signifikanten
Unterschied in der Zahl der apoptotischen Zellen zwischen Tumormitte und Tumorrand. In allen
anderen GL261-Tumoren gibt es einen signifikanten Unterschied zwischen Tumormitte und
Tumorrand. n=5 fiir jede Gruppe, nur fiir Tumore 1D11-behandelter Black/6-Méuse n=2.
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3.4.6.3 Immunfluoreszenzfiarbung von Gefalendothelzellen

TGF-beta wirkt auf GefdBendothelzellen angiogen. Darum konnte es sein, dass in den
Tumoren der 1D11-behandelten Miuse, in denen weniger TGF-p zur Rezeptorbindung zur
Verfiigung steht, weniger Gefdle neu ausgebildet werden. Diese Hypothese wurde mit
Endothelzellfarbung mittels Faktor-VIII Antikdrper-Féarbung iiberpriift.

In den Schnitten s.c. U87MG-Tumoren waren verschiedene, angeschittene
GefaBabschnitte gut zu erkennen. Es gab groBere und kleinere GefaBBdurchmesser
(Abbildung 33).

Die quantitative Auswertung erfolgte durch Zahlen der GefaBanschnitte pro Bild. Fiir
jede der Versuchsgruppen wurde die durchschnittliche Anzahl anhand von Férbungen je
eines Schnittes von mindestens 9 Tumoren ermittelt. In humanen U87MG-Tumoren gab es
keinen Unterschied in der GefiaB3dichte zwischen Tumoren 1D11-behandelter und Tumoren
unbehandelter Mause (Abbildung 34).
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Abbildung 33: Endothelzellen in s.c. US7MG-Tumoren in nu/nu-Miusen. Die Detektion erfolgte
im Gefrierschnitt mittels Faktor-VIII Antikdrper. Faktor-VIII positive Zellen sind orange, blaue
Kernfarbung erfolgte mit DAPI.
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Abbildung 34: Quantitative Auswertung der Endothelzellfirbung durch Bestimmung der
GefiaBidichte. Fiir jeden Faktor-VIII-gefarbten Schnitt s.c. U§7MG-Tumoren wurde die Anzahl der
GefaBanschnitte pro Gesichtsfeld ermittelt. Die Anzahl der GefdBanschnitte in Tumoren 1DI11-
behandelter Méuse unterscheidet sich nicht von der in Tumoren unbehandelter Méuse.
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Bei Betrachtung der GefaBdurchmesser gab es fiir jede Versuchsgruppe Tumoren, die
eher kleine, und solche, die eher groflere GefaBdurchmesser aufwiesen. Hier lie3 sich eine
Tendenz zu eher kleineren Gefia3en in 1D11-behandelten Tumoren feststellen.

Da in der Versuchsreihe C nur drei kleine GL261-Tumoren 1D11-behandelter Black/6-
Maiuse angewachsen sind, stand nur einer fiir die Endothelzellfarbung zur Verfiigung. In
diesem Tumor gab es nur wenig Gefille, wihrend die unbehandelten Tumore einige

grofere und zahlreiche kleine Gefédlle aufwiesen (Abbildung 35).

1D11 13C4 unbehandelt
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Abbildung 35: : Endothelzellen in s.c. GL261-Tumoren in Black/6-Méusen. Die Detektion
erfolgte im Gefrierschnitt mittels Faktor-VIII Antikorper. Faktor-VIII positive Zellen sind orange.

3.4.6.4 Immunhistochemische Farbung von Makrophagen

Im HE-Schnitt mancher U87MG-Tumore 1DI11-behandelter Maduse sind im
Tumorrandbereich eingewanderte Makrophagen sichtbar (Abbildung 18). Die
Immunhistochemische Farbung von Makrophagen in Paraffinschnitten der Tumore sollte
Aufschluss dariiber geben, ob eine verstirkte Immunreaktion in den Tumoren 1D11-
behandelter Méuse zu finden ist.

Die Kontrollfirbungen zeigten bei Einsatz des zweiten Antikorpers weder im humanen
U87MG-Tumor noch im Maus-Lymphknoten unspezifische Bindungen. In der
Positivkontrolle war zu sehen, dass Makrophagen erkannt werden (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Kontrollen zur immunhistochemischen Detektion aktivierter Makrophagen im
Paraffinschnitt von s.c. Gliomen mit Mac-3 monoklonalem Antikérper. 1: Negativkontrolle, Farbung
von U87MG-Tumorschnitt nur mit sekunddrem Antikorper. 2: Negativkontrolle, Farbung von
Black/6Maus Lymphknotenschnitt nur mit sekunddrem Antikorper. 3: Positivkontrolle, Farbung von
Gehirnschnitt einer Maus mit Inflammationsreaktion im Gehirn (Experimentelle allergische
Enzephalomyelitis (EAE)). Kernfarbung mit Himalaun.

In den US7MG Tumoren waren Makrophagen sowohl in der Tumormitte als auch im
Randbereich lokalisiert (Abbildung 37). Oft, wie im Bild der Tumormitte des Tumors
einer 1D11-behandelten Maus (Abbildung 37) zu sehen, befanden sich Makrophagen in
der Néhe von grofleren Blutgefafen.
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Abbildung 37: Aktivierte Makrophagen in s.c. US§7MG-Tumoren in nu/nu-Miusen. Die
Detektion erfolgte mittels Mac-3 Antikorper an Paraffinschnitten. Mac-3 positive Zellen sind braun-
schwarz, die blaue Kernfarbung erfolgte mit Himalaun. Der vergroBerte Ausschnitt hat eine Breite
von 67 pm.

Die quantitative Auswertung der Makrophagenfiarbung zeigte im Randbereich des
Tumors mehr Makrophagen als in der Tumormitte (Abbildung 38). Aulerdem war die
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Zahl der Makrophagen im Randbereich der Tumoren 1D11-behandelter Mause tendenziell
hoher als die der Tumoren unbehandelter Méuse. Dieser Unterschied war jedoch nicht
signifikant (t-Test: p = 0,421 fiir Tumormitte; p = 0,329 fiir Tumorrand).

Die immunhistochmische Farbung von Makrophagen in s.c. in Black/6-Mausen
angewachsenen GL261-Tumoren (Abbildung 39), wie auch die Fiarbung der in nu/nu-
Maiusen angewachsenen GL261-Tumoren (Abbildung 40) zeigte eine so hohe
Makrophagendichte, dass ein Zdhlen der einzelnen Zellen kaum mdglich war. Es lief3 sich
auch kein Unterschied zwischen Tumoren 1D11-behandelter und unbehandelter Méuse
erkennen. Bei den in nu/nu-Miusen angewachsenen GL261-Tumoren fielen wieder die
groBlumigen Gefdle auf, die sowohl in dem Bild der Tumormitte des 1D11 behandelten,
als auch in dem Bild der Tumormitte eines unbehandelten Tumors zu sehen sind
(Abbildung 40). Eine vermehrte Prisenz von Makrophagen in Gefd3nihe war hier nicht zu

verzeichnen.
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Abbildung 38: Quantitative Auswertungen der Mac-3 Farbungen. Die Anzahl der Makrophagen
in s.c. U§7MG-Tumoren 1D11-behandelter Méuse unterscheidet sich weder fiir die Tumormitte noch
fiir den Tumorrand signifikant von der in Tumoren unbehandelter Miuse (t-Test: p = 0,421 fiir
Tumormitte; p = 0,329 fiir Tumorrand). n=5 fiir jede Gruppe.
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Abbildung 39: Aktivierte Makrophagen in s.c. GL261-Tumoren in Black/6-Miusen. Die
Detektion erfolgte mittels Mac-3 Antikorper an Paraffinschnitten. Mac-3 positive Zellen sind braun-
schwarz, die blaue Kernfarbung erfolgte mit Hdmalaun. Der vergroferte Ausschnitt hat eine Breite
von 67 pm.
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Abbildung 40: Aktivierte Makrophagen in s.c. GL261-Tumoren in nu/nu-Miusen. Die Detektion
erfolgte mittels Mac-3 Antikorper an Paraffinschnitten. Mac-3 positive Zellen sind braun-schwarz, die
blaue Kernfarbung erfolgte mit Himalaun. Der vergroferte Ausschnitt hat eine Breite von 67 pm.
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3.5 EinfluBl von humanem, rekombinantem TGF-f} auf das Einwandern
von Peritonealmakrophagen in GL261-Sphéaroide

Da ein EinfluB der Makrophagen in GL261-Tumoren durch Auswertung der
immunhistologisch gefdrbten Schnitte nicht ermittelt werden konnte, sollte an Sphéroiden
aus GL261-Zellen untersucht werden, ob TGF-f das Einwandern von Makrophagen
beeinflusst. Um die Makrophagen von den Tumorzellen unterscheiden zu kénnen, wurden
sie vor der Isolation in vivo mit einem griinen Fluoreszenzfarbstoff markiert. Die Sphéroide
wurden in 100 ul Medium mit je 5000 Makrophagen und mit 25 ng/ml TGF-B2 oder 5000
Makrophagen alleine inkubiert. Nach 60 h waren von 26 Sphidroiden ohne zusitzliches
TGF-B2 im Medium keine mehr intakt (Abbildung 41, 2). Von den 26 Spéroiden die mit
zusitzlichem TGF-B2 inkubiert waren, waren noch 7 intakt und Makrophagen waren
eingewandert (Abbildung 41, 3). Es konnte mit diesem Versuch gezeigt werden, dass
zusitzliches TGF-B2 im Medium das Zerstoren der Sphéroide durch die Makrophagen

verhindern kann.

Abbildung 41: GL261 Gliomzellsphiroide 60 h nach Makrophagenbehandlung. 1: GL261-
Sphéroid ohne Behandlung (100x, Hellfeld), 2: GL261-Sphiroid 60 h nach Zugabe von
Peritonealmakrophagen (200x, Fluoreszenz-Hellfeldkombination), 3: GL261-Sphéroid 60 h nach
Zugabe von Peritonealmakrophagen und 25 ng/ml rekombinantem, humanem TGF-B2 (200x,
Fluoreszenz-Hellfeldkombination). Tumorzellen sind nicht fluoreszierend, PKH2-markierte
Peritonealmakrophagen der Black/6-Maus fluoreszieren griin.

3.6 1DI11 im intrazerebralen Gliom

Das Wachstum s.c. GL261-Tumoren konnte in Black/6-Mausen durch Behandlung mit
ID11 gehemmt werden. Daher sollte in diesem Versuchsmodell untersucht werden, ob
ID11 in intrazerebrale Tumoren gelangt und ob dies in vivo erfasst werden kann. Fiir diese
Versuche wurde wie auch fiir die Versuche zur Anreicherung im s.c. Tumor mit AF680
oder AF594 gekoppeltes 1D11 verwendet.
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3.6.1 1DI11 im intrazerebralen Tumor in vivo

Mit diesem Versuch sollte festgestellt werden, ob eine Anreicherung von AF680 1D11
im Tumor in vivo dargestellt werden kann. Dazu wurden Black/6-Mduse mit
intrazerebralen GL261-Tumoren zu verschiedenen Zeitpunkten nach Implantation einmalig
1.v. mit AF680 1D11 behandelt. Die Fluoreszenz im Kopf wurde mit dem eXplore Optix
gemessen. Anschlieend wurden die Gehirne aus den Méusen prépariert und ex vivo die
Fluoreszenz noch einmal gemessen. Die Gehirne wurden anschliefend in PFA 4% fixiert
und aufgeschnitten. In Abbildung 42 ist fiir eine Behandlung an Tag 8 und eine an Tag 10
nach Tumorzellimplantation zu sehen, dass der Tumor an den Stellen zu finden war, an der
die ex vivo gemessenen Gehirne zuvor fluoreszierten. Hier konnte mit dem eXplore Optix-
System ein Eindringen von AF680 1D11 in den Tumor festgestellt werden.

Die Abbildung verdeutlicht zudem, dass die in vivo gemessene Fluoreszenzintensitédt im
Kopf mit zunehmender Versuchsdauer abnimmt. Das liegt wahrscheinlich am
nachwachsenden Fell auf dem Kopf, welches vor der intrazerebralen Implantation durch
Kaltwachsstreifen entfernt wurde. Aus diesem Grund war es schwierig bei Black/6-Méusen
in vivo die Anreicherung von geringen Mengen an fluoreszenzmarkierten Antikdrpern im
Gehirntumor zu detektieren. Ex vivo dagegen konnte die Fluoreszenz von Antikdrpern im

Gehirn problemlos erkannt werden.
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Abbildung 42 : Vergleichende Messung der Fluoreszenzintensitit in GL261-Tumoren in
Black/6-Miusen in vivo und in entnommenen Gehirnen ex vivo. Die Messungen erfolgten 3 h nach
i.v. AF680 1D11-Injektion. Ergdnzend dazu sind coronare Schnitte der entsprechenden PFA-fixierten
Gehirne mit den sich entwickelnden Tumoren gezeigt.
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3.6.2 1DI11 im intrazerebralen Tumor in der Fluoreszenzmikroskopie

Maiusen, bei denen in der rechten Hemisphére intrazerebrale GL261-Tumoren 20 Tage
angewachsen sind, wurde i.v. 4,8 mg/kg AF594 1D11 appliziert. Nach 1,5 h wurden die
Tiere getdtet und die Gehirne perfundiert. Die Gehirne wurden herausprépariert und sofort
eingefroren. In Gefrierschnitten war die Fluoreszenzintensitit im ZNS insgesamt gering
und auch im Tumor waren Bereiche erkennbar, in denen keine erh6hte Fluoreszenz zu
sehen war (Abbildung 43).

Auch im peritumoralen Hirn der iibrigen rechten Hemisphire und in der linken
Hemisphire war keine erhohte Fluoreszenz im Gewebe meBbar. Somit war in
Gefrierschnitten eine Anreicherung von AF594 1DI11 fluoreszenzmikroskopisch nur im

Bereich des Tumors detektierbar.
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Abbildung 43: Ubersicht iiber die Verteilung von Fluoreszenz in GL261-Tumoren in Black/6-
Miusen. Entnahme der Gehirne 1,5 h nach i.v. Injektion von AF594 1D11. Die hellere, umrandete
Flache in der rechten Hemisphére ist die Region, in der der Tumor zu finden ist. Bereiche in denen
keine erhohte Fluoreszenz im Tumor zu finden ist, sind mit Pfeilen markiert.

3.6.3 1D11-Behandlung intrazerebraler Gliome

Im néchsten Schritt sollte die Wirksamkeit einer Behandlung intrazerebraler GL261-
Tumoren in Black/6-Méusen mit 1D11 untersucht werden. In dieser Versuchsreihe (D)
wurden die Tiere ab Tag 3 zwei Mal wochentlich i.v. mit 4,8 mg/kg KG 1D11 behandelt.
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Der Versuch wurde zu dem Zeitpunkt, an dem das erste Tier durch Gewichtsverlust auffiel,
beendet. Beim Aufschneiden der fixierten Gehirne konnte man sehen, dass die einzelnen
Tumoren in ihrer Grofe stark variierten. Die Tumorgrole war unabhédngig von der
jeweiligen Behandlung. In HE-gefarbten seriellen Schnitten wurde der gro3te Durchmesser
fir jeden Tumor ermittelt. Abbildung 44 veranschaulicht, dass in Bezug auf den
Tumordurchmesser kein Unterschied zwischen den 1DI11 behandelten und den

unbehandelten Méausen bestand.

Tumordurchmesser [mm]

o = Mhoow s
O = NGO kO,
T T T R R R B B

1D11 (n=9) unbehandelt (n=6)

Abbildung 44: Maximaler Durchmesser von GL261-Gliomen. Die Gro3e wurde an HE-gefarbten
Hirnschnitten ermittelt. Die Gehirne wurden an Tag 25 nach Implantation entnommen. Die maximalen
Durchmesser der Tumoren der i.v. mit 1D11 behandelten Miuse unterscheiden sich nicht signifikant
von denen unbehandelter Miuse (t-Test: p = 0,491).

Der histologische Befund der HE-gefdarbten Schnitte zeigte eine unterschiedliche
Zelldichte im Tumorzentrum. Die Tumoren unbehandelter und die 13C4-behandelter
Maiuse waren im Zentrum matrixreicher (Abbildung 45, A 2), wéihrend die Tumoren 1D11
behandelter Méduse weniger Matrix aufwiesen (Abbildung 45, B 1). Eine grof8ere Nekrose
fand sich in einem Tumor einer 1D11-behandelten Maus (Abbildung 45, B 1). In Tumoren
unbehandelter Tiere fanden sich keine deutlichen nekrotischen Bereiche. Proliferierende
Zellen waren in allen Tumoren zu sehen, genauso wie die Umwachsung von Gefdllen
auBerhalb des Tumorknotens durch Tumorzellen. Ein Beispiel hierfiir zeigt Abbildung 45,
B 2, bei der ein von Tumorzellen rekrutiertes Gefal3 deutlich zu erkennen ist.

Im Tumorrandbereich fiel auf, dass die Tumoren 1D11-behandelter Mause verringertes
infiltratives Wachstum in gesunde Gehirnbereiche zeigten (Abbildung 45, B 2), wihrend
der Randbereich der Tumoren unbehandelter und 13C4-behandelter Maéduse -eher
»ausgefranst wirkte (Abbildung 45, A 1). Die iv. Behandlung von Maiusen mit
intrazerebralen GL261-Tumoren mit 1D11 beeinflullite in diesem Versuch somit zwar die

Tumormorphologie, fiihrte aber nicht zur Grof3enreduktion des Tumors.
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Abbildung 45: Ubersicht und AusschnittsvergroBerungen eines GL261-Tumors einer
unbehandelten (A) und einer 1D11-behandelten (B) Maus. Die HE-Fiarbungen der Paraffinschnitte
zeigen je einen 25 Tage im Black/6 Mausgehirn angewachsenen GL261-Tumor. A) Der grofle Tumor hat
im Randbereich eine Infiltrationszone, in der sich Tumorzellen fingerféormig ins umgebende gesunde
Hirngewebe ausbreiten (1) und eine matrixreiches Zentrum mit locker angeordneten Zellen (2). B) Der
groBe Tumor hat ein wenig matrixreiches Zentrum mit relativ kompakt angeordneten Zellen. In der
Vergroflerung ist eine fiir Glioblastome typische zentrale Nekrose mit einem Stern gekennzeichnet (1). Im
Randbereich gibt es wenig Infiltration ins umgebende gesunde Hirngewebe, ein von Tumorzellen
rekrutiertes Gefaf} ist mit einem Pfeil gekennzeichnet (2).
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3.7 Globulin-Anreicherung im Mausgehirn nach Offnung der BHS

In den bislang beschriebenen Versuchen wurde der Antikorper i.v. verabreicht. Durch die
BHS wird der Ubertritt von Antikdrpern aus den BlutgefiBen ins ZNS behindert. Eine
hohere Konzentration von 1D11 Antikorpern im Gehirn konnte zu deutlicheren
Therapieeffekten auf intrazerebrale GL261-Tumoren in der Black/6-Maus fiihren. Fiir HG
ist beschrieben, dass nach intraarterieller Bolusinjektion in die A. carotis interna dextra die
BHS fiir Substanzen wie Chemotherapeutika aber auch fiir Albumin in der ipsilateralen
rechten Hemisphire durchldssig wird. Substanzen reichern sich dann in hoheren
Konzentrationen in der rechten Hemisphére an, als es ohne vorherige HG-Injektion der Fall
ist (Erdlenbruch et al., 2003 a, Erdlenbruch et al., 2003 b, Erdlenbruch et al., 2000). Mit
den folgenden Versuchen sollte ermittelt werden, ob sich die Offnung der BHS durch HG
eignet, um groBe Molekiile wie Antikdrper ins Gehirngewebe zu transportieren. Weiterhin
sollte gepriift werden, wie lange sich die Antikorper im Gehirn darstellen lassen.

Zur Visualisierung im Gehirn wurden mit Fluorochromen gekoppelte Albumine (RB200
Albumin), Globuline (RB200 y-Globulin, Cy5.5 y-Globulin) und Antikérper (AF680
IDI11) verwendet. Als Positivkontrolle wurde in Versuchen mit
fluoreszenzmikroskopischer Auswertung Na-F1 mit einer Molekiilgrole von 376 Da
gleichzeitig mit Globulinen verabreicht.

Nachdem die BHS in der rechten Hemisphidre durch HG gedffnet wurde, erfolgte die
intraarterielle Gabe der fluoreszenzgekoppelten Substanzen. Die Anreicherung der
Substanzen im Gehirn wurde dann entweder mittels Fluoreszenzmikroskopie unter
Verwendung von Ratten oder NMRI-Méiusen, oder in vivo in auf dem Kopf epilierten
NMRI-Miusen mit dem eXplore-Optix System dargestellt und gemessen. Die ersten
Versuche wurden an Ratten durchgefiihrt, da die Gefd3e in diesen Tieren groBer sind und
sich im Vergleich zu Mausen leichter priparieren lassen. Die in vivo Fluoreszenzmessung
erfolgte im nah-infrarot-Bereich und erforderte wegen der limitierten Eindringtiefe des
Lichts die Versuchsdurchfiihrung an Maiusen. Hier wurden zunichst Versuche mit
hochkonzentriertem CyS5.5 y-Globulin durchgefiihrt und anschlieBend Versuche mit AF680
ID11.

3.7.1 Kurzzeitversuche zur Offnung der BHS mit mikroskopischer Auswertung

Von den Gehirnen bei denen in Kurzzeitversuchenen nach Offnung der BHS
fluoreszierende Markersubstanzen infundiert wurden, wurden Gefrierschnitte angefertigt,

die dann unter dem Mikroskop ausgewertet wurden.
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3.7.1.1 HG-Konzentrationsabhiingige Offnung der BHS

Gesunden Wistar Ratten wurde nach Offnung der BHS durch intraarterielle Applikation
von 75 mM HG, Na-FI ebenfalls intraarteriell verabreicht. Wahrend wie in Abbildung 46,
1 zu sehen, Na-Fl nach 15 min deutlich in der rechten Hemisphidre nachweisbar war,
konnte 66 kDa grofles RB200 Albumin die BHS nur in geringem Malle iiberschreiten
(Abbildung 46, 2). Bei der Offnung der BHS mit 90 mM HG konnten auch Albumin und
y-Globulin gut detektiert werden. Abbildung 47 zeigt die Fluoreszenz von RB200
Albumin und RB200 y-Globulin im Hirngewebe der rechten Hemisphére.

Die intraarterielle Injektion von HG in die A. carotis interna dextra fiihrte in der rechten
Hemisphére zu einem starken Anstieg von Na-FI und RB200 Albumin-, oder RB200 y-
Globulin-Fluoreszenz im Kurzzeitversuch. Die Begutachtung von Serienschnitten zeigte,
dass die Fluoreszenz fiir alle Substanzen hauptséchlich im lateralen Kortex des Vorderhirns

zu finden war. In der kontralateralen, linken Hemisphére war Fluoreszenz nur innerhalb des

Lumens der zerebralen Blutgefile zu erkennen, nicht aber im umgebenden Gewebe
(Abbildung 46, 1 und Abbildung 47).

Abbildung 46: Fluoreszenz von Na-Fl (376 Da) (1) und RB200 Albumin (66kDa) (2) im
Rattenhirn 15 min nach Offnung der BHS mit 75 mM HG. AnschlieBende intraarterielle Infusion
der fluoreszierenden Substanzen. In der linken Hemisphire findet sich keine erhdhte Fluoreszenz. In
der rechten Hemisphire deutlich erhdhte Fluoreszenz von Na-Fl im Gewebe. RB200 Albumin
Fluoreszenz ist im Vergleich dazu nur wenig zu sehen.
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Abbildung 47: Fluoreszenz von RB200 Albumin (66 kDa) (1) und RB200 y-Globulin (150
kDa)(2) im Rattenhirn 15 min nach Offnung der BHS mit 90 mM HG. AnschlieBende
intraarterielle Infusion eines der fluoreszierenden Proteine. In der rechten Hemisphére ist mit dieser
Konzentration von HG auch fiir diese grolen Substanzen eine deutlich erhohte Fluoreszenz
nachweisbar.

3.7.1.2  Offnung der BHS mit i.v. Gabe von fluoreszierenden Substanzen

Die folgenden Versuche wurden durchgefiihrt, um zu zeigen, dass nicht die hohe
Konzentration der fluoreszierenden Markersubstanzen in den Gehirnkapillaren bei
intraarterieller Kurzinfusion, sondern die HG-vermittelte Offnung der BHS zur
Anreicherung in der rechten Hemisphére fiihrt.

Bei diesen Versuchen wurde Na-FI und RB200 y-Globulin nach i.a. Injektion von 90
mM HG 1.v. durch die Schwanzvene verabreicht. Auch hier war eine erh6hte Fluoreszenz
von Na-FI (Abbildung 48, 1) und RB200 y-Globulin (Abbildung 48, 2) in der rechten
Gehirnhélfte zu finden.

Damit kann ausgeschlossen werden, dass die Anreicherung von Markersubstanzen im
Gehirn der rechten Hemisphidre alleine durch die intraarterielle Verabreichung zustande

kam.
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Abbildung 48: Fluoreszenz von Na-Fl (376 Da) (1) und RB200 y-Globulin (2) im Maushirn 15
min nach intraarterieller Offnung der BHS mit 90 mM HG. AnschlieBende i.v. Injektion der
fluoreszierenden Substanzen. In der linken Hemisphére findet sich keine erhdhte Fluoreszenz. In der
rechten Hemisphire ist eine deutlich erhohte Fluoreszenz von Na-FI und RB200 y-Globulin zu sehen.

3.7.2 Langzeitversuche zur Offnung der BHS mit mikroskopischer Auswertung

Als néchstes sollte nun die Frage nach dem Verbleib der Substanzen im Gehirn geklart
werden. Hierzu wurden Versuche an Maiusen durchgefiihrt und die Verteilung der
Fluorochrome im Gehirn anhand von Gefrierschnitten analysiert. Fiir alle folgenden
Versuche wurde eine HG-Konzentration von 82,5 mM eingesetzt.

Mit einer Bolusinjektion von 300 ul 82,5 mM HG Losung konnte die BHS auch bei
Maiusen fiir RB200 y-Globulin mit guter Vertraglichkeit ge6ffnet werden. So zeigte sich fiir
Na-Fl im Kurzzeitversuch (10 min nach BHS-Offnung) eine starke und meist homogene
Fluoreszenzfarbung des Gewebes der rechten Hemisphédre, wie in Abbildung 49
dargestellt.

Im Gegensatz hierzu war die Fluoreszenzintensitit von RB200 y-Globulin 10 min nach
Offnung der BHS in der rechten Hemisphire wesentlich ungleichmiBiger. Coronare
Schnitte wiesen in der rechten Hemisphire eine fleckige Verteilung der
Fluoreszenzfarbung auf. In den Bildern der linken Hemisphére ist Fluoreszenz nur
intravaskulér in den Kapillaren der Gefia3e zu sehen, nicht aber nicht im Hirngewebe selbst.

Die Auswertung 24 h nach HG-vermittelter Permeabilitdtssteigerung der BHS zeigte
demgegeniiber eine homogene Verteilung der Fluoreszenz von RB200 y-Globulin im
Gehirngewebe der rechten Hemisphére. Dies beweist, dass im Zeitverlauf aus dem initial
inhomogenen Ubertritt des Globulins mit der Zeit eine homogene Verteilung im
Hirngewebe resultiert (Abbildung 50).
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Abbildung 49: Fluoreszenz von Na-FIl (376 Da) im NMRI-Maushirn 10 min nach intraarterieller
Offnung der BHS mit 82,5 mM HG. Anschliefende intraarterielle Infusion von Na-Fl. In der linken
Hemisphére fand sich kaum Fluoreszenz. In der rechten Hemisphidre war eine deutliche, im Gewebe
gleichmiBig verteilte Fluoreszenz zu sehen.

linke Hemisphare rechte Hemisphare
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Abbildung 50: Vergleich der RB200 y-Globulin (150 kDa) Fluoreszenz 10 min und 24 h nach
intraarterieller Offnung der BHS mit 82,5 mM HG in NMRI-Miusegehirnen. Es sind Ausschnitte
von Gefrierschnitten in coronarer Ebene der rechten und der linken Hemisphire gezeigt. Die Versuche
wurden unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt.
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An reprisentativen Schnitten wurde fiir beide Gruppen (10 min und 24 h nach Offnung
der BHS und anschlieender Gabe von RB200 y-Globulin) eine semiquantitative Analyse
der Gewebefluoreszenz durchgefiihrt.

Nach 24 h war die Gewebefluoreszenz in der ipsilateralen Hemisphére signifikant hoher
als in der kontralateralen Hemisphidre (Tabelle 3). Die Fluoreszenzintensititen der
kontralateralen Hemisphiren galten als Kontrolle ohne Offnung der BHS. In den linken
Hemisphidren unterschied sich die gemessene Fluoreszenzintensitit 10 min und 24 h nach
Farbstoffgabe nicht. Die Fluoreszenzintensitit der rechten Gehirnhilften, die nach 24 h
entnommen wurden, war geringer als nach 10 min. Systemisch verabreichte Globuline
gelangten nach der Offnung der BHS mittels HG also aus dem Blut ins Gehirngewebe.
Innerhalb von 24 h fand sich eine von den Kapillaren ausgehende, gleichmifBige Diffusion

der Globuline in das Gehirngewebe.

Tabelle 3: Mittlere Fluoreszenzintensitit von RB200 y-Globulin in Gefrierschnitten der rechten und
linken Hemisphire nach intraarterieller Offnung der BHS mit 82,5 mM HG. Die
Fluoreszenzintensitdt in der linken Hemisphdre nach 10 min unterscheidet sich nicht signifikant von der
nach 24 h. Die Intensitét in der rechten Hemisphére ist sowohl nach 10 min, als auch nach 24 h signifikant
hoher als in der linken Hemisphére (t-test: p<0,001). Die Schnitte wurden unter gleichen
Belichtungsverhéltnissen fotografiert und die Fluoreszenzintensitdt mit der FW4000 Software ermittelt.

Fluoreszenzintensitit linke Hemisphire rechte Hemisphire
10 min nach Behandlung 49,49 (+/- 0,58) 95,35 (+/-9,34)
(n=5)
24 h nach Behandlung 49,12 (+/- 0,26) 58,08 (+/- 1,54)
(n=5)

3.7.3 y-Globulin-Anreicherung im Glioblastom-tragenden Gehirn nach Offnung der BHS

Um die Konzentration von systemisch verabreichten Globulinen im Tumor und
umgebenden Gehirn zu erhohen, wurde die BHS zunichst in RG2-Tumor-tragenden
Gehirnen in Fischer-Ratten gedffnet. AnschlieBend wurde auch bei Mausen mit US87TMG-
Tumoren die BHS mit 82,5 mM HG fiir RB200 y-Globulin gedffnet.

15 min nach intraarterieller Offnung der BHS und anschlieBender Kurzinfusion von
RB200 y-Globulin zeigte sich im Gefrierschnitt mit einem 9 Tage in der rechten
Hemisphére angewachsenen RG-2 Gliom eine hohe Fluoreszenzintensitét im Tumor und in
der rechten Hemisphére (Abbildung 51).

In Abbildung 52 ist die Fluoreszenz in der rechten Hemisphdre einer Maus mit
U87MG-Tumor dargestellt. Nach Offnung der BHS fand sich eine hohe Fluoreszenz von

RB200 y-Globulin in der rechten Hemisphire und im Tumorgewebe.
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Abbildung 51: Fluoreszenz von RB200 y-Globulin (150 kDa) im RG2-Tumor tragenden
Rattenhirn 15 min nach Offnung der BHS mit 82,5 mM HG. Der Tumor ist 9 Tage angewachsen
und als besonders helle Region nahe des Ventrikels in der rechten Hemisphére zu sehen.

— 100 m

Abbildung 52: Vergleich der RB200 y-Globulin Fluoreszenz in der rechten Hemisphire und im
US87MG-Tumor nach intraarterieller Offnung der BHS mit 82,5 mM HG. Es sind Ausschnitte von
Gefrierschnitten des Gehirns in coronarer Ebene der linken (1) und der rechten Hemisphére (2) und
dem Tumor in der rechten Hemisphére (3) gezeigt.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass sich mittels Offnung der BHS durch HG
Globuline sowohl in normales Hirngewebe als auch in Hirntumorgewebe transportieren
lassen. Der Ubertritt von Globulinen iiber die BHS ins ZNS hingt von der Effektivitit der
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Offnung der BHS ab, das heiBt héhere Konzentrationen von HG fithren zu einem stirkeren
Ubertritt der Fluorochrome ins Hirngewebe. Ohne Offnung der BHS ist die Anreicherung
von Globulinen im Gehirn deutlich schwicher ausgeprigt. Eine Behandlung von
intrazerbralen GL261-Gliomen in Black/6-Miusen mit 1D11 unter Offnung der BHS
konnte somit zu einer Erhohung der Konzentration der Antikérper im Tumor und

besonders im umgebenden Gehirngewebe beitragen.

3.7.4 eXplore Optix-basierte Darstellung von intrazerebralem Cy5.5 y-Globulin

Um den Verbleib von groBen Molekiilen in der rechten Hemisphére des Gehirns von
Miusen nach Offnung der BHS iiber einen lingeren Zeitraum hinweg zu beschreiben,
wurde die Intensitdt der Fluoreszenz nach Gabe von Cy5.5 gekoppeltem Globulin (Cy5.5 y-

Globulin) mittels ,,optical imaging *“ im eXplore Optix gemessen.

3.7.4.1 Invivo

Nach Offnung der BHS mit HG und intraarterieller Infusion von Cy5.5 y-Globulin wurden
nach 24 h, wie auch nach 72 h hohe Fluoreszenz-Intensititen im Bereich der rechten
Hemisphére ermittelt. Diese entsprachen hohen Gewebskonzentrationen von Cy5.5 y-
Globulin. In Kontrolltieren mit Offnung der BHS ohne Cy5.5 y-Globulin-Gabe wurde
keine Fluoreszenz im Gehirn detektiert (Kontrolle 1). Die intraarterielle Kurzinfusion von
Cy5.5 y-Globulin ohne BHS-Offnung (Scheinoperation mit Bolusinjektion von NaCl 0,9%,
= Kontrolle 2) fiihrte zu leicht erh6hter Fluoreszenz im ZNS (Abbildung 53, B). Dies steht
im Einklang mit den in der Mikroskopie erhobenen Ergebnissen, bei denen nach Gabe von
fluoreszierenden Substanzen eine intravaskuldre Fluoreszenz in Gehirnschnitten zu sehen
war (Abbildung 50). Die Fluoreszenzintensitit in der rechten Hemisphére war signifikant
hoher in HG-behandelten Mausen (t-Test p < 0,05), was dem Anteil an Fluoreszenzmarker
entspricht, der die BHS iiberwunden hat. Zum Zeitpunkt mit maximalen gemessenen
Counts nach Behandlung (nach 9 h) betrug die Differenz zur Kontrolle 2 52400 NC
(normalisierte Counts (Fluoreszenzintensitit)). Die Halbwertszeit der Fluoreszenzintensitit
lag bei 46 h (Abbildung 53, B). Zudem ist in Abbildung 53, B zu erkennen, dass 3 h nach
der BHS-Offnung die Fluoreszenz in der rechten Hemisphire der Miuse erheblich hdher
war als die der Kontrollméuse. Die Fluoreszenzintensitdt im Gehirn erhéhte sich innerhalb
der ersten 9 h nach der Offnung der BHS noch. Danach nahm die gemessene
Fluoreszenzintensitit langsam ab.

Langzeitmessungen der Fluoreszenz von intraarteriell verabreichtem Cy5.5 y-Globulin
nach vorheriger Offnung der BHS zeigten bis einschlieBlich 96 h nach der Behandlung ein

erhohtes Fluoreszenzsignal in der rechten Hemisphire.
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Abbildung 53: Cy5.5 y-Globulin Fluoreszenzintensitit im Kopf nach intraarterieller Offnung
der BHS mit 82,5 mM HG. A) In vivo-Messungen mit dem eXplore Optix-Gerét detektierten sowohl
nach 24 h als auch nach 72 h im Bereich der rechten Hemisphére eine erhdhte Fluoreszenzintensitét.
Nach 72 h ist die Intensitét geringer als nach 24 h. B) Wihrend die Fluoreszenzintensitit im Kopf nach
intraarterieller Infusion von Cy5.5 y-Globulin ohne Offnung der BHS nur wenig ansteigt, steigt die
Intensitit nach HG-vermittelter Offnung der BHS auf den 4-fachen Wert an. Im unbehandelten
Kontrolltier ist nahezu keine Fluoreszenz zu detektieren. Dargestellt ist die mittlere, in der rechten
Hemisphére gemessene Intensitét iiber die Zeit aufgetragen.

Die dreidimensionalen Rekonstruktionen der Fluoreszenzverteilung von Cy5.5 7v-
Globulin im Gehirn 6 h nach Alkylglycerin-vermittelter Offnung der BHS bzw. nach
intraarterieller Infusion ohne Offnung der BHS beweisen die intrazerebrale Lokalisation
der detektierten Fluoreszenz. Die Rekonstruktionen wurden in Imm dicke Schichten
zerlegt. Die Konzentration fiir jede Schicht ist gezeigt (Abbildung 54). Hohe
Fluoreszenzintensititen fanden sich 2-5 mm tief im Gewebe von Maiusen mit
Alkylglycerinn-Behandlung, was der Lokalisation des Gehirns entspricht. In
Kontrollexperimenten ohne Offnung der BHS war eine geringere Konzentration der
Fluoreszenz zu finden, die hauptsdchlich entlang der Mittellinie lokalisiert war.

Anhand der Darstellung ldsst sich zeigen, dass die in vivo gemessene Fluoreszenz aus
dem Gehirn und nicht aus Strukturen dariiber oder darunter stammt.
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Abbildung 54: Cy5.5 7v-Globulin-Fluoreszenz in unterschiedlichen Tiefen unter der
Kopfoberfliche. Zu sehen sind Aufsichten auf 1 mm dicke Scheiben des Gehirns von 0-7 mm Tiefe
unter der Oberfliche des Kopfes. Die Messungen wurden 6 h nach HG-vermittelter Offnung der BHS
mit anschlieBender Gabe von Cy5.5 y-Globulin bzw. Cy5.5 y-Globulin-Gabe ohne Offnung der BHS
durchgefiihrt. Zur besseren Orientierung wurde unter die 3-4 mm Schicht das Bild eines
Nacktmauskopfes projiziert.

3.7.4.2 Exvivo

Mittels Untersuchung der Fluoreszenzintensitit ex vivo nach Entnahme des Gehirns aus
dem knochernen Schéidel, sollte bewiesen werden, dass das Fluoreszenzsignal wirklich
vom Gehirngewebe stammt, und ob der Verlauf der in vivo gewonnenen Daten auf die ex
vivo Situation iibertragen werden kann. Dazu wurde die Fluoreszenz von Cy5.5 y-Globulin
aller Mausgehirne am Versuchsende ex vivo nachgemessen.

Die hochste Fluoreszenzintensitdt wurde auch ex vivo in der rechten Hemisphire von
HG-behandelten Miusen detektiert. Dagegen war die Fluoreszenz in den Gehirnen der
Kontrollen 1 und 2 gering. Die Fluoreszenz in den Hirnbereichen der Kontrolle 2 ist durch
in den BlutgefdBlen befindliches Blut und damit intravaskuldre Fluoreszenz zu erkldren
(Abbildung 55, A). Das Verhiltnis der Intensitit zwischen rechter und linker Hemisphére
betrug nach 9 h nach Offnung der BHS 3,65, nach 24 h 4,63, nach 72 h 5,75 und nach 96 h
3,62 (Abbildung 55, B). Die Intensitit der Fluoreszenz in der rechten Hemisphire ist zu
jedem Zeitpunkt signifikant hoher als die in der linken Hemisphére (t-Test p < 0,05).
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Abbildung 55: Fluoreszenzintensitit von Cy5.5 y-Globulin im Gehirn ex vivo. Zu verschiedenen
Zeitpunkten nach intraarterieller Offnung der BHS mit 82,5 mM HG, wurde die Fluoreszenzintensitit
im entnommenen Gehirn mit dem eXplore Optix gemessen. Kontrolle 1: Offnung der BHS ohne Gabe
fluoreszierender Substanzen. Kontrolle 2: 24 h nach intraarterieller Infusion von CyS5.5 y-Globulin
ohne Offnung der BHS. A) Fluoreszenz im entnommenen, zerteilten Hirn in der linken und rechten
Hemisphire und im Cerebellum. Kontrollen 1, 2 und ein Gehirn 72 h nach Offnung der BHS und
Cy5.5 y-Globulin Infusion. B) Fluoreszenzintensititen ex vivo 9, 24, 72 und 96 h nach Behandlung in
der rechten und linken Hemisphére.

Der Ursprung des Fluoreszenzsignals wurde sowohl {iber die Messung der
Fluoreszenzintensitit des Gehirns ex vivo, als auch iber die dreidimensionale
Rekonstruktion der in vivo gewonnenen Daten verifiziert. Die Ergebnisse belegen, dass die
mit dem eXplore Optix ermittelten Fluoreszenzsignale von im Gehirn befindlichem Cy5.5
v-Globulin stammen. Zudem konnte anhand der gewonnen Daten gezeigt werden, dass die
in vivo durchgefiihrten Messungen den Messungen bei entnommenen Gehirnen
entsprechen.

Somit ist es mdglich, den Ubertritt von Substanzen ins Gehirn im eXplore Optix in vivo

zu Uberwachen.

3.7.5 eXplore Optix-basierte Darstellung von intrazerebralem AF680 1D11

Im néchsten Schritt wurde der AF680 gekoppelte Antikorper 1D11, also ein biologisch
aktives Protein, verwendet. Der Antikorper wurde mittels HG-vermittelter Offnung iiber
die BHS gebracht. Der Verlauf der Fluoreszenzintensitit {iber die Zeit wurde mittels

Messungen im eXplore Optix in vivo iiberwacht.
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3.7.5.1 In vivo und ex vivo Fluoreszenzintensitaten

Die Behandlung von Miusen mit HG (300 pl, 82,5 mM) zur Offnung der BHS und
anschlieBender intraarterieller Kurzinfusion von AF680 1D11 (0,2 mg/100 ul) fithrte zu
einem deutlichen Anstieg der Fluoreszenzintensitét in der ipsilateralen rechten Hemisphire
(Abbildung 56, A). Die Fluoreszenzintensitdt, die 6 h nach der Behandlung ex vivo in der
rechten Hemisphire gemessen wurde, war 1,9-mal so hoch wie in der kontralateralen,
linken Hemisphire (Abbildung 56, B). Nach 72 h war in vivo im Vergleich zur linken, in
der rechten Hemisphére keine erhohte AF680-Fluoreszenz mehr zu detektieren. Nach drei

Tagen war der Antikdrper im Gehirn auch ex vivo nicht mehr detektierbar.
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Abbildung 56: AF680 1D11 Fluoreszenzintensitiit im Kopf nach intraarterieller Offnung der
BHS mit 82,5 mM HG. Verlauf der Fluoreszenzintensitit innerhalb von 72 h nach Offnung der BHS
mit 82,5 mM HG und anschlieBender Infusion von AF680 1D11. Messungen in vivo (A) und ex vivo
(B). Die Fluoreszenz in der linken Hemisphére wurde auf 100 % gesetzt.

3.7.5.2 Fluoreszenzanregungs-Lebensdauer (LT)

Die in Versuchstieren gemessene LT entsprach der zuvor ermittelten LT von 1D11
gekoppeltem AF680. Im Verlauf der Beobachtungszeit fand sich ein Anstieg der LT der
AF680 1D11-Fluoreszenz. Das entnommene Gehirn wies eine im Vergleich zur kurz
vorher durchgefiihrten in vivo-Messung nochmals erhohte LT auf. Die Erhohung der LT ex
vivo war auch bei der Positivkontrolle, bei der das AF680 1D11 direkt ins
Gehirnparenchym gespritzt wurde, zu verzeichnen. Diese LT war identisch zu der von HG
und AF680 1D11-behandelten Gehirnen (Abbildung 57, 1-8). Ein nur mit HG behandeltes
Kontrolltier wies eine niedrigere LT auf, die sich nach Entnahme nicht erhohte (Abbildung
57, 9,10). Die LT von AF680 1D11 erhohte sich auch in vitro nach einer Stunde Inkubation
mit rekombinantem humanem TGF-B1 signifikant (Abbildung 57, B).
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Abbildung 57: LT von AF680 1D11 im Gehirn. A) LT zu verschiedenen Zeitpunkten nach 82,5 mM
HG-vermittelter Offnung der BHS in vivo (1-5) und zum Versuchsende ex vivo (6). Dazu die LT in
vivo (7) und ex vivo (8) nach direkter Injektion von AF680 1DI11 und die LT einer Negativkontrolle
mit Offnung der BHS ohne AF680 1D11-Infusion in vivo (9) und ex vivo (10) nach 24 h. r=rechte,
I=linke Hemisphére. B) Die mittlere LT von AF680 1D11 unterscheidet sich signifikant von der LT
des 1 h mit rekombinantem humanen TGF-flinkubierten AF680 1D11 (t-Test:p < 0,001). Messung in
vitro.

Um die Stabilitdt der Bindung des Antikdrpers an das Fluorochrom zu zeigen, wurden
die Fluoreszenzintensitit (Abbildung 58, B) und die LT der Marker in vitro bei RT bis zu
72 h im eXplore Optix gemessen. Es gab weder einen Abfall der Fluoreszenzintensitit,
noch eine Verdnderung der LT {iber diese Zeit (Abbildung 58, A). Somit sind der
gemessene Fluoreszenzintensititsabfall und die Erhohung der LT nicht durch geringe
Stabilitdt des AF680 1D11 bedingt.
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Abbildung 58: Stabilitiit der Fluoreszenzintensitit und der LT des an den 1D11 Antikorper
gekoppelten AF680. A) Intensitit und LT des AF680 1D11 in vitro, gemessen mit dem eXplore Optix 2
h und 48 h nach dem Auftauen. B) Mittlere Fluoreszenzintensitdt nimmt innerhalb von 72 h nach dem
Auftauen in vitro nicht ab (x t-Test p = 0,329).

Im Gehirn finden somit Verinderungen am AF680 1D11 statt, die eine Anderung der
LT des AF680 bewirken. Dies ist wahrscheinlich durch die spezifische Bindung an TGF-f3
bedingt.
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4 Diskussion

Maligne Gliome bei Kindern und im Erwachsenenalter haben nach wie vor eine extrem
schlechte Prognose. Die Anwendung neuer bildgebender Verfahren sowie verbesserter
Methoden in der Neurochirurgie, Radiotherapie, Chemotherapie und Verwendung
verschiedener molekularer Therapieansitze konnten die Uberlebensrate der Patienten nur
geringfiigig steigern (Sathornsumetee und Rich 2008, Reardon et al., 2006 a, Stupp et al.,
2006, Kalifa und Grill 2005, Khatua und Jalali 2005). Es gibt zahlreiche vielversprechende
neue Ansidtze molekularer Therapie (Hutterer et al., 2006). Deren Bedeutung ist fiir
Hirntumoren in vivo bislang aber nur unzureichend untersucht.

In der vorliegenden Arbeit sind die moglichen Auswirkungen einer ,molecular
targeted Therapie mit dem Antikdrper 1D11 und der Offnung der BHS mittels HG fiir
eine Antikorper-basierte Therapie am Mausmodell untersucht worden. Bislang wurden die
1D11 Antikorper noch nicht anderweitig in vivo zur Glioblastombehandlung eingesetzt.

Zunaechst wurde die Kinetik des 1D11 unter Behandlungsbedingungen in s.c. Tumoren
mittels optical imaging untersucht. Im Gegensatz zu immundefizienten Méusen fiihrte die
1D11-Behandlung von immunkompetenten Maidusen mit s.c. Tumoren zum
Behandlungserfolg. In intrazerebralen Gliomen konnte keine Tumorregression unter
Behandlung mit 1D11 erzielt werden. Die HG-vermittelte Offnung der BHS scheint eine
vielversprechende Methode zu sein, um den Anteil an Antikérper im tumortragenden

Gehirn zu erhohen.

4.1 Vor- und Nachteile der Implantation von Gliomzellen aus der
Zellkultur

Betrachtet man den tendenziell wachstumsfordenden Effekt einer 1D11-Behandlung auf
s.c. U§7MG-Tumoren in nu/nu-M&usen (s. Abbildung 15 und Abbildung 16), dann liegt
der Schluss nahe, dass TGF-B fiir diese Tumorzellen in vivo einen tumorsuppressiven
Effekt hat. In den dargestellten Versuchen aus der Zellkultur hatte zusétzliches TGF-2 im
Medium einen proliferationssteigernden Effekt auf GL261 Zellen (s. Abbildung 10, B). In
nu/nu-Miausen dagegen zeigten die GL261-Tumoren 1D11-behandelter Méuse, in denen
weniger TGF-f zur Verfligung stand ein eher schnelleres Wachstum als unbehandelte (s.
Abbildung 22). Dies zeigt, dass Ergebnisse aus der Zellkultur nicht unkritisch auf die
Situation im Tier iibertragen werden diirfen. In einer Studie von Camphausen und Kollegen
(2005) wurden in microarray-Analysen Unterschiede des Genexperssionsmusters von
US7MG und U251MG in Abhingigkeit von ihrer Umgebung beschrieben. Dabei zeigte



Diskussion 101

sich, dass es sowohl Unterschiede zwischen der Zellkultur und dem Anwachsen im Tier,
als auch zwischen s.c. und intrazerebral implantierten Zellen gibt. Eine unterschiedliche
Genexpression konnte flir die unterschiedliche Reaktion der in der vorliegenden Arbeit
verwendeten GL261-Zellen - s.c. versus intrazerebral - auf die 1D11-Behandlung
verantwortlich sein (s. Abbildung 19 und Abbildung 45). In Studien von Learn et al.
(2007) zeigten Expressions-Analysen muriner Gliome die entweder in immunkompetente
Maiuse oder in nu/nu-Méuse intrakraniell implantiert wurden, einen deutlichen Unterschied
in der Genexpression. In immunkompetenten Mausen waren Gene fiir Zellkommunikation,
Wachstum, Adhésion, katalytische Aktivitdit, immunmodulatorische Aktivitit und
Signaltransduktion hochreguliert. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, fiihrt die
s.c. Implantation der gleichen Tumorzellen in nu/nu-Méuse und Black/6-Méuse nicht zu
einer verdnderten Morphologie der GL261 Tumoren (s. Abbildung 20, Abbildung 21,
Abbildung 23 und Abbildung 24). Allerdings gibt es einen Unterschied in der
Wachstumsgeschwindigkeit und im Ansprechen auf eine 1D11-Behandlung. Wéhrend
1D11 in immundefizienten M&usen nicht zu einer Tumorreduktion fiihrt, bilden sich in
immunkompetenten Mausen die GL261 Tumoren unter Behandlung komplett zuriick. Hier
scheint das Immunsystem einen entscheidenden Einflu3 auf das Verhalten der Tumoren zu
haben (s.4.3.5.2).

Vergleiche zwischen der Zellkultur und der in vivo-Situation sind schwierig. Auch die
Daten, die mit implantierten, erst kiirzlich in Kultur genommenen Gliomzelllinien erhoben
werden sind nicht unbedingt mit endogenen Tumoren zu vergleichen, da die Expression
von MHC Klasse I und Klasse II Zelloberflachenmolekiilen, sowie B7-2 und Fas Liganden
auf der Oberfliche von Gliomzellen durch die in vitro Kultur reduziert werden (Anderson
et al., 2002). Auch die Sekretion der Zytokine TGF-2 und IL-10 wird beeinflufit. Nach nur
einer Passage von Zellen in vitro wurde TGF-B2 deutlich vermehrt und IL-10 gegeniiber
Zellen die direkt aus dem Tumor stammten deutlich vermindert sezerniert. Ebenfalls nimmt
mit zunehmender Passagenzahl die Menge an sezerniertem TGF-B2 zu (Anderson et al.,
2002). Somit unterscheiden sich die immunologischen Eigenschaften von Gliomzelllinien
von denen eines in situ entstandenen Glioms. Authentischer wire die Behandlung chemisch
induzierter Tumoren oder Tumoren in Mauslinien, die genetisch pradestiniert sind fiir die
Entwicklung von Gliomen. Trotz seiner Nachteile wurde auf das Implantationsmodell
zuriickgegriffen, weil Glioblastome damit s.c. gesetzt werden koénnen und bei
intrazerebraler Implantation das Tumorwachstum immer synchron und planbar und die
Lokalisation in einer Versuchsgruppe gleich waren. Die Entstehung endogener Tumoren

kann man dagegen nicht vorhersagen.
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4.2 Anreicherung von 1D11 in Gliomen der Maus

Die Fluoreszenzanreicherung im s.c. U87MG-Tumor bei nu/nu-Médusen konnte in vivo
mittels ,,optical imaging* gemessen werden, nachdem mit AF680 Fluoreszenzfarbstoff
markierte 1D11 Antikdrper i.v. injiziert wurden. In den mehrfach mit AF680 1DI11
behandelten s.c. Tumoren wurde von Behandlung zu Behandlung ein geringeres Maximum
der Fluoreszenzintensitit detektiert, obwohl der Tumor an GroBe zunahm (s. Abbildung
14). Zu keinem Zeitpunkt nach der Behandlung wurde die Fluoreszenzintensitit in den
Tumoren wieder so gering wie vor der Injektion. Dies zeigt einerseits, dass auch in den
fortgeschrittenen Tumor noch AF680 1D11 gelangt und andererseits, dass wihrend einer
Phase von 96 h zwischen zwei Behandlungen der Antikorper nicht wieder komplett aus
dem Tumor ausgeschieden wird. Somit kann ein Ausbleiben des Therapieerfolges nicht mit
der zwischenzeitlichen Abwesenheit des 1D11 im Tumor erkért werden, sondern hdchstens
mit einer zu geringen Konzentration.

Die Abnahme des Intensitdtsmaximums nach AF680 1D11-Injektion mit zunehmendem
Tumorwachstum ist damit erkldrbar, dass im Tumor ab einer bestimmten Grofle geringer
perfundierte Bereiche wie Einblutungen und Nekrosen bestehen, die verabreichte
Medikamente nicht aufnehmen (Mendel et al., 2003, Nyati et al.,, 2002). An diesen
Bereichen im Tumor kann folglich keine Fluoreszenz des zuvor verabreichten AF680 1D11
mehr gemessen werden.

Sowohl 1D11 als auch der Kontrollantikérper 13C4 wurden in Tumorgewebe vermehrt
aufgenommen, wie die Erhohung der Fluoreszenzintensitit nach Behandlung mit nicht
spezifisch bindendem AF680 13C4 in s.c. Tumoren zeigt. Die Fluoreszenzintensitdt in
Tumoren, die mit AF680 1D11 behandelt wurden war zu jedem Zeitpunkt nach i.v.
Injektion hoher als die in AF680 13C4-behandelten Méausen (s. Abbildung 14). Diese
Erhéhung spricht fiir eine Mehranreicherung von AF680 1D11 im Tumor nach spezifischer
Bindung. (Interindividuelle Unterschiede in der gemessenen Fluoreszenzintensitit der
Tumoren waren jedoch vorhanden). Der Verlauf der Fluoreszenzintensitit im Tumor iiber
die Zeit war nicht unterschiedlich zwischen 1D11-behandelten und 13C4-behandelten
Maiusen. Durch die spezifische Bindung des 1D11 im Tumor kommt es nicht zu einer
veranderten Kinetik im Vergleich zu dem 13C4. TGF-f ist ein frei in der EZM befindliches
Protein und unterliegt den gleichen Diffusionsbedingungen, wie auch andere Proteine die
nicht gebunden in der extraztelluliren Matrix eines Tumors vorliegen. Da TGF-B nicht
besonders grofl ist, scheint es das Diffusionsverhalten des 1D11 Antikdrpers im
extrazelluliren Millieu nicht wesentlich zu verdndern im Vergleich zu dem Antikorper
13C4, der kein Antigen gebunden hat. Wenn der bindende Antikdrper an ein
zellgebundenes Antigen gebunden hitte, wire ein Unterschied in der Kinetik zwischen

bindendem und nicht bindendem Antikorper zu erwarten gewesen. Die dreidimensionale
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Darstellung bestitigte, dass die gemessene Fluoreszenz im Tumor lokalisiert war und nicht
in der Haut dariiber (s. Abbildung 12).

In Gefrierschnitten von s.c. Tumoren, wurde die rdumliche Verteilung von AF594 1D11
nach i.v. Gabe untersucht. Im Tumorgewebe sicht man eine deutliche Fluoreszenz (s.
Abbildung 13). Die inhomogene Verteilung spricht dafiir, dass die Fluoreszenz sich
langsam, den Druckverhéltnissen entsprechend, von den GefdBlen her ausbreitet. In den
Gefafllumina ist aufgrund der vorherigen Perfusion mit PBS keine Fluoreszenz
nachweisbar. Allerdings ist eine hohe Fluoreszenz an den GefiaBwinden erkennbar, was ein
Hinweis darauf ist, dass sich der Antikdrper nahe den GefaBwinden anreichert. Das ist
insofern plausibel, alsdass die ins Blut applizierten Antikorper zuerst nahe den Gefidl3en
befindliches TGF-f erreichen und binden.

Es wire wiinschenswert gewesen, den Antikérper im Tumor mit einer
Immunhistochemischen Farbung nachzuweisen. Dies hétte sichergestellt, dass nicht nur
freier Farbstoff, der vom 1D11 abgetrennt wurde, den Tumor erreicht Dies war nicht
moglich, da es keinen geeigneten Antikdrper gegen den 1D11 Antikorper gibt (personliche
Mitteilung von Dr. Jay Harper, Genzyme Oncology). Die in vivo detektierte LT entspricht
allerdings der des an 1D11 gebundenen, und nicht dem freien AF680 (s. Abbildung 11).
Somit kann man davon ausgehen, dass es nicht zu einer Abspaltung des Farbstoffs vom
Antikorper kommt und bei den Bildgebungsverfahren das Konjugat detektiert wird. Die
Bereiche hoher Fluoreszenz im Bereich des Magens und der Nieren ist auch erhdhte
Fluoreszenzintensitit messbar. Aus zwei Griinden kann aber eine Anreicherung des
AF680-markierten Antikdrpers in diesem Bereich ausgeschlossen werden. Zum Einen ist
die Fluoreszenz in diesem Bereich auch in dem Tier zu verzeichnen, welches keine
fluoreszenzmarkierten Antikorper bekommen hat und zum Anderen ist die ermittelte LT in
diesen Bereichen hoher, was fiir eine Fluoreszenz des Gewebes spricht. Gerade im Magen-
Darm-Trakt ist das Problem der Fluoreszenz des Futters gegeben. Es wurde versucht zu
minimieren, indem die Tiere spezielles fluoreszenzarmes Futter bekamen.

In U87MG-Tumoren kam es nach der Injektion von AF680 1DI1 zu einer
Konzentrationszunahme im Tumor. Bereits 1,5 h nach der Injektion konnte schon eine
hohe Fluoreszenzintensitit ermittelt werden. In Lymphomen konnte mit einem Cy5.5
gekoppelten chiméren Antikorper gegen das B-Zell spezifische Oberflichenantigen CD20,
und einer vergleichbaren in vivo Fluoreszensbildgebung im Gegensatz dazu nur eine
langsame Anreicherung detektiert werden (Biffi et al., 2008). Die Unterschiede in der
Kinetik konnen sich durch die unterschiedlichen Bindungsorte erkldren. Im Falle der
Lymphome bindet der Antikdrper an zellstindige Antigene, wahrend AF680 1D11 an
sezerniertes TGF-f bindet. Es kann aber auch Unterschiede in der Perfusion der
Tumorentititen geben. In groBen Tumoren im Endstadium konnte auch fiir US7MG-

Tumore eine langsamere Intensitdtszunahme beobachtet werden, als fiir die weniger gro3en
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zu Anfang der Behandlung. Dies spricht fiir eine schlechtere Durchblutung in
fortgeschrittenen Tumorstadien und steht im Einklang mit den im Verlauf der
Behandlungsserie geringer werdenden gemessenen Fluoreszenzintensitétsspitzen nach der
Behandlung (s. Abbildung 14). Da die Fluoreszenzintensitit immer zum gleichen
Zeitpunkt nach i.v.-Injektion gemessen wurde, kann es sein, dass nach der ersten der
Behandlung die Intensititsspitze erfasst wurde, ab der zweiten Messung aber nicht mehr,
da das Fluoreszenzmaximum bei jeder folgenden Behandlungen zu einem spéteren
Zeitpunkt erreicht wurde.

Die Detektion von AF680 1D11-Fluoreszenz in s.c. Glioblastomen bei Black/6- Mausen
war in vivo sehr schwer moglich. Selbst wenn die Tiere vor der Tumorzellimplantation an
der Implantationsstelle mit Enthaarungscreme behandelt wurden, wuchs das Fell wieder
nach, bevor der Tumor angewachsen war. Durch das nachwachsende Fell wird das
Fluoreszenzsignal erheblich abgeschwicht. Bei einer zweiten Anwendung der Creme blieb
diese wirkungslos. Durch Rasieren der Tiere vor der Messung konnten die dunklen
Haaransétze nicht gleichmafig entfernt werden.

Fiir die in vivo-Messung der AF680-1D11-Anreicherung in intrazerebralen GL261
Tumoren bestand das gleiche Problem der Signalabschwichung. Erst nachdem das Gehirn
aus dem Schédel herausprépariert war, konnte eine erhohte Fluoreszenz an der Stelle des
Hirns gemessen werden, an der der Tumor lokalisiert war (s. Abbildung 42). Damit konnte
ex vivo gezeigt werden, dass i.v. applizierte Antikérper in Hirntumorgewebe eindringen.
Eine in vivo- Darstellung war aber nicht moglich. Auch die Druckverhéltnisse im Tumor
konnen unterschiedlich sein, was eine inhomogene Verteilung von Substanzen aus dem
Blut im Tumorgewebe verursacht (Michinton u. Tannock, 2006).

Die hohe in vivo Fluoreszenzintensitidt im Kopfbereich nach AF680 1D11-Injektion an
Tag 8 nach Tumorzellimplantation ist durch die Anreicherung des Antikorpers in der durch
die Implantationsoperation verletzten Haut zu erkldaren (s. Abbildung 42). Eine erhohte
Fluoreszenz in Wunden konnte schon flir Cy5.5-markiertes Endostatin gezeigt werden
(Citrin et al., 2003). Da TGF-p auch bei der Wundheilung eine Rolle spielt, ist hier mit
erhohten TGF-B-Konzentrationen zu rechnen, an die 1D11 spezifisch bindet. Acht Tage
nach der Implantation war ex vivo im Hirn erhohte Fluoreszenz detektierbar. Die BHS war
zu diesem Zeitpunkt also geschddigt, sodass AF680 1D11 aus dem GefaBBsystem ins
Hirntumorgewebe eindringen konnte. Die Tumorzellen haben zur Beeintrachtigung der
BHS gefiihrt.
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4.3 Einflul der 1D11-Behandlung auf subkutane Gliome

In den gezeigten Versuchen zur 1D11-Behandlung s.c. U87MG-Tumoren in
immundefizienten nu/nu-Méusen fiihrte die Inhibierung der TGF-B-Bindung an seinen
Rezeptor zu einem verstirkten Wachstum der Tumoren (s. Abbildung 16). Dieses Ergebnis
steht im Einklang mit Ergebnissen von Pan und Kollegen (2006), die zeigen konnten, dass
TGF-B1-tberexprimierende U87MG-Zellen in immundefizienten Ratten kleinere Tumoren
entwickelten, als Wildtyp-Zellen.

Sie konnten allerdings in immunhistochemisch gefarbten Schnitten weder fiir die
Angiogenese, noch fiir die Anzahl apoptotischer Zellen einen Unterschied zwischen den
TGF-B1-tberexprimierenden- und den Wildtyp-U87MG-Tumoren feststellen. Zudem
konnten sie keinen Unterschied in der Anzahl an Lymphozyten ermitteln. Auch in der
vorliegenden Arbeit konnte in den immunhistochemischen Farbungen weder fiir
Proliferationsmarker noch fiir Apoptosemarker ein Unterschied zwischen s.c. US7MG-
Tumoren 1D11-behandelter und unbehandelter nu/nu-M4iuse festgestellt werden (s.

Abbildung 26, Abbildung 27, Abbildung 29 und Abbildung 32).

In den GL261-Zellen, (die von sich aus weniger TGF-B2 produzieren als die U87MG-
Zellen) bewirkte eine Erhohung der TGF- f2-Konzentration im Medium in der Zellkultur
eine Erh6hung der Proliferationsrate (s. Abbildung 10, B). Trotzdem blieben die nicht mit
ID11 behandelten s.c. GL261-Tumoren in der nu/nu-Maus, in denen mehr freies TGF-3
zur Verfiigung stand im Durchschnitt sogar etwas kleiner als die mit 1D11 behandelten (s.
Abbildung 22). Durch das schnelle und aggressive Anwachsen der GL261-Tumoren in
nu/nu-Méausen wurden die Tiere dieser Versuchsreihe C) schon frither aus dem Versuch
genommen (Tag 21) als die der Versuchsreichen A) und B) (Tag 35). Hitten die Tumoren
noch einige Tage weiter wachsen konnen, so wire der Unterschied zwischen den Tumoren
der 1D11-behandelten Gruppe und den Kontrollen vermutlich noch deutlicher gewesen. An
Tag 21 nach Implantation waren auch die Unterschiede in den Versuchsreihen A) und B)
noch nicht so deutlich zu sehen, wie an Tag 35 (s. Abbildung 16, A und Abbildung 19,
A).

In frithen Tumorstadien hat TGF-B einen tumorsuppressiven Effekt, wihrend es in
fortgeschrittenen Stadien ein tumorfordender Faktor ist (Akhurst und Derynck, 2001). Die
durch den Smad-Signalweg vermittelten wachstumsinhibierenden Eigenschaften werden
dabei von den durch den MAPK-Signalweg induzierten mesenchymalen Eigenschaften
abgelost. Eine Unausgewogenheit zwischen den beiden Signalwegen ist vermutlich fiir die
unterschiedlichen Antworten der Zellen auf TGF-p verantwortlich (Nickl-Jockschat et al.,
2007). Es scheint, dass sowohl bei US7MG als auch bei GL261 Zellen in nu/nu-Mausen
hauptsédchlich der wachstumsinhibierende Smad-Signalweg aktiv ist, wodurch TGF-f einen

tumorsuppressiven Einfluf ausiibt. Eine Behandlung mit 1D11, die die Menge an freiem
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aktiven TGF-B reduziert, wirkt sich so wachstumssteigernd aus. Dies zeigt sich in der
vorliegenden Arbeit bei s.c. in nu/nu-Mause implantierten Tumorzellen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen hingegen aber auch, dass bei s.c. GL261-Tumoren
in immunkompetenten Black/6-Méusen die Behandlung mit 1D11 einen tumorsuppressiven
Effekt hatte (s. Abbildung 19). Dies steht im Einklang mit Daten von Uhl und Kollegen
(2004), die im syngenen Mausmodell bei Tieren ohne Immunsuppression intrazerebrale
Gliome mit SD-208-, einem TGF-f-Rezeptorll-Inhibitor, behandelt haben. In beiden Féllen
wurde die TGF-B-vermittelte Signalkaskade verhindert. Die mittlere Uberlebenszeit von
behandelten Maiusen betrug 25 Tage, wihrend unbehandelte im Mittel nur 18 Tage
iiberlebten. In immunkompetenten Méusen scheint TGF-B also als Tumorpromotor zu
wirken, sodass eine Behandlung, die die Menge an verfiigbarem TGF-f reduziert, zu
verringertem Tumorwachstum fiihrt. In immunhistochemischen Farbungen konnten auch
Uhl und Kollegen (2004) keine signifikanten Unterschiede bei der Gefabildung,
Proliferation oder Apoptose zwischen behandelten und unbehandelten Tieren feststellen.
Fiir s.c. in Black/6-Miausen angewachsene GL261 Tumoren konnte zwischen 1DI11-
behandelten und Kontrolltumoren auch in der vorliegenden Arbeit kein Unterschied fiir
GefaBbildung und Proliferation ermittelt werden. Allerdings konnte im Gegensatz zur
Arbeit von Uhl und Kollegen (2004) ein Unterschied in der Zahl apoptotischer Zellen von
1D11-behandelten angewachsenen Tumoren im Vergleich zu 13C4-Isotyp-behandelten
festgestellt werden (s. Abbildung 32). Das liegt moglicherweise daran, dass die
Untersuchungen von Uhl und Kollegen an intrazerebralen Tumoren durchgefiihrt wurden,
wéhrend die 1D11-Behandlung an Méusen mit s.c. Tumoren stattfand. Die Tatsache, dass
es eine erhohte Zahl apoptotischer Zellen in 1D11-behandelten Tumoren von
immunkompetenten Black/6-Mausen gibt, nicht aber in immundefizienten nu/nu-Méusen,
spricht dafiir, dass das Immunsystem einen wachstumshemmenden Einfluss auf den Tumor
ausiibt, der durch die Reduktion von freiem TGF-B in der Tumormatrix vermittelt wird und
eine Rolle bei der Einleitung der Apoptose spielt (s. 4.3.5.2). Zu beachten ist allerdings,
dass die Statistik fiir 1D11-behandelte Mause nur mit einem n von 2 durchgefiihrt werden
konnte, da bei den Médusen dieser Behandlungsgruppe nur drei Tumoren angewachsen sind.

Zusammenfassend schreitet das Tumorwachstum in immundefizienten Méusen schneller
voran als in immunkompetenten Mausen. GL261 Mausgliomzellen zeigten unabhéngig von
der Mauslinie, in die sie s.c. implantiert wurden, ein anderes Wachstumsbild als humane
U87MG-Gliomzellen. Abgesehen von der verdnderten Morphologie der Tumoren war bei
den GL261 Tumoren hdufig die Haut vom Tumor infiltriert, wodurch offene Wunden
entstanden, was in zwei Fillen einen friihzeitigen Versuchsabbruch verlangte. Auch waren
die GL261-Tumoren stirker in umliegende Muskeln infiltriert als die U§7MG-Tumore. Da

im syngenen Mausmodell durch Behandlung mit 1D11 eine komplette Reduktion s.c.
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Gliome erreicht werden konnte, ist der Antikorper ein vielversprechendes neues Molekiil

fiir eine Therapie.

4.3.1 EinfluB der 1D11-Behandlung auf die extrazellulare Matrix

Im diffus wachsenden Gliom ist der extrazelluldre Raum vergrofert und wird irreguldrer
(Zamecnik, 2005). Ein vergroBerter extrazellulirer Raum ist in den vorgestellten
Versuchen bei intrazerebralen GL261 Tumoren auch zu finden. Die mit 1D11 behandelten
Tumoren sind kompakter als die unbehandelten Kontrolltumoren. Somit scheint TGF-3
einen Einfluf auf die Schaffung eines erweiterten Extrazellularraums zu nehmen. In den
letzten Jahren ist die EZM in Gliomen in Hinblick auf das invasive Verhalten von Gliomen
intensiv erforscht worden. Im gesunden Gehirn, wie auch im Glioblastom sind die EZM-
Proteine wie Collagen, Laminin und Fibronectin hauptséichlich entlang der GefdBwénde
lokalisiert (Gladson, 1999). Die genaue Zusammensetzung der EZM ist noch nicht bekannt,
aber im Gehirn sind Hyaluronan, Glycosaminoglykane und Proteoglykane vermutlich die
Hauptkomponenten (Bellail et al., 2004, Gladson, 1999). Durch die Synthese der EZM-
Proteine Vitronektin, Tenascin-C und Laminin schafft sich das Glioblastom ein eigenes
Mikromilieu (Claes et al., 2007). Fiir Tenascin-C ist beschrieben, dass es in vitro in
US7MG Zellen durch TGF-f induziert werden kann und dass die Dichte der EZM in
Gliomen mit dem Expressionsgrad von TGF-B korrelliert (Hau et al., 2006). Fiir die
Ergbnisse in der vorliegenden Arbeit bedeutet das, dass die Expression von EZM-
Komponenten im intrazerebralen GL261-Tumor durch die Behandlung mit 1D11 reduziert
worden sein konnte.

Im Gewebe stehen die Zellen iliber Proteine in der Membran in Kontakt miteinander
und/oder mit der EZM. Zur Migration miissen Zellen die Kollagenfasern der EZM mittels
Matrix-Metalloproteinasen durchtrennen (Lakka et al., 2004, Rao, 2003, Platten et al.,
2001). Es konnte gezeigt werden, dass TGF-B die Expression von Matrix-
Metalloproteinasen induziert, wéihrend die Expression von Inhibitoren der Matrix-
Metalloproteinasen reduziert wird, wodurch die Invasivitéit der Zellen erhoht wird (Nakano
et al., 1995; Wick et al., 2001). Dieses invasive Verhalten der Tumorzellen ist auch in HE-
Schnitten der in dieser Arbeit vorgestellten Versuche mit intrazerebralen GL261-Tumoren
deutlich zu sehen (s. Abbildung 45, A). Wesolowska und Kollegen (2008) konnten in
transfizierten Zellen mit si-RNA die TGF-B Rezeptor II Expression in Gliomzellen
reduzieren und in vitro zeigen, dass die Invasivitit und Migrationsrate dadurch verringert
wurde. Das steht im Einklang mit der in HE-Schnitten zu sehenden verringerten Invasivitét
von 1D11-behandelten intrazerebralen Tumoren (s. Abbildung 45, B). Bei Wesolowska

und Kollegen zeichneten sich die s.c. Tumoren der transfizierten Zellen in nu/nu-Méusen
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allerdings auch durch geringeres Wachstum aus, wéhrend die 1D11-behandelten Tumoren
in nu/nu-Méusen in der vorliegenden Arbeit vermehrtes Wachstum aufwiesen. Dieser
Unterschied im s.c. Wachstumsverhalten zwischen TGF-B Reteptor 11 ,, knock-down -
Gliomzellen und 1D11-behandelten Gliomzellen kann seine Ursache darin haben, dass die
TGF-pB Signaltransduktion in den transfizierten Zellen durch weniger TGF-3 Rezeptor II in
der Zellmembran stirker unterbunden ist, als nach 1D11-Behandlung. Dadurch kénnte das
Gleichgewicht der Signalwege sich fiir die tranzfizierten im Vergleich zu 1D11
behandelten Zellen zugunsten des proliferationshemmenden Smad-Signalwegs verschieben
(s. 4.3). Um diese Phdnomene erkldren zu konnen, bedarf es der genauen Analyse der
verschiedenen Glioblastomzelllinien und der weiteren Erforschung der komplexen

Zusammenhénge und Wirkungen, die TGF-3 vermittelt.

4.3.2 EinfluB3 der 1D11-Behandlung auf die Glykoproteinproduktion

In Tumoren ist bekannt, dass Glykoproteine die Zelladhdsion modulieren, somit zur
Tumormetastasierung beitragen, sowie die Immunantwort und Signalweiterleitung
modulieren (Fukuda 2002, Moniaux et al., 2001, Satoh et al., 2000, Fukuda, 1996,
Wesseling et al., 1995). Viele Tumore, wie z.B. Colon-, Mamma-, Lungencarcinom und
Pankreastumoren exprimieren vermehrt Glykoproteine. Mishima und Kollegen (2006)
konnten zeigen, dass fast die Hilfte aller untersuchten humanen Glioblastome Podoplanin,
ein  Mucin-dhnliches  transmembranes  Protein  iiberexprimieren  und  die
Podoplaninexpression mit dem Malignitdtsgrad von Gliomen korrelliert. Hauptsédchlich
wurde Podoplanin (nebst Regionen proliferierender Endothelzellen) um nekrotische
Bereiche detektiert (Mishima et al., 2006). Diese Beobachtung passt zu den in den s.c.
GL261-Tumoren gefundenen Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Hier sind lockere,
nekrotische Randbereiche mit hoher Anzahl apoptotischer Zellen von Bereichen hoher
Zelldichte mit weniger apoptotischen Zellen zu unterscheiden (s. Abbildung 31). Eine
hohe Glykoproteinproduktion kann zu Adhédsionsverlust fithren. In den s.c. GL261-
Tumoren gibt es erhdhte Anzahl an apoptotischen Zellen in matrixreichen Bereich. Die
Zellen scheinen einzeln in der Matrix zu liegen. Dazwischen gibt es aber immer noch
Zellen, die intakt scheinen. Zellen ohne Kontakt gehen normalerweise in Apoptose. Fiir
Mucind ist bekannt, dass es bei Expression in Pankreastumoren auch die durch
Kontaktverlust eingeleitete Apoptose (Anoikis) verhindern kann (Chaturvedi et al., 2007).
Allerdings gibt es Studien an hochgradigen intraepithelialen Neoplasien im Barrett's
Oesophagus, bei denen Mucin4-Expression mit erhdhter Apoptose korrelliert (Bax et al.,
2004). In den Versuchen der vorliegenden Arbeit hatte 1D11-Behandlung auf die s.c.

angewachsenen GL261-Tumoren in C57/BL6- und in nu/nu-Méusen zumindest keinen
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erfassbaren Einfluss auf das Ausmal} des Interzellularraumes (s. Abbildung 31). In
intrazerebralen Tumoren dagegen hat die 1D11-Behandlung zu einem reduzierten
Interzellularraum und somit kompakteren Tumoren gefiihrt (s. Abbildung 45).

Eine Immunantwort gegen Tumorgewebe wird durch fiir Immunzellen erkennbare
Oberflichenmolekiile auf Tumorzellen ermdglicht. Grof3e Proteine, wie Glykoproteine auf
der Oberfliche von Tumorzellen, konnen die fiir Immunzellen erkennbaren
Oberflachenepitope maskieren. Dadurch konnen Tumorzellen einer Bekdmpfung durch das
Immunsystem entgehen (Taylor-Papadimitriou et al., 2002, Taylor-Papadimitriou et al.,
1999, Agrawal et al., 1998). In Versuchen mit Ratten konnte gezeigt werden, dass
Glykoproteine auf der Oberfliche von Tumorzellen durch sterische Behinderung die
Bindung von cytotoxischen T-Zellen und natiirlichen Killerzellen verhindert (Komatsu et
al., 1999). Dabei war die Lange der einzelnen Glycoproteine und der Glykolysierungsgrad
fiir die effektive Suppression der Immunantwort wichtig (Komatsu et al., 1999).

Wenn in den s.c. GL261-Tumoren, die auf die 1D11-Therapie angesprochenen haben,
durch verminderte Glykoproteinproduktion T-Zellen in der Lage gewesen sind, die
Tumorzellen zu erkennen, und eine Immunreaktion einzuleiten, so wiirde dies die
Wirksamkeit erklaren. Damit wire auch das fehlende Ansprechen der Tumoren in nu/nu-
Maiusen auf eine 1D11-Behandlung zu erklidren. Hier gibt es keine T-Zellen, die die
Tumorzellen erkennen konnten. Zur Kldrung miissten weitergehende Untersuchungen zu

Komponenten der Matrix erfolgen.

4.3.3 EinfluB3 der 1D11-Behandlung auf die Proliferation

Die Zellkultur ist geeignet die Proliferation von Tumorzellen unter einer bestimmten TGF-
2-Konzentration unter konstanten Bedingungen zu betrachten.

Auf zugegebenes TGF-B2 im Medium reagierten die U87MG-Zellen mit vermindertem
Wachstum (s. Abbildung 10, A). Auch andere Arbeitsgruppen konnten sowohl in
Astrozyten (Rich et al., 1999, Morganti-Kossmann et al., 1992), als auch in einigen
Gliomzelllinien eine Inhibition der Proliferation durch TGF-3 beobachten (Nickl-Jockschat
et al.,, 2007, Piek et al.,, 1999, Helseth et al., 1988). Als Wirkung von TGF-B1 auf
Gliomzellen ist aber auch eine Proliferationssteigerung beschrieben (Piek et al., 1999). Die
vorliegende Arbeit zeigt, dass GL261 Zellen auf zusitzliches TGF-f2 im Medium, mit
einer Proliferationssteigerung reagieren. Im Gegensatz dazu weisen U87MG-Zellen
verminderte Proliferation auf. TGF-f2 hat in beiden Zelllinien einen EinfluB auf das
Wachstum. Der Unterschied im Ansprechen der U887MG Zellen im Vergleich zum
Ansprechen der GL261-Zellen (s. Abbildung 9) kann in der unterschiedlichen TGF-p2-
Sekretion beider Zelllinien begriindet sein (Xu und Kapoun 2009).
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In Zellkulturversuchen hatte die 1D11-Behandlung weder einen Effekt auf US7MG
Zellen, noch auf GL261-Zellen (s. Abbildung 10). Moglicherweise wird in vitro
zugegebenes 1D11 schnell gebunden und das gebundene TGF-3 durch die hohe Produktion
an weiterem TGF-P ersetzt.

In den s.c. US7MG-Tumoren bewirkt die Behandlung der Maiuse mit 1D11 ein
schnelleres Wachstum und nach gleicher Anwachszeit hohere Endgewichte. Dies ldsst
vermuten, dass durch Behandlung mit 1D11 die Proliferation in den Zellen erhoht wird.
Auf die in vivo Situation in s.c. Miusen iibertragen heillt das, dass die wiederholte
Behandlung mit 1D11 die Konzentration an freiem TGF-B senkt und eine niedrigere
Konzentration eine hohere Proliferation der Tumorzellen zulédsst. Im Gegensatz dazu ist in
den unbehandelten Tumoren eine hohere TGF-B-Konzentration vorhanden, was zu einer
geringeren Proliferation fiihrt. Allerdings passt diese Hypothese nicht zu den Ergebnissen
der immunhistochemischen Farbungen mit Ki67, wo fiir die Proliferationsrate kein
signifikanter Unterschied zwischen behandelten und unbehandelten Tumoren ermittelt
werden konnte (s. Abbildung 27) (zum Vergleich mit der Zellkultur s. auch 4.3).

Die Auswirkungen im Tier konnen durch weitere EinfluBBfaktoren, die die Proliferation

oder die Zellantwort auf TGF-B verdndern vom Zellkulturergebnis abweichen.

4.3.4 EinfluB3 der 1D11-Behandlung auf die Angiogenese

Gliome bestehen nicht nur aus Tumorzellen, sondern auch noch aus tumorassoziierten
Zellen. GefdBendothelzellen, Glattmuskelzellen und Perizyten, bilden gemeinsam die
Gefille. Zusitzlich finden sich Mikrogliazellen, die durch Cytokine angelockt werden
(Platten et al., 2003) und andere einwandernde Immunzellen.

Solide Glioblastome kdnnen nur wachsen, wenn sie die Ausbildung neuer Gefille
induzieren. Die Tumoren, die frither Anschlul an das GefdaBsystem bekommen haben
gegeniiber denen, die diesen Anschlufl spiter bekommen, einen Wachstumsvorsprung. Fiir
die humane Gliomzellinie T98G ist beschrieben, dass der Phdnotyp bei schnell
anwachsenden Tumoren sich nicht von dem solcher Tumoren unterscheidet, die erst einige
Wochen nach Implantation angewachsen sind (Naumov et al., 2006). Das von Gliomzellen
sezernierte TGF-B wirkt Angiogenese-fordernd auf Endothelzellen (Platten et al., 2001,
Akhurst and Derynck, 2001, Dunn et al., 2000).

Insulin-like growth factor-binding protein 7 (IGFBP7) ist ein in Tumorendothelzellen
hochreguliertes, Protein, welches die Proliferation beeinflussen kann (Pen et al., 2007).
Aktuelle Ergebnisse von Tamura und Kollegen (2009) deuten darauf hin, dass IGFBP7 den
Angiogenese-stimulierenden Effekt von VEGF in Endothelzellen modulieren kann. Es

konnte gezeigt werden, dass im Tumor weniger Angiogenese stattfindet, je mehr IGFBP7
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vorhanden ist. In menschlichen Gehirnendothelzellen (HBECs), die in konditionierem
Medium von U87MG-Zellen gehalten wurden, konnten Pen und Kollegen (2008) durch die
Behandlung mit 1D11 die Expression von IGFBP7 niedrig halten (Pen et al., 2008)
wéhrend sie ohne die Behandlung mit 1D11 anstieg. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass
in Endothelzellen im U87MG-Tumor die Hochregulierung von IGFBP7 durch TGF-
erfolgt. Das wiederum wiirde bedeuten, dass unbehandelte Tumoren infolge geringerer
Angiogenese langsamer wachsen miissten, als 1D11-behandelte. Dieser Effekt konnte in
den Versuchen mit US7MG-Tumoren in nu/nu-Médusen in der vorliegenden Arbeit bestatigt
werden. Die 1DI11-behandelten Tumoren wuchsen schneller und erreichten zum
Versuchsende hohere Endgewichte als die unbehandelten (s. Abbildung 16). Die
histopathologische Untersuchung der Gefafidichte in den U87MG-Tumoren mit Messung
der GefdBanschnitte pro Gesichtsfeld konnte allerdings keinen signifikanten Unterschied
zwischen 1D11-behandelten und unbehandelten Tumoren zeigen (s. Abbildung 33 und
Abbildung 34). Es gibt aber noch eine andere Moglichkeit den EinfluB3 von TGF-B auf die
Angiogenese zu erkléren.

In Glioblastomen sind, wie in vielen anderen Tumoren auch die Blutgefile durch
verdnderte Histologie charakterisiert. Im Glioblastom haben viele Tumorgefiflie keine
Basalmembran, eine verminderte Perizytenbedeckung, eine verminderte Anlagerung von
AstrozytenendfiiBen und eine verdnderte Expression von Adhédsionsmolekiilen (Baluk et
al., 2003, Kleihues et al., 2002, Vitolo et al., 1996, Lossinsky et al., 1995). Diese
Veranderungen resultieren in einer erhohten Zahl sich windender, weitlumiger Gefa3e. Im
gesunden Gewebe sind proangiogene und antiangiogene Faktoren im Gleichgewicht. Im
Glioblastom ist dieses Gleichgewicht zugunsten der proangiogenen Faktoren verschoben.
TGF-p induziert die Produktion angiogener Substanzen. Die Hemmung von TGF-f§ konnte
dazu beitragen, dass weniger angiogene Substanzen von den Tumorzellen exprimiert
werden. Dadurch wire das Gleichgewicht der angiogenen Substanzen soweit wieder
hergestellt, dass eine groBBere Anzahl morphologisch intakter Gefdfle entsteht, obwohl die
Proliferation der Endothelzellen nicht gesteigert ist. Das vermehrte Wachstum der Tumoren
der 1D11 behandelten Mause ist dann damit zu erkléren, dass die Blutversorgung in diesen
Tumoren besser war, als in denen unbehandelter Méuse, da intakte Gefille besser
perfundiert werden.

Aufgrund der geringen Zahl angewachsener GL261-Tumoren in den Black/6-Miusen
konnte nur ein 1D11-behandelter Tumor eingefroren werden. Dieser eine Tumor hatte eine

geringere GefaBdichte, als die unbehandelten Tumoren.
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4.3.5 EinfluB3 der 1D11-Behandlung auf das Immunsystem

4.3.5.1 Makrophagen

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass Makrophagen die in Gliomen
iiberwiegenden Zellen darstellen (Morimura et al., 1990, Rossi et al., 1987). Die
Makrophagenfarbung in der vorliegenden Arbeit sollte Aufschlufl dariiber geben, ob die
s.c. U§7MG-Tumoren 1D11-behandelter Mduse von mehr Makrophagen infiltriert sind, als
die der unbehandelten. Dies konnte der Grund sein, weshalb die Tumore groBer sind, als
die unbehandelten. Es zeigte sich, dass im Randbereich mehr Makrophagen zu finden
waren als in der Tumormitte, zwischen 1D11-behandelten und unbehandelten Tumoren gab
es jedoch keine Unterschiede (s. Abbildung 37 und Abbildung 38).

In den s.c. GL261-Tumoren gab es im Vergleich zu den U87MG-Tumoren so viele
Makrophagen, dass ein Auszdhlen nicht mdglich war (s. Abbildung 39 und Abbildung 40)
Diese groflen Mengen an Makrophagen fanden sich sowohl in den 1D11-behandelten, als
auch in den unbehandelten Tumoren. Interessanterweise war der Effekt auch in nu/nu-
Maiusen zu sehen, so dass die niedrige Zahl an Makrophagen in U87-MG Tumoren nicht
vom Tierstamm, sondern durch die Zelllinie bestimmt zu sein scheint.

TGF-B wirkt zwar als Immunsuppressor, aber Makrophagen werden nicht am
Einwandern in den Tumor gehindert. Es gibt nicht weniger Makrophagen in Tumoren
unbehandelter Miduse als in Tumoren 1DI11-behandelter. Sie konnen aber in ihren
Eigenschaften verdndert sein. Die in den Tumor infiltrierten Monocyten konnen unter
Einfluf} verschiedener Cytokine zu M1- oder M2-Makrophagen differenzieren (Talmadge
et al, 2007). Wihrend MI-Makrophagen tumorsuppressiv aktiv sind, sind M2-
Makrophagen  tumorfordernd.  GL261-Glioblastome sezernieren  Cytokine, die
Makrophagen zu Zellen differenzieren, die sowohl MI1-, als auch M2-Makrophagen-
Marker aufweisen (Umemura et al., 2008). Die Eigenschaften dieser M1/M2-Makrophagen
sind tumorprogressiv und sie sezernieren relativ groe Mengen an TGF-f1. Die
Behandlung von s.c. GL261-Tumoren mit 1D11 koennte in Black/6-Miusen dazu gefiihrt
haben, dass sich mehr Makrophagen zu M1-Makrophagen differenziert haben, die dann zur
Tumorbekdmpfung beigetragen haben. Allerdings fiihrte die 1D11-Behandlung von nu/nu-
Mausen zu verstdarktem Tumorwachstum, obwohl diese auch Makrophagen haben.

Makrophagen konnen zu Gliomzellsphédroiden gegeben werden und die Anzahl der in
die Sphiroide einwandernden Makrophagen kann ausgewertet werden (Strik et al., 2006).
Die Behandlung von GL261-Sphéroiden mit Makrophagen aus Black/6-Méusen resultierte
in zerstdrten Sphdroiden, wogegen die Behandlung mit TGF-B2 dazu fiihrte, dass
Sphéroide trotz zugegebenen Makrophagen nicht zerstort wurden (s. Abbildung 41). Dies
spricht fiir die Ausdifferenzierung der Makrophagen in einen das Tumorwachstum
fordernden Makrophagentyp unter Einflul von TGF-p2.
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4.3.5.2 T-und B-Zellen

Da es im Gehirn kein lymphatisches System gibt, konnen Zellen des Immunsystems nur
iber das BlutgefaBsystem einwandern. Daher kommt dem Geféflendothel im Gehirn bei der
Regulierung der Einwanderung von Immunzellen eine besondere Bedeutung zu. Die
Expression der Adhisionsmolekiile ICAM-1 und CD31 auf der luminalen Oberfldche der
Endothelzellen erlaubt es T-Zellen hier zu binden und durch die GefdBwand in das dahinter
gelegene Gewebe zu migrieren. In gesunden Endothelzellen in der Zellkultur hat
Fibroblast-Growth-Factor b den grofiten reduzierenden Effekt auf die Expression von von
ICAM-1 und CD31. Dagegen wird bei Endothelzellen aus Glioblastomen die Menge an
ICAM-1 und CD31 nach Inkubation mit TGF-§ am meisten reduziert (Prisentation von J.
Lohr, Neurex SEISC Meeting 2009). Somit ist nicht unbedingt ein morphoplogisch
verdndertes GefaBBsystem ein Indikator fiir den wachstumsfordernden oder hemmenden
Einflul von TGF-f, sondern die Funktionalitdt der Endothelzellen. Durch die Auswertung
endothelzell-gefarbter Schnitte von s.c. U87MG-Tumoren konnten keine sicheren
Anzeichen fiir eine verdnderte GefdBmorphologie zwischen 1D11-behandelten und
unbehandelten Tumoren festgestellt werden. Funktionelle Unterschiede sind aber nicht
auszuschlieBen (s. auch 4.3.4).

In der vorliegenden Arbeit wuchsen bei immundefizienten Méausen, die s.c. GL261-
Tumoren trotz 1D11-Behandlung an, wéhrend sie in immunkompetenten Méusen unter
1D11-Behandlung zuriickgebildet wurden (s. Abbildung 19 und Abbildung 22). Mit
CD70-iiberexprimierenden GL261-Zellen konnte von Aulwurm und Kollegen (2006) ein
dhnlicher Effekt mit Black/6- und nu/nu-Méusen erreicht werden. CD70 ist ein
Transmembranprotein der Tumor-Nekrosefaktor-Familie, das normalerweise auf
aktivierten T- und B-Zellen exprimiert wird. Sein Rezeptor CD27 ist ein Typ-1
Glykoprotein, das konstitutiv von T- und NK-Zellen exprimiert wird. NK-Zellen konnten
an die Tumorzellen binden und deren Lyse auslosen. TGF- wirkt inhibierend auf die
Proliferation und Aktivitit von zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen (Bodmer et al.,
1989, Weller und Fontana, 1995). Somit kann die T-Zellantwort durch Bindung von TGF-3
an 1D11 erhdht werden, was in einer erhohten Apoptoserate resultiert, die in den GL261-
Tumoren in 1D11-behandelten Black/6-Méusen festgestellt wurde. Diese verstirkte
Immunantwort kann zu der in den angewachsenen 1D11-behandelten Tumoren der
Versuchsreihe B) gefundenen erhohten Apoptoserate (s. Abbildung 32, GL261 in Black6)
und zur volligen Tumorreduktion gefiihrt haben.
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4.4 1D11-Behandlung intrazerebraler Gliome

Mit der 1D11-Behandlung intrazerebraler GL261-Tumoren in Black/6-Méusen wurde der
Versuch gemacht, in einem Tiermodell, in dem Méuse mit s.c. Tumoren mit 1D11 wirksam
behandelt werden konnten, nun auch orthotope Glioblastome zu behandeln. Wie die s.c.
Tumoren, wurden auch die intrazerebralen Tumoren durch i.v. Gabe von 1D11 behandelt.
Da der Raum innerhalb des Schédels begrenzt ist, konnen die Tumore im Hirn nicht so
groB3 werden, wie unter der Haut. Damit dennoch einige Wochen vergehen in der die
Tumoren behandelt werden konnen, bis die Tiere tumorbedingte Krankheitszeichen
aufweisen, wurde die Zahl der implantierten Zellen im Vergleich zu s.c. Implantationen
deutlich gesenkt. In Studien von Szatmari und Kollegen (2006) konnte gezeigt werden,
dass sich GL261-Zellen vergleichbar zu anderen Gliomzelllinien verhalten und
Charakteristika wie invasives Wachstum zeigen. Sie haben ermittelt, dass bei
intrazerebraler Implantation eine Zellzahl von 100.000 Zellen nach durchschnittlich 25
Tagen und eine Zellzahl von 10.000 Zellen nach durchschnittlich 27 Tagen zum Tod der
Tiere fiihrt. Fiir die 1D11-Behandlung wurden in den vorliegenden Versuchen 75.000
Zellen in die rechte Hemisphire des GroBhirns implantiert und die Behandlung startete
schon an Tag 3 nach der Implantation, anstelle von Tag 7, wie bei s.c. Tumoren. Nach 25
Tagen hatten sich grofle, den GroBteil der rechten Hemisphére ausfiillende Tumoren
gebildet. Makroskopisch waren an den quergeschnittenen Gehirnen im Gegensatz zu s.c.
behandelten GL261-Tumoren in Black/6-Miusen keine Unterschiede zwischen den 1D11
behandelten und den unbehandelten Tumoren zu erkennen. Auch die mikroskopisch
ermittelten Tumordurchmesser der Versuchsgruppen unterschieden sich nicht signifikant
(s. Abbildung 44). Erst die histologische Auswertung der HE-Féarbungen zeigte einen
Effekt der Behandlung auf die Tumormorphologie. In intrazerebralen GL261-Tumoren
finden sich von Tumorzellen kooptierte Gefdfle in 1D11-behandelten und in unbehandelten
Tumoren. Insgesamt ist die Invasionszone in 1D11-behandelten Tumoren jedoch geringer
ausgepragt, als in unbehandelten, in denen deutlich zu sehen ist, dass die Tumorzellen sich
vom Haupttumorknoten aus ins Hirnparenchym ausbreiten (s. Abbildung 45). Fir
orthotope Gliome wurde im Maus-Modell von anderen gezeigt, dass eine antiangiogene
Therapie die Anzahl von kleinen Satellitentumoren und die Invasion der Tumorzellen
entlang existierender Gefdle erhoht (Lamszus et al., 2003). Ein Grund fiir diesen
Unterschied zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit mag sein, dass die Inhibition von
TGF-B-Rezeptor-Bindung nicht nur die Produktion angiogener Faktoren in den Zielzellen
herabsetzt, sondern auch die Produktion von Molekiilen, die fiir Tumorzellmigration
verantwortlich sind. Tatséchlich konnte von anderen fiir verschiedene Gliomzelllinien und
Primédrkulturen in der Zellkultur gezeigt werden, dass exogen zugesetztes TGF-f die

Migration der Tumorzellen erhdht und eine stabile Transfektion mit TGF-B-Rezeptor II si
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RNA die Migration verringert. Die transfizierten Gliomzellen zeigten s.c. in nu/nu-Mause
implantiert ein langsameres Wachstum als Wildtypzellen (Wesolowska et al., 2008). Von
Uhl und Kollegen (2004) konnte im Matrigel-Invasionsassay eine verringerte Invasivitdt
von verschiedenen Gliomzelllinien nach Behandlung mit TGF-B-Rezeptor 1 Kinase-
Inhibitor SD-208 festgestellt werden. Hier kann die Glykoproteinproduktion der Zellen
eine Rolle spielen (s. 4.3.1). Die fiir die vorliegende Arbeit ausgewerteten unbehandelten
Tumore haben einen matrixreichen Tumorknoten, die 1D11 behandelten Tumore haben
eine weniger matrixreiche Mitte (s. Abbildung 45). Erhohte Migration in umgebendes
Gehirngewebe konnte in unbehandlten intrazerebralen GL261-Tumoren im Vergleich zu
1D11-behandelten Tumoren auch festgestellt werden. Es scheint, dass die Inhibition des
TGF-B im intrazerebralen Tumor bewirken konnte, dass weniger Glykoproteine von den
Tumorzellen exprimiert wurden. Beispielsweise wird das Proteoglycan Versican von
Gliomzellen produziert und ist mit verantwortlich fiir Adhdsion und Migration. Die
Isoformen VO und V1 werden durch TGF-B2 in Gliomzellen induziert was zu erhohter
Migration flihrt (Arslan et al., 2007).

4.5 Offnung der BHS

Die BHS hat unter anderem die Aufgabe, den Eintritt von potentiell schidigenden
Substanzen aus dem Blut ins Hirngewebe zu verhindern (Bradbury, 1979). Die meisten
klinisch eingesetzten Zytostatika haben nicht die physiko-chemischen Eigenschaften, um
die BHS in fiir die Therapie ausreichender Menge zu iiberwinden (Donelli et al., 1992).
Dies kann auch der Grund sein, warum 1D11 keinen tumorreduzierenden Effekt zeigte. Die
Konzentration an Antikdrpern im Gehirn und im Tumor war vielleicht zu gering. Es ist
bekannt, dass im Tumorgewebe die Blutversorgung sehr inhomogen ist (Kargiotis et al.,
2006, Fischer et al., 2005). Einige Bereiche kdnnen zwar eine verstdrkte Permeabilitit der
Gefille aufweisen, andere Bereiche weisen aber auch geringen Blutflu auf. Die Bildung
von Odemen im Bereich von Gefilen mit gestorter BHS fiihrt zu erhdhtem interstitiellem
Druck, der die Diffusion von Substanzen aus dem Blut zusidtzlich verhindert. Die
Behandlung von Tumoren im ZNS wird dadurch erschwert. Auch die in dieser Arbeit
intrazerebralen Tumoren wiesen Bereiche auf, in denen der 1D11-Antikorper sich nach i.v.
Injektion nicht nachweisen lie} (s. Abbildung 43). Es gibt durch diese Arbeit Hinweise
darauf, dass die Behandlung mit 1D11 auch bei intrazerebralen Gliomen einen Einflufl auf
den Tumor nimmt. Eine erhohte Konzentration von 1D11 im Tumor konnte den Einfluf3

erhohen und so zu einer Tumorreduktion wie in s.c. GL261-Tumoren fiihren.
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4.5.1 Offnung der BHS fiir Globuline

Systemisch verabreichte 1D11-Antikorper gelangen nicht ins Hirnparenchym gesunder
Maiuse und Ratten. In dieser Arbeit wurden der Transfer, die lokale Verteilung und die
Elimination von y-Globulin im Hirn von gesunden Ratten und Méusen nach Offnung der
BHS mit HG untersucht. HG verursacht vermutlich eine transiente Permeabilisierung der
TJ am Gefdflendothel des Gehirns (Erdlenbruch et al.,, 2003 a, b). Es konnte gezeigt
werden, dass nach einer Offnung der BHS mit HG Substanzuen mit einem
Molekulargewicht von 66 kDa ins ZNS {ibertreten konnen (Erdlenbruch et.al., 2003 a, b).
In der vorliegenden Arbeit fand sich nach Permeabilisierung der BHS mit 82,5 mM HG ein
Ubertritt von y-Globulinen ins Hirngewebe (s. Abbildung 47 und Abbildung 48). Somit
lassen sich unter Verwendung von geeigneten Alkylglycerinen systemisch verabreichte
Antikorper ins Gehirn gesunder Miuse und Ratten bringen. Cy5.5 y-Globulin wurde in
einer hohen Dosis verabreicht, um an Miusen zu untersuchen, ob in vivo imaging von
Proteinen im Hirn moglich ist. Als biologisch aktiver anti-TGF-B Antikérper, wurde
AF680 1DI11 in der Dosis infundiert, in der er auch zur Behandlung s.c. Tumoren
eingesetzt wurde. Die Infusion der Markerproteine Cy5.5 y-Globulin und AF680 1D11 in
die A. carotis nach Offnung der BHS in Miusen fiihrte zu einer signifikanten Erhohung des
Ubertritts beider Proteine in die ipsilaterale Hemisphire (Fluoreszenzintensititen erhdhten
sich 2-fach bzw. 4,2-fach). Dies zeigt, dass eine Behandlung von ZNS-Krankheiten mit
Hilfe des Modells der Alkylglycerin-induzierten Offnung der BHS und anschlieBender
Gabe von (therapeutischen) Proteinen moglich ist. Ein Monitoring der Substanzen in vivo
wird durch den Einsatz von im nahen Infrarotbereich fluoreszierenden Proben ermdglicht.
Das eXplore Optix System ist in den beschriebenen Experimenten fiir die Anregung und
Detektion von Cy5.5 Fluoreszenz optimiert worden. AF680 hat ein vergleichbares
Absorptions- und Emissionsspektrum und kann daher mit der gleichen Einstellung genutzt
werden. Dennoch koénnen die Fluoreszenzintensititen zwischen Versuchen mit den
unterschiedlichen Fluorochromen nicht quantitativ miteinander verglichen werden.

Die Fluoreszenzintensitit und LT von CyS5.5 y-Globulin und AF680 1D11 wurden
jeweils in vivo durch Messung mit dem eXplore Optix-System in der Maus bestimmt. Die
simultane Messung von Fluoreszenz und LT belegte, dass detektierte Fluoreszenz von den
fluoreszenzgekoppelten Globulinen, bzw. Antikérpern stammte (s. Abbildung 57). Die
Analyse der Fluoreszenzintensitit der Markerproteine in vivo bestétigte die Daten, die
bereits mittels Fluoreszenzmikroskopie ermittelt wurden. Auch in vivo konnte eine starke
Alkylglycerin-vermittelte Anreicherung der fluoreszierenden y-Globuline und von 1D11 in
der rechten Hemisphire, also ipsilateral zur Offnung der BHS, gefunden werden (s.
Abbildung 53 und Abbildung 56).



Diskussion 117

In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass Albumin nach Co-Applikation mit 1-
O-Pentylglycerin ins Gehirngewebe eindringen kann (Erdlenbruch et al., 2003 b).
Verglichen mit 1-O-Pentylglycerin und weiteren kurzkettigen Alkylglycerinen, bietet HG
bessere pharmakodynamische Eigenschaften, da es ein gut definiertes Zeitfenster von etwa
15 bis 30 Minuten fiir eine effektive Offnung der BHS gibt (Erdlenbruch et al., 2003 a).
Verwendet man HG fiir die BHS-Offnung, kénnen die ins Gehirn zu bringenden Molekiile
als Kurzinfusion iiber ca. 15 Minuten nach Injektion von HG infundiert werden
(Erdlenbruch et al., 2003 b). Das ist fiir die intraarterielle Gabe von Therapeutika sowohl
im Tiermodell als auch fiir eine potentielle Anwendung beim Menschen von Bedeutung, da
die meisten Medikamente als Kurzinfusion in der Regel besser vertrdglich sind und die
Therapeutika nicht mit HG gemischt werden miissen. Eine Mischung konnte zu
Wechselwirkungen zwischen Medikament und Alkylglycerin fiihren. Die in der Arbeit
gezeigte effektive und iiber 96 h anhaltende Anreicherung von Antikdrpern verdeutlicht das
grof3e therapeutische Potential des beschriebenen Behandlungsansatzes. Mithilfe von HG
kann die BHS berechenbar permeabilisiert werden. Eine intraarterielle Kurzinfusion
biologisch aktiver Proteine im AnschluB an die Offnung der BHS erméglicht den Ubertritt
dieser Makromolekiile ins Gehirn und somit eine Behandlung von ZNS-Erkrankungen.

Der Ubertritt der fluoreszenzgekoppelten Globuline aus dem GeféBendothel ins Gewebe
fand sich bei der Auswertung mit konventioneller Fluoreszenzmikroskopie ex vivo, wie
auch in vivo und ex vivo bei Messungen mit dem eXplore Optix-Gerit (s. Abbildung 53
und Abbildung 55). Mit der hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie konnte die lokale
Verteilung der fluoreszenzmarkierten Globuline im Hirn untersucht werden. Kurz nach der
Injektion der hochmolekularen Marker unter gedffneter BHS war die Fluoreszenz
hauptsidchlich um die Hirnkapillaren zu finden, wihrend sie 24 h nach der Gabe
gleichméBig im Gehirngewebe verteilt war (s. Abbildung 50). Kleinere Farbstoffmolekiile
zeigten im gleichen Versuchsansatz dagegen eine sehr rasche Verteilung im Hirngewebe.
Schon 15 Minuten nach der Kurzinfusion fand sich eine gleichmafige Na-F1-Verteilung (s.
Abbildung 49). Wie vermutet scheinen sich grofere Molekiile langsamer im
Gehirngewebe zu verteilen als die kleineren Molekiile. Die fluoreszenzmikroskopischen
Bilder bestitigten zudem, dass die in vivo mit Hilfe des eXplore Optix detektierte
Fluoreszenz tatsdchlich von den fluoreszierenden Globulinen im Hirngewebe stammt.

In den HG-behandelten Tieren konnte iiber den gesamten Versuchszeitraum von 96 h
eine erhohte Cy5.5 y-Globulin-Fluoreszenz detektiert werden. Die Werte waren im
Vergleich zu Kontrollen mit Cy5.5 y-Globulin ohne Offnung der BHS durchgehend héher.
Dies konnte auch in den ex vivo-Messungen bestétigt werden.

Interessanterweise fand sich nach Offnung der BHS jedoch eine groBe interindividuelle
Schwankung der Fluoreszenzintensitit in der rechten Hemisphdre. Die Unterschiedliche

Anreicherung der fluoreszenzmarkierten Substanzen sind wahrscheinlich Folge der
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individuell unterschiedlich starken Effektivitit von HG. Dieses Phdnomen des
unterschiedlichen AusmaBes der Offnung der BHS wurde auch schon in frijheren Arbeiten
beschrieben (Erdlenbruch, 2003, a und b). Die linke Hemisphire und das Kleinhirn weisen
dagegen stets nur geringe Fluoreszenzintensititen auf.

Erhohte Gewebefluoreszenz im Gehirn zeigte sich bis zu 72 h nach der AF680 1D11-
Applikation in Verbindung mit einer Offnung der BHS, obwohl eine wesentlich geringere
Proteinmenge verabreicht wurde als bei Cy5.5 y-Globulin (nur 1,5% der verabreichten
Cy5.5 y-Globulin-Dosis) (s. Abbildung 56). Mit HG-vermittelter BHS-Offnung ist ein
Anstieg der Fluoreszenz im Gehirn bis 9 h nach der Behandlung und ein anschlieBender
langsamer Abfall bis zu 96 h nach Behandlung ermittelt worden (s. Abbildung 53). Die
Halbwertszeit lag bei 48 h. Daten zur Halbwertszeit von y-Globulinen im Gehirn wurden
bereits vor liber 20 Jahren beschrieben (Neuwelt et al., 1988). Nach intraarterieller
Bolusinjektion hochmolarer Mannitollosungen konnten anschlieBend verabreichte vy-
Globuline ins ZNS gelangen. In Experimenten mit 25 %iger Mannitolldsung und
anschlieBender Kurzinfusion von '*’I radioaktiv markierten y-Globulinen stieg die
Radioaktivitit im Gehirn in der ersten Stunde an und blieb wihrend der nédchsten 23 h
erhoht. Danach war ein rapider Abfall bis 72 h nach Injektion zu beobachten (Neuwelt et
al., 1988). Diese Daten weichen von den in dieser Arbeit gezeigten etwas ab. Allerdings
gibt es auch Daten in der Literatur, denen zufolge Proteine auch deutlich ldnger in erhohter
Menge im Gehirn bleiben. In Hunden konnte noch 52 Tage nach Mannitol-vermittelter
osmotischer Offnung der BHS gleichzeitig verabreichtes Evans blue (960 Da) im Gehirn
gefunden werden (Neuwelt et al., 1983). Der Mechanismus der osmotischen Offnung der
BHS ist allerdings ein vollig anderer als der der HG-vermittelten, was die Unterschiede
erkldren konnte.

In der Vergangenheit wurden auch zahlreiche andere Substanzen untersucht, um eine
Offnung der BHS fiir therapeutische Zwecke zu erzielen. Jiingeren Datums sind Versuche
in denen die reversible, intraarterielle BHS-Offnung mittels Natriumcaprylat in vitro
(Sugibayashi et al., 2008) und in vivo (Preston et al., 2008) gezeigt wurde. Allerdings
wurden fiir eine Wirksame BHS-Offnung hohe Dosen benétigt, die bei intraarterieller Gabe
Hirnddeme verursachten. Zudem kam es bei Gabe von Natriumcaprylat zu
voriibergehendem Bluthochdruck, was den Einsatz als BHS-permeabilisierende Substanz
erschwerte (Preston et al., 2008). Die Versuche mit HG zeigten im Dosisbereich, der zu
einer deutlichen Offnung der BHS fiihrte keine Nebenwirkungen. Bislang steht keine
Moglichkeit zur Verfligung, die die BHS fiir systemisch applizierte Substanzen
iiberwindbar macht, die genauso effizient und untoxisch ist, wie die intraarterielle
Bolusgabe von Alkylglycerinen. Fluoreszenzmessung im Tier konnte nach i.v. Gabe eine
Anreicherung von mit Cy5.5 markierten myristoilierten Polyargininpeptiden im Gehirn von

Maiusen in vivo gezeigt werden (Pham et al., 2005). Allerdings ist diese Anreicherung
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hauptsichlich basal am Ubergang zum Hirnstamm lokalisiert. Hier kann man sich fragen,
ob die Anreicherung stressbedingt war (Esposito et al., 2001). Bei der HG-vermittelten
Offnung der BHS handelt es sich dagegen um eine Anreicherung von Substanzen vor allem
im Cortex. Dies ist eine Folge der bevorzugten Perfusion dieser Regionen wéhrend der
intraarteriellen Injektion der Alkylglycerine. Daher ist der permeabilisierende Effekt des

HG in dieser Region am GroBten.

4.5.2 Bewertung der Lebensdauer der Fluorochromanregung

Nach der Kopplung an Proteine hat AF680 eine hohere Fluoreszenzintensitét als Cy5.5
(Berlier et al., 2008). Die spezifische LT von Fluorochromen erhdht sich nach der
Kopplung an Proteine (Bushman et al., 2003). Auch die Anderung der LT von
Fluorochromen in Abhingigkeit von der Bindung an Proteine in vivo wurde schon
beschrieben (Raymond et al., 2008). In vitro lieB sich fiir AF680 1D11 Antikorper eine
Erhohung der LT feststellen, nachdem er mit TGF- 1 inkubiert wurde (s. Abbildung 58,
A). Almutairi und Kollegen konnten zeigen, dass in vitro eine Inkubation des NIR-
Farbstoffs Cypate mit Albumin zu einer Erhéhung der LT fiihrt (Almutairi et al., 2008 b).
Moglicherweise kann die Bindung von TGF-B1 an den AF680 gekoppelten Antikorper
auch die LT erhohen. Auch fiir Temperaturdifferenzen ist ein Einflu auf die LT von
Protein-gebundenen Fluorochromen beschrieben (Salsbury et al., 2003). Dies kann
allerdings nicht der Grund fiir die LT-Erhohung in vitro sein, da die Messungen unter
identischen Temperaturbedingungen stattfanden.

Interessanterweise konnte in vivo im zeitlichen Verlauf nach BHS-Offnung eine
Erhéhung der LT von AF680 1D11 Fluoreszenz in der rechten Hemisphire festgestellt
werden (s. Abbildung 57). Eine LT-Verdnderung kann grundsétzlich daher riihren, dass
die spezifische Fluoreszenzintensitit von AF680 abnimmt, wihrend die Intensitit der
Hintergrundfluoreszenz gleich bleibt. So nimmt der Anteil der Hintergrund- an der
Gesamtfluoreszenz zu. Die LT des Hintergrundes ist geringer, als die von AF680 1D11.
Somit wiirde auch die gemessene LT sich in Richtung des Wertes fiir die
Hintergrundfluoreszenz-LT verschieben. Demnach miisste die LT {iber die Zeit abnehmen.
In den in vivo 1D11-Versuchen kann dies also nicht der Grund fiir die LT-Anderung sein,
da die LT zunahm. Verdnderungen der LT sind auch schon als Konsequenz von
Verinderungen im umgebenden Mikromillieu, wie z.B. Anderungen des pH-Werts
beschrieben worden (Hassan et al., 2007). In ischdmischen Nieren konnte ex vivo nach
Injektion von Cy5.5 eine Erhohung der LT im Vergleich zu nicht ischdmischen Nieren
gefunden werden (Abulrob et al., 2007). Es ist aber unwahrscheinlich, dass Anderungen

des pH-Wertes oder eine Ischdmie im Gehirn fiir die Erhdhung der LT verantwortlich
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waren, da fiir die Methode beschrieben ist, dass keine Schiden im Hirn hervorgerufen
werden (Erdlenbruch et al., 2003 a). In den Kontrollhirnen, bei denen die BHS ohne
anschliefende Infusion von AF680 1DI11 gedffnet wurde, war keine Erhohung der LT
feststellbar. Zudem wurde in ischdmischen Nieren auch ohne Cy5.5-Injektion eine
entsprechende LT-Erh6hung festgestellt (Abulrob et al., 2007). Da die Erhéhung der LT
von AF680 1D11 in vitro nach Inkubation von AF680 1D11 mit TGF-B1 sichtbar war, ist
vielleicht die Bindung von Antikdrpern moglicherweise auch in vivo fiir die Anderung der
LT verantwortlich. Almutairi und Kollegen konnten mit eXplore Optix-Messungen zeigen,
dass Obsonisierung von Fluorochromen in vivo zu einer Verdnderung der LT fiihrt
(Almutairi et al., 2008 a).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass in vivo optical imaging von AF680
ID11 und Cy5.5 y-Globulin im nahen Infrarot-Fluoreszenzbereich im Gehirn nach BHS-
Offnung mit dem eXplore Optix-Gerit mdglich ist. Es konnte gezeigt werden, dass HG die
Option bietet, Antikdrper aus dem Blut iiber die BHS ins Gehirn zu bringen. Dies erlaubt
die Behandlung von Krankheiten des ZNS, wie malignen Gliomen mit spezifischen,
systemisch applizierten Antikdrpern. Der HG-vermittelte Ubertritt von Proteinen ins ZNS
und deren Konzentrationsabnahme iiber die Zeit kann mittels eXplore Optix gemessen
werden. Somit ist die Moglichkeit gegeben, pharmakokinetische Langzeit-Studien fiir
Proteine im Gehirn von Maiusen durchzufiihren. Durch Messung der LT-Verdnderung
konnen pharmakodynamische Prozesse in vivo verfolgt werden.

Das experimentelle Modell ist allerdings auf die Nutzung fellloser oder weillfelliger

Maiuse beschriankt und ldsst sich nicht fiir Untersuchungen an Black/6-Miusen verwenden.

4.5.3 Offnung der BHS im Glioblastom-tragenden Gehirn

In Gefrierschnitten wurde die Verteilung von AF594 1D11 nach i.v. Gabe betrachtet. Im
intrazerebralen Tumor siecht man eine, nicht alle Regionen des Tumors erfassende
Fluoreszenz. Im umgebenden Gehirngewebe ist keine erhohte Fluoreszenz feststellbar (s.
Abbildung 43).

Ausserhalb des Tumors verhindert die BHS den Ubertritt von Fluoreszenzmarkern ins
ZNS. Auch im Tumor gibt es die Bereiche, in denen die BHS noch intakt ist und in denen
deshalb keine Fluoreszenzmarker ins Tumorgewebe gelangen kénnen. Zusitzlich spielt bei
fortgeschrittenen Glioblastomen der Druck der interstitiellen Fliissigkeit im Tumor fiir den
Ubertritt von Substanzen eine groBe Rolle (Michinton u. Tannock, 2006). Wenn man den
interstitiellen Druck in Hirntumoren senkt, kann eine hohere Konzentration von
Therapeutika im Tumor erreicht werden (Navalitloha et al., 2006). Somit sind ohne

Beeinflussung des Hirndrucks auch Bereiche hohen interstitiellen Drucks trotz durch den
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Tumor eingeschriankter BHS von der Visualisierung durch anreichernde Fluoreszenzmarker
ausgenommen. Zusétzlich erschweren die schon fiir die s.c. Tumoren diskutierten Faktoren
(Nekrosen und Einblutungen) einen Eintritt von Molekiilen. Bereiche ohne AF594 1D11-
Anreicherung wurden durch fluoreszenzmikroskopische Ermittlung der Verteilung der
Fluoreszenz im intrazerebralen Tumor fiir dieses Modell bestétigt.

Nach Offnung der BHS in der tumortragenden rechten Hemisphire von Ratten zeigt sich
im Gegensatz zur Infusion ohne BHS-Offnung Fluoreszenz von anschlieBend infundierem
RB200 y-Globulin im gesamten Tumor und in weiten Teilen des Hirnparenchyms (s.
Abbildung 51). Auch in Mausgehirnen zeigte sich eine Anreicherung von RB200 vy-
Globulin im Bereich des Tumors und in der rechten Hemisphére (s. Abbildung 52). Die
Offnung der BHS erlaubt es also hohere Konzentrationen im Tumor und im
Tumorrandbereich zu erreichen als mit intraarterieller Gabe alleine. Somit gelangt im Falle
einer Tumorbehandlung mit Antikdrpern unter gleichzeitiger Offnung der BHS mehr
Wirkstoff an den Wirkort.

4.5.4 Offnung der BHS im Vergleich zu convection enhanced delivery

Um die Konzentration an Antikérpern im tumortragenden Gehirn zu erhéhen, konnte man
eine Behandlung durchfiihren, bei der die Antikdrper direkt ins Gehirn appliziert werden.
Dies ist moglich iiber einen Zugang wie einen Dauerkatheter und eine osmotische Pumpe
oder eine fest implantierte Kaniile. Dieser Eingriff kann allerdings Entziindungsreaktionen
auslosen. Ein weiterer Aspekt ist, dass ein Katheter an einer bestimmten Stelle endet und
die Konzentration an Antikérpern hier am hdchsten wire. Es ist zwar durch
Mikromanipulator und Einspannen des Tiers in den stereotaktischen Rahmen mdglich,
Katheterende und Tumorzellimplantation aufeinander abzustimmen, aber in welche
Richtung sich der Tumor letztendlich ausbreitet, ist nicht mehr beeinflussbar. Liu und
Kollegen (2007 b) haben im Rattenmodell TGF-B2-Antisense-Oligonucleotide {iber eine
fest implantierte Kaniile, durch die 10 Tage zuvor die Tumorzellen injiziert wurde,
verabreicht und ihre Verteilung im Gehirn gezeigt. Dabei war zu sehen, dass sich die
Antisense-Molekiile bis zum Rand des Tumorknotens ausgebreitet hatten, nicht aber in das
umgebende, moglicherweise vom Tumor infiltrierte Gehirn. Tiere, die so behandelt
wurden, lebten ldnger als Kontrolltiere, generierten aber letztendlich doch einen lethalen
Tumor. Im gezeigten HE-Schnitt sieht es so aus, als ob der Tumor nach medial verlagert
angewachsen ist. Das kann Zufall sein, kann aber auch einen Hinweis darauf geben, dass
hier Zellen die Therapie {liberstanden haben, die von den Oligonucleotiden nicht erreicht
wurden. Im menschlichen Gehirn ist dieser Effekt unter Umstdnden noch ausgeprigter, da

es groBer ist als ein Mausgehirn. Hier gelangen Wirkstoffe durch Diffusion relativ zum
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Gehirnvolumen gesehen nur in ein kleineres Areal. Der Vorteil der HG-vermittelten
Offnung der BHS im Vergleich zum Katheter liegt darin, dass das Medikament iiber die

Blutgefal3e iiberall im Gehirn ankommt und sich nicht nur lokal verteilt.

4.6 Ausblick

In dieser Arbeit konnte, wie auch von anderen Gruppen gezeigt werden, dass die
Beeinflussung des TGF-B-Signalwegs eine Summe von Verdnderungen im Gliom
hervorruft. Daher ist TGF-f ein hoch interessantes Zielmolekiil fiir die Behandlung von
Gliomen. Durch weitere Untersuchungen kann der Einfluss der Behandlung auf die
Tumoren weiter aufgekldrt werden. So konnen Férbungen aktivierter T-Zellen von
Schnitten intrazerebraler Tumoren von 1D11-behandelten sowie von Kontrollmiusen
ausgewertet werden und der Einflu des Immunsystems -insbesondere der T-Zellen- auf
die Behandlung genauer untersucht werden. Durch immunhistochemische Féarbung von
Matrixkomponenten konnte spezifiziet werden, ob die 1D11-Behandlung Einflufl auf eine
bestimmte Matrixkomponente des Tumors nimmt.

Eine Moglichkeit das Ansprechen von intrazerebralen Tumoren auf 1D11-Therapie zu
steigern wire eine Kombinationstherapie mit Substanzen die additiv oder sogar
synergistisch zur Behandlung mit 1D11 tumorreduzierend wirken. Durch Impfung von
Tieren mit bestrahlten Tumorzellen zusitzlich zur TGF-B2-Antisense-Oligonucleotid-
Behandlung von intrazerebralen Gliomen in der Ratte konnte zum Beispiel eine
Verlingerung des Uberlebens der Tiere im Vergleich zur Antisense-Oligonucleotide
Behandlung alleine erreicht werden (Liu et al., 2007 b).

Leider ist es im Nagermodell bisher nicht gelungen, eine wiederholte Offnung der BHS
am selben Tier fiir die vorliegende Arbeit durchzufiihren, da die GefdBe sowohl in der
Maus als auch in der Ratte zu klein sind, um mehrmals einen Katheter einlegen zu kdnnen.
Bei Versuchen zur Mehrfachbehandlung war nach dem Legen eines Dauerkatheters dieser
trotz Spiilung mit Heparin nach kurzer Zeit verstopft. Der Versuch einer wiederholten
Katheterisierung der A. carotis iiber die Femoralgefa3e scheiterte ebenfalls. Daher liegt ein
Ziel fiir die Zukunft darin, eine Methode zu etablieren, die mehrfache 1D11-Behandlung
von intrazerebralen Tumoren unter HG-vermittelter Offnung der BHS zulisst.

Zhu und Kollegen (1994) konnten zeigen, dass in Miusen nach Offnung der BHS mit
Mannitol ein mit Doxorubicin gekoppelter Antikdrper im intrazerebralen Tumor und im
umliegenden Gehirn angereichert wird. S.c. Tumore zeigten ein geringeres
Tumorwachstum unter viermaliger Behandlung mit dem Antikorper, der das

Therapeutikum Doxorubizin durch spezifische Bindung im Tumor anreichern konnte. Auch
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in dieser Studie wurde keine wiederholte Behandlung unter Offnung der BHS
durchgefiihrt.

Kiirzlich wurde von Chen et al. (2009) eine neue Methode zur Dauerkatheterisierung der
Carotis externa beschrieben. Die Anwendung dieser Technik konnte eine mehrfache
Alkylglycerin-vermittelte Offnung der BHS im Mausmodell ermdglichen.

Eine Anwendung der Alkylglycerine zur Offnung der BHS an groBeren Tieren, z.B.
Hunden konnte die Applikation erleichtern und wuerde eine repetitive Behandlung
ermdglichen. So konnte dann erstmals auch die Vertraglichkeit einer Mehrfachgabe von
Alkylglycerinen untersucht werden.

Im Menschen ist die mehrfache Katheterisierung der A. carotis iiber die Femoralarterie

moglich.



Zusammenfassung 124

5 Zusammenfassung

Hochmaligne Gliome (z.B. Glioblastome) sind mit einer durchschnittlichen Uberlebenszeit
von etwa einem Jahr einer der aggressivsten soliden Tumoren. Trotz der Fortschritte in der
Neuroonkologie sind sie nur unzureichend behandelbar. Die Ursachen hierfiir sind das
infiltrative Wachstum und die starke Migrationsfahigkeit hoch maligner Hirntumoren, die
ausgepragte Chemoresistenz und die unzureichenden Penetration systemisch verabreichter
therapeutischer Substanzen iiber die Blut-Hirn-Schranke. Innovative
Behandlungsmethoden sind daher unabdingbar, um die Heilungschancen fiir
Gliompatienten zu verbessern. Das bessere molekulare Verstindnis maligner Hirntumoren
in den letzten Jahren lieferte die Grundlage zur Entwicklung neuer Substanzen und
therapeutischer Konzepte, deren antitumordse Wirksamkeit im Hirn im Tiermodell
untersucht werden muss.

Das Zytokin TGF- spielt in der Progression des Glioblastoms eine entscheidende Rolle
bei der Induktion von Wachstum, Angiogenese, Invasion und Immunsuppression. Daher ist
es ein vielversprechendes Molekiil fiir eine gezielte molekulare Therapie maligner Gliome.
Der Antikérper 1D11 bindet spezifisch die aktiven TGF-f Isoformen 1-3 und inhibiert so
deren Bindung an die Rezeptoren.

Fiir s.c. Glioblastome in Mausen wurde die spezifische Anreicherung i.v. injizierter
Fluoreszenztfarbstoff-gekoppelter anti-TGF-B-Antikorper (1D11) mittels
Fluoreszenzmessung in vivo iiber 28 Tage wiederholt gemessen. Dabei zeigte sich eine
erhohte Fluoreszenzintensitdt im Tumor. Die i.v. Behandlung s.c. Gliome (humane
U87MG-Zellen oder murine GL261-Zellen) in immundefizienten nu/nu-Méusen mit 1D11
fiihrte zu einer Tumorprogression im Vergleich zu einer mit einem Kontrollantikérper
(13C4) behandelten und einer unbehandelten Kontrollgruppe. Im Gegensatz dazu fiihrte die
1D11-Behandlung von s.c. GL261-Tumoren im syngenen Modell mit immunkompetenten
Black/6-Méusen zu einer Wachstumsverringerung bei 25% der behandelten, und zu
kompletter Remission bei 75% der behandelten Méuse.

Charakteristisch fiir GL261-Tumoren waren weiche, matrixreiche, sowie feste Anteile
und viele Einblutungen. Dabei unterschied sich die Morphologie der GL261-Tumoren aus
Black/6-Mdusen nicht von derjenigen aus nu/nu-Mausen. Die U87MG-Tumoren dagegen
bestanden aus festen Tumorknoten mit nur kleinen Einblutungen. Histologische und
immunhistochemische Untersuchungen der Tumore 1D11-behandelter Tiere zeigten zu den
jeweiligen Kontrollgruppen keine Unterschiede hinsichtlich der Morphologie, der
Proliferation (Ki 67), der Gefdldichte (F VIII) und der Infiltration tumorassoziierter
Makrophagen (MAC-3). Die Anzahl apoptotischer Zellen in GL261-Tumoren 1DI11-

behandelter Black/6-Mause war im Vergleich zu Kontrolltieren erhoht. In der nu/nu-Maus
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war dieser Effekt nicht nachweisbar. Dies ldsst darauf schlieBen, dass das Immunsystem in
Abhingigkeit der TGF-B-Konzentration im Glioblastom Apoptose ausldsen kann.

Auch in intrazerebralen GL261-Tumoren in Black/6-Maiusen zeigte sich in vivo und ex
vivo durch ,,optical imaging®, sowie in Gefrierschnittanalysen eine Anreicherung von
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppeltem 1D11. Die intrazerebralen GL261-Tumoren zeigten im
Gegensatz zu den s.c. Tumoren unter 1D11-Behandlung keine GroBenreduktion. Allerdings
wurde festgestellt, dass sie bei gleicher Tumorgréfle kompakter waren und weniger invasiv
wuchsen als die Kontrolltumoren. Somit konnten die TGF-B-vermittelten invasiven
Eigenschaften bei den intrazerebralen, also orthotop gelegenen Gliomen durch 1D11
gehemmt werden. Wahrscheinlich waren die 1D11-Konzentrationen in den intrazerebralen
Tumoren infolge der Blut-Hirn-Schranke zu gering, um die bei s.c. Tumoren beobachtete
Tumorremission auszuldsen.

Nach intraarterieller Bolusinjektion von 2-O-Hexyldiglycerin, einer Substanz, die die
Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke erhoht, konnte sowohl die Anreicherung systemisch
applizierter y-Globuline, als auch die von 1D11 im Ratten- und Mausgehirn erzielt werden.
Mit Hilfe dieser Methode konnte die BHS fiir die Zeit der Antikorperapplikation ohne
groflere Nebenwirkungen geoffnet werden. Dies wurde durch
Fluoreszensintesititsmessungen in vivo und ex vivo an Maiusen, wie auch anhand von
Gefrierschnitten vom Gehirn gesunder Ratten, gezeigt. Die Antikorper verteilten sich von
den Kapillaren aus gleichméBig im Gehirnparenchym und waren dort bis zu 96 h in vivo
detektierbar. Gleichzeitig wurde die Anregungslebensdauer des Fluorochroms detektiert.
Fiir mit Fluoreszensfarbstoff gekoppelte 1D11-Antikérper zeigte sich iiber mehrere Tage
eine stete Erhohung der Fluoreszenzanregungslebensdauer im Gehirn. Dies bedeutet, dass
das Molekiil im Gehirn Konformationsdnderungen erfahren hat, was fiir eine Antikorper-
Antigen-Bindung im Gehirn spricht.

Im Gliommodell konnte durch die Offnung der Blut-Hirn-Schranke mittels 2-O-
Hexyldiglycerin in intrazerebralen Glioblastomen und im Gehirngewebe in der Peripherie
des Tumors die Konzentration von Globulinen deutlich erh6ht werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Antikorper 1D11 eine mogliche neue Substanz fiir die
Behandlung von Glioblastomen darstellt, die mittels 2-O-Hexyldiglycerin in deutlich
erhohter Konzentration in allen vitalen, durchbluteten Bereichen des Tumors, des
Tumorrandgebiets und im umgebenden Hirnparenchym angereichert werden kann. Somit
werden auch infiltrierende, maligne Zellen um das solide Tumorgewebe herum von der
Substanz erreicht.

Kiinftige Untersuchungen miissen zeigen, ob mit einer Offnung der Blut-Hirn-Schranke

und gleichzeitiger Therapie mit 1D11 eine Tumorregression erzielt werden kann.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungen

v Mikro-

A. Arteria

AF594 Alexa Fluor 594

AF680 Alexa Fluor 680

BHS Blut-Hirn-Schranke

BSA Bovines Serumalbumin
Cy5.5 Cy5.5 Mono NHS Ester
DAB 3,3-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid
DNA Desoxyribonucleinsidure
EZM extrazelluldre Matrix

FCS Fetales Kélberserum

g Gramm

h Stunde

HE Héamalaun-Eosin

HG 2-O-Hexyldiglicerin

Lv. intravends

KG Korpergewicht

1 Liter

LT Lifetime (Fluoreszenzanregungslebensdauer)
m Milli-

min Minute

mm Millimeter

n Nano-

NacCl 0,9% Isotonische Kochsalzlosung
Na-Fl Natrium-Fluorescein

PBS Phosphate buffered saline
PFA Paraformaldehyd

RB200 Rhodamin B200
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RT Raumtemperatur

s Sekunde

s.C. subkutan

SDS Natriumdodecylsulfat

TEMED N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin
TGF-p Transforming Growth Factor- beta

TJ Tight Junction

UN. iiber Nacht

VEGF Vascular endothelial growth factor
WHO World Health Organization

ZNS Zentrales Nevensystem
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