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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Glioblastom

1.1.1 Epidemiologie

Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist der haufigste primadre maligne Tumor des
Gehirns beim Erwachsenen und macht etwa 50% der Tumoren des zentralen
Nervensystems aus. Das GBM wird in der Gruppe der neuroepithelialen Tumoren
den astrozytiren Tumoren zugeordnet. Astrozytome nehmen mit 86% aller
Tumoren des zentralen Nervensystems den grofdten Teil ein und treten mit einer
Inzidenz von 4,8 Fillen pro 100.000 Einwohner auf. Im Verhaltnis sind Madnner
1,4-fach haufiger betroffen als Frauen. Unter den Astrozytomen sind mit 63%
hohergradige Gliome am haufigsten vertreten, zu diesen wird auch das GBM gezahlt.
Am hochsten ist die Inzidenz in der Bevolkerungsgruppe im Alter iiber 60 Jahre mit
einem Wert von 11,6 pro 100.000 [1]. Das GBM kann entweder de novo entstehen,
wobei es sich dann um ein primdres GBM handelt, oder es entwickelt sich als
sekundiares GBM aus einem niedergradigen Astrozytom. Das durchschnittliche
Erkrankungsalter liegt beim sekunddaren GBM bei etwa 45 Jahren, wohingegen sich
das primdre GBM bei dlteren Patienten ab etwa 62 Jahren manifestiert. Der
Krankheitsverlauf ist dann meist rapide. Patienten mit sekundarem GBM zeigen
meist eine langere Anamnese, wobei Patienten mit primarem GBM selten langer als

sechs Monate Uber Symptome klagen [2-4].

1.1.2 Klinik und Diagnostik

Typischerweise ist das GBM im Parenchym der Grofdshirnhemispharen lokalisiert.
Bei einer Tumorinfiltration des Balkens bis zur gegeniiberliegenden Hemisphare
spricht man vom Schmetterlingsgliom. Beim Befall mehrerer Grofdhirnlappen
handelt es sich um eine Gliomatosis cerebri [5, 6]. Die Symptome bleiben zundchst
unspezifisch und sind auf die relativ rasche Erhohung des Hirndruckes
zurickzufiihren. Typisch dabei sind Kopfschmerzen, Sehstérungen, Ubelkeit und
Erbrechen. Beim Befall eloquenter Regionen durch den Tumor koénnen auch

neurologische Ausfille wie Gefiihlsstorungen, Lihmungen sowie epileptische
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Anfalle als Frithsymptome auftreten. Die neurologischen Defizite kdnnen je nach
Lokalisation des Tumors samtliche Funktionen des Gehirns betreffen. So werden
Patienten z.B. auch durch Gang- oder Sprachstérungen, kognitive
Beeintrachtigungen oder Wesensveranderungen auffillig. Meist bestehen die

Symptome vor Diagnosestellung nur wenige Wochen bis Monate [3].

Bei der Diagnostik des GBM spielen bildgebende Mafdnahmen eine entscheidende
Rolle. Zur Anwendung kommen die cranielle Computertomographie (CCT) und die
Magnetresonanztomographie (MRT). Beide Verfahren werden mit und ohne
Kontrastmittelgabe durchgefiihrt. Das Tumorgewebe stellt sich im CCT als
kontrastmittelaufnehmende Hyperdensitit dar. Typisch ist dabei eine
girlandenartige Anordnung des kontrastmittelaufnehmenden Bereiches mit
zentraler Hypodensitat, welche auf eine zentrale Nekrose zuriickzufiihren ist. Im
MRT kann mittels unterschiedlicher Sequenzen (T1-gewichtet, T2-gewichtet, Fluid
Attenuated Inversion Recovery (FLAIR)) Tumorgewebe vom typischen

peritumoralen Odem abgegrenzt werden [6].

Nach den bildgebenden Mafénahmen erfolgt eine Gewebeentnahme entweder als
stereotaktische Biopsie oder wahrend der chirurgischen Resektion. So kann mittels
histologischer Untersuchung durch Neuropathologen die Diagnosesicherung

erfolgen [7].

1.1.3 Pathologie

Makroskopisch zeichnet sich die Schnittfliche des GBM durch ein sogenanntes
,buntes Bild“ aus, bei dem Nekrosen, Einblutungen und solides Tumorgewebe
nebeneinander zu sehen sind. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) teilt
Gehirntumoren histologisch mit steigender Malignitat in Grade von I-1V ein, wobei
das GBM dem Grad IV angehort. Grad IV-Tumoren sind gekennzeichnet durch eine
hohe Teilungsaktivitit der Zellen, Nekrosen im Tumorgewebe, weitreichende
Infiltrationen auch von gesundem Gewebe durch Tumorzellen, sowie durch
zahlreiche Gefafdneubildungen [8]. Mikroskopisch sind neben polymorphen Zellen
zahlreiche Mitosen zu erkennen. Nicht selten treten mehrkernige Riesenzellen auf.

Typisch fiir das GBM ist eine palisadenformige Anordnung der Tumorzellen um die
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Nekrosen herum. Des Weiteren zeichnet sich diese Tumorart durch etliche
glomeruloide Gefdf3neubildungen aus [5]. Typisch fiir die Pathogenese des GBM sind
das diffuse Wachstum und die weitreichende Invasivitat der Tumorzellen. Oft sind
diese weit von der Tumormasse entfernt im gesunden Gehirngewebe lokalisiert und
stellen nach chirurgischer Resektion den Ausgangspunkt fiir einen rekurrenten
Krankheitsverlauf dar [9]. Gelegentlich lassen sich im Schnittbild primare von
sekunddaren GBM anhand des Ausmafies der Nekrosen unterscheiden. Bei der
sekundadren Form machen Nekrosen etwa ein Zehntel des Tumorgewebes aus. Im
Gegensatz dazu weist die primdre Form haufig mehr als die Halfte nekrotisches

Gewebe auf [2, 4].

1.1.4 Therapie und Prognose

Zu Beginn der Therapie steht in der Regel die chirurgische Resektion. Dabei ist
neben der maximal mdéglichen Radikalitat fiir bestmoglichen Funktionserhalt auch
die Schonung des umliegenden Hirngewebes wichtig. Aufgrund der weitreichenden
Invasivitit der Tumorzellen ohne glatte Begrenzung der Tumormasse ist eine
radikale Operation aufgrund der Lokalisation im Gehirn nicht moéglich. Dies ist
ursdchlich fiir das haufige Auftreten von Lokalrezidiven. Hauptmerkmale des
Rezidivs in der Bildgebung sind u.a. eine erneute bzw. vergrofierte
Kontrastmittelaufnahme, eine Zunahme des intrazerebralen Odems sowie lokale
Auswirkungen durch die Tumormasse, wie z. B. eine Mittellinienverlagerung. Davon
schwierig zu unterscheiden ist die Beeinflussung der Therapie auf die Bildgebung,
da sowohl die chirurgische Resektion als auch die postoperative Bestrahlung zu
diesen Veranderungen fithren kénnen [10]. Hilfreich bei der chirurgischen
Resektion kann im Vorfeld eine Markierung des Tumorgewebes mittels
5-Aminolavolinsaure (5-ALA) sein. Dabei erhalt der Patient vor der Operation oral
5-ALA (20mg/kg Korpergewicht), welches im Tumorgewebe zu Porphyrin
umgewandelt wird. Unter blauem Licht fluoresziert dieser Stoff im Tumorgewebe
rotlich. Dies ermoglicht dem Operateur intraoperativ den Ubergang zwischen
Tumorgewebe und gesundem Hirngewebe besser zu erkennen. So konnen die
Schiden an nicht betroffenem Hirngewebe moglichst geringgehalten werden. Die

prdaoperative Markierung des Tumorgewebes mit 5-ALA fiihrte zu einer
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Verbesserung des progressionsfreien Uberlebens (PFU) nach sechs Monaten von
21% auf 41% der Patienten [11]. Der chirurgischen Resektion folgt anschlief3end
eine kombinierte Radiochemotherapie. Der Patient erhilt eine Gesamtstrahlendosis
von 60Gray (Gy). Diese wird in Dosen von 2Gy an fiinf Tagen der Woche iiber einen
Zeitraum von sechs Wochen appliziert. Gleichzeitig erhdlt der Patient das
alkylierende Chemotherapeutikum Temozolomid. Dies nimmt der Patient taglich
fir die gesamte Dauer der Bestrahlung in einer Dosis von 75mg/m?
Korperoberfliche ein. Durch die kombinierte Radiochemotherapie konnte das
mediane Uberleben im Gegensatz zur alleinigen Strahlentherapie von 12,1 Monaten
auf 14,6 Monate verbessert werden [12]. Zusatzlich zeigten Stupp et al. 2009, dass
dadurch die Fiinfjahrestiberlebensrate bei diagnostiziertem GBM von 1,9% auf 9,8%

gesteigert werden konnte [13].

Die Diagnose GBM ist trotz Ausschopfen der moglichen Therapie mit chirurgischer
Resektion und anschliefdender Radiochemotherapie mit einer infausten Prognose
verknlipft. Die Fiinfjahresiiberlebensrate betrug zwischen 1995 und 2002 fiir
hohergradige Gliome in Europa lediglich 4,9% [1]. Fiir das Outcome des Patienten
sind neben dem Karnowsky-Index, dem Alter des Patienten bei Erkrankung sowie
der Lokalisation und Grofle des Tumors auch das mogliche Ausmafd der
chirurgischen Resektion und die nachfolgende Chemotherapie mit Temozolomid

von Bedeutung [14, 15].

Zunehmend gewinnen molekulargenetische Untersuchungen der Tumorzellen fiir
eine Einschitzung des Ansprechens auf die Therapie und der Prognose an
Bedeutung. Es sind viele genetische Veranderungen der Zellen des GBM bekannt. Zu
den hdufigsten Veranderungen zahlen die Amplifikation des Gens des Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR), Mutationen u. a. im Retinoblastom-Gen (RB-Gen)
und im Tumorprotein 53-Gen (TP53-Gen). Zudem koénnen Deletionen auf den
Chromosomen 1, 19,22 und 10 [16, 17], sowie die Amplifikation des Chromosoms 7
auftreten [16]. So kann bei Mutationen im Tumorsupressorgen TP53 unabhangig
vom Alter des Patienten von einem positiveren Verlauf ausgegangen werden. Im
Gegensatz dazu fithrt der sogenannte Loss of Heterozygosity (LOH) des langen Armes

des Chromosoms 10 (LOH10q) zu einer schlechteren Prognose [17]. Falls die beiden
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Deletionen LOH1p und LOH19q gemeinsam auftreten, kann das fiir eine giinstigere
Prognose und eine bessere Wirksamkeit der Chemotherapie bei den jeweiligen
Patienten sprechen [17]. Eine weitere haufige Veranderung ist die Mutation im
aktiven Zentrum der Isozitratdehydrogenase 1 (IDH1), welche haufig mit der
Diagnose eines sekundiaren GBM assoziiert ist. Diese Mutation tritt vermehrt bei
jingeren Patienten im Alter von 32-41 Jahren mit rekurrentem Glioblastom auf [4,
16, 18]. Inzwischen ist eine Testung des 0-6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase-
Gens (MGMT) tblich. Es kodiert fiir ein Enzym, welches die von Temozolomid
erzeugten Schaden der Desoxyribonukleinsdaure (DNA) wieder reparieren kann.
Falls bei einem Patienten dieses Gen im Rahmen des Gene-Silencing methyliert, d. h.
ausgeschaltet ist, wird dieser Patient von der kombinierten Radiochemotherapie

mit Temozolomid mehr profitieren als von der Bestrahlung alleine [13, 19].

Neben der Standardtherapie mit Chirurgie und Radiochemotherapie sind
inzwischen auch andere Therapieansiatze in der Erprobung. Dazu zidhlen
Gentherapie, Immuntherapie und Antiangiogenese. Hohergradige Gliome gehoren
u. a. zu den am besten mit Gefiafsen versorgten Tumoren [20, 21]. In h6hergradigen
Gliomen ist der Wachstumsfaktor fur Gefafle, Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) [22] und dessen Rezeptor, Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
(VEGFR 2) [23] stark hochreguliert [21, 23]. Dies stellt einen weiteren Ansatz in der
Tumortherapie dar. In Studien werden Patienten mit rekurrentem GBM mit einem
monoklonalen Anti-VEGF-Antikorper (Bevacizumab) behandelt. Die Therapie findet
entweder als Monotherapie statt, oder Bevacizumab wird in Kombination mit
Irinotecan verabreicht. Es zeigte sich eine Verbesserung des PFU, das

Gesamtiiberleben (GU) war dadurch jedoch nicht signifikant verliangert [24-26].

Die Immuntherapie soll die Aufmerksamkeit des Immunsystems des Patienten auf
den Tumor lenken. Eine Maoglichkeit dafiir ist die sogenannte Impfung mit
dendritischen Zellen. Dendritische Zellen des Patienten, professionelle
antigenprasentierende Zellen, werden in vitro mit Antigenen des Tumortyps
konfrontiert. Diese nun mit den Antigenen des Tumors bestiickten
antigenprasentierenden Zellen werden dem Patienten wieder infundiert und

aktivieren dessen eigene zytotoxischen T-Zellen. So wird das Immunsystem durch
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Antigenprasentation auf den Tumor aufmerksam gemacht und sollte diesen
bekdampfen kdénnen. Z. B. Sampson et al. konnten so in einer Phase-II-Studie bei
Patienten mit GBM durch eine Impfung mit dendritischen Zellen gegen den
Epidermal Growth Factor Receptor Variant III (EGFRvIII) eine Verlingerung des PFU
und des GU zeigen [27, 28]. Dies sind hoffnungsvolle Ergebnisse, welche einer

Uberpriifung in weiterfithrenden, randomisierten Studien bediirfen [28].

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, den Patienten mit autologen Tumorzellen
zu impfen. Diese werden bei der Operation gewonnen, mit Formalin fixiert,
fragmentiert und zentrifugiert. Nachdem die so behandelten Zellen mit
Tuberkulinmikropartikeln und l6slichem Tuberkulin als Verstarker versetzt
wurden, kann der Patient damit geimpft werden. Die Reaktion des Patienten auf die
Tuberkulinpartikel der Bacille-Calmette-Guérin-Impfung muss zuvor mittels
Mantoux-Hauttest gepriift werden. Muragaki et al. filhrten dazu bei
Glioblastompatienten eine Phase-I/Ila-Studie durch und zeigten eine Verbesserung
des PFU als auch des GU. Es konnte eine direkte Korrelation zwischen der Grofe der
Hautreaktion beim Mantoux-Test und der Verlingerung sowohl des PFU als auch

des GU festgestellt werden [28, 29].

Einen weiteren Therapieansatz stellt die Gentherapie dar. Als Beispiel wird hier die
virusvermittelte Ubertragung eines fiir ein Enzym codierenden Genabschnitts
beschrieben. Dabei wird mittels eines Vektors ein codierender Genabschnitt in eine
Zelle transferiert. Die Zelle produziert dann das gewiinschte Genprodukt oder wird
so auf die gewiinschte Weise verdandert. Als Vektor kommen u.a. genetisch
verdnderte Viren (z. B. Adenoviren) zur Anwendung. Die Viren der von Chen et al.
beschriebenen Methode kodieren fiir die Herpes simplex-Virus-Thymidinkinase
und wurden derart verandert, dass sie von Tumorzellen und Endothelzellen der
Tumorgefafde bevorzugt aufgenommen werden. Nach Einbringung der Viren in die
Operationshohle wird dem Patienten eine inaktive Vorstufe eines Herpes-
Virostatikums (Valacyclovir) verabreicht. Durch die Herpes simplex-Virus-
Thymidinkinase wird dann in den Tumorzellen diese Vorstufe in ein zytotoxisches
Nukleotidanalogon umgewandelt, welches in teilungsaktive Zellen eingebaut wird.

Dies fiihrt dann bei der Zellteilung der Tumorzellen zur direkten Schadigung der
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Zelle, zur Storung der Angiogenese und zur Stimulation des Immunsystems.

Gesundes, nicht teilungsaktives Hirngewebe bleibt dabei verschont [28, 30].

Weitere Moglichkeiten sind die Ubertragung von Tumorsupressorgenen und
immunmodulatorischen Genen durch Viren, onkolytische Viren, Gentherapie mit
Hilfe von Nanotechnologie (Nanopartikel, Liposomen) und Gentherapie mit Hilfe

von Stammzellen [31].

Trotz all dieser Versuche das GBM zu bekdmpfen, konnte die Prognose nicht
entscheidend verbessert werden. Das unterstreicht die Notwendigkeit, neue

therapeutische Ansatzpunkte zu finden.

Im Mirz 2020 beschloss der Gemeinsame Bundesausschuss (G-BA) eine Anderung
der Richtlinie Methoden vertragsarztliche Versorgung. Seit der Veréffentlichung im
Mai 2020 im Bundesanzeiger ist eine Kostenlibernahme eines neuen
Behandlungsverfahrens, der sogenannten Tumortherapiefelder (TTF) durch die
gesetzlichen Krankenkassen moglich [32, 33]. Dabei handelt es sich um elektrische
Wechselstromfelder, welche mittels Elektroden iiber die Kopfhaut auf das
Tumorgebiet appliziert werden und so die Zellteilung hemmen koénnen. In einer
Phase-III Studie konnte das mediane PFU von vier Monate auf knapp sieben Monate
gesteigert werden. Das mediane GU konnte von 16 Monate auf 21 Monate verbessert
werden [34]. Sogar nach inkompletter Resektion des GBM konnte in einem
Einzelfallbericht durch die zusatzliche Behandlung mit TTF zur Standarttherapie
mit Bestrahlung und Chemotherapie nach etwa sechs Monaten radiologisch kein
Tumorgewebe mehr nachgewiesen werden [35]. Bei der von Stupp et al
durchgefiihrten Studie handelte es sich um eine Open-Label Studie. Randomisierte
placebokontrollierte Studien dirften sich als schwierig erweisen, da durch das
Tragen des Therapiegerates, der Elektroden und der Notwendigkeit der Kopfrasur
die Lebensqualitat deutlich eingeschrankt ist [34].

Eine weitere Therapiemoglichkeit konnte der Ansatz darstellen, das Immunsystem,

vor allem das angeborene Abwehrsystem mit seinen Immunzellen, zu aktivieren.
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1.2 Immunologie des Glioblastoms

Das Gehirn gilt als immunologisch privilegiert [36]. Es zeigt eine reduzierte
Immunantwort auf implantiertes Fremdgewebe. Dies lasst sich zum einen durch die
Abwesenheit einer addquaten Versorgung durch lymphatisches Gewebe,
andererseits durch die Anwesenheit einer mechanischen Barriere, die
Bluthirnschranke, erklaren. Begriinden lasst sich diese Tatsache eventuell dadurch,
dass eine gesteigerte Inmunreaktion im Gehirn mit einem nicht kompensierbaren
Gewebs- und Funktionsverlust einhergehen wiirde [37, 38]. Diese Vorstellung war
lange konsistent. Inzwischen ist diese strenge Vorstellung des Immunprivilegs
etwas aufgelockert. Es wurde gezeigt, dass aktivierte T-Zellen die Bluthirnschranke
tiberwinden kénnen. Auch die Halslymphknoten sind in die Immunreaktion des

Gehirns involviert [38].

Gliome entkommen nahezu der Immunantwort des Patienten. Die Unfahigkeit des
Immunsystems Gliomblastomzellen zu erkennen und zu eliminieren stellt ein
zentrales Problem bei der Entwicklung neuer Therapien, z. B. Inmuntherapie und
Gentherapie, dar. Zudem beschreibt dies einen Mechanismus der enormen
Malignitat dieser Tumorentitiat. Eine Vielzahl an Mechanismen spielt bei dieser
Immunevasion eine Rolle. Zunachst sind Gliome wenig immunogen, d.h. sie
exprimieren  kaum spezifische  Antigene. Zudem  sezernieren  sie
immunsupprimierende Zytokine, welche eine adiaquate Immunreaktion verhindern.
Eine gewisse Entzlindungsreaktion auf Gliome konnte jedoch trotz dieser
immunsupprimierenden Umgebung festgestellt werden. Unklar bleibt, ob
beispielsweise die Infiltration durch Lymphozyten eine tumorbekampfende

Funktion hat [39].

1.3 Das Immunsystem und die Rolle der Makrophagen

Der Korper verfiigt iber ein angeborenes und ein erworbenes Immunsystem,
welche als unspezifisches und spezifisches Immunsystem bezeichnet werden. Das

unspezifische System kann schnell auf Pathogene reagieren und aktiviert dabei das
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spezifische System, welches erst einige Tage spater seine volle Funktion aufnehmen
kann. Somit interagieren beide Systeme sehr eng miteinander. Das unspezifische
System umfasst neben Monozyten/Makrophagen, natiirlichen Killerzellen und
Granulozyten unter anderem auch das Komplementsystem und die Akute-Phase-
Proteine. Das spezifische, auch adaptives Immunsystem genannt, setzt sich
hauptsachlich aus den T- und B-Lymphozyten und den Antikérpern zusammen.
Auch bei der Tumorentstehung und -bekdampfung spielt das Immunsystem mit den
Makrophagen als Teil des unspezifischen Systems neben der spezifischen zelluldaren

Abwehr eine grofie Rolle [40].

Makrophagen haben ihren Ursprung im blutbildenden System. Sie haben mit den
anderen Zellen des Blutes eine gemeinsame Vorlaufer-Stammzelle, die sog.
pluripotente, noch undifferenzierte Stammzelle. Diese ist in der Lage alle Zellen des
Blutes zu bilden und entwickelt sich unter verschiedenen Einflussfaktoren primar
in zwei unterschiedliche Zellpopulationen, das lymphatische und das myeloische
System. Wahrend aus der lymphatischen Stammzelle T- und B- bzw. Plasmazellen
hervorgehen, welche dann als Teile des spezifischen Immunsystems fungieren,
umfasst das myeloische System mehrere Zelltypen. Es entwickeln sich neben
Erythrozyten, Thrombozyten und Granulozyten auch Monozyten. Die Monozyten
sind die Vorlduferzellen der Makrophagen, welche unter dem Einfluss
verschiedener Wachstumsfaktoren, u. a. den Zytokinen, entstehen. Die im Blut fiir
einige Tage zirkulierenden Monozyten wandern in das Gewebe aus, differenzieren
sich abhdngig von der Lokalisation und werden dann als Gewebsmakrophagen
bezeichnet. Gemeinsam bilden sie das mononukledre Phagozytensystem. Zu den
Aufgaben der Makrophagen zdhlen im Rahmen der angeborenen, unspezifischen
Immunitat neben der Phagozytose von Krankheitserregern und Fremdstoffen auch
die Aufbereitung und Prasentation der aufgenommenen Stoffe. So kann tiber die
Antigenprasentation das spezifische Immunsystem aktiviert und zur
Erregerbekdmpfung herangezogen werden [41]. Neben der Erregerbekampfung
und -eliminierung sind Makrophagen auch dafiir verantwortlich, Zelltrimmer
beispielsweise nach Gewebsverletzungen aufzunehmen und abzutransportieren.

Auch nekrotisches Tumorgewebe kann von den Makrophagen beseitigt werden [40].
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1.4 Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor

Das Glycopeptid Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF) ist
ein Protein, welches aus 127 Aminosduren mit einem Molekulargewicht von etwa
23Kilodalton (kDa) besteht. Die kodierenden Gene fiir GM-CSF liegen auf
Chromosom 11 und dem langen Arm des Chromosoms 5 [42-45]. Der GM-CSF-
Rezeptor wird durch zwei Untereinheiten gebildet, eine a- und eine 3-Untereinheit.
Die B-Untereinheit des GM-CSF-Rezeptors ist ebenso Teil des Interleukin (IL) -3
Rezeptors und des IL-5 Rezeptors [46-48]. Es handelt sich bei GM-CSF um ein
Zytokin, welches eine wichtige Rolle in der Himatopoese spielt. In Anwesenheit von
GM-CSF differenzieren sich Vorlduferzellen der myeloischen Reihe u.a. zu
Makrophagen und Granulozyten [45, 49]. Aufderdem reguliert GM-CSF auch den
Aktivititsgrad dieser Zellen, fordert ihre Rekrutierung und ihr Uberleben. So
unterstiitzt GM-CSF eine notwendige Immunantwort bei Entziindungsreaktionen
[48]. Der immunstimulierende Effekt ist nicht nur auf die Aktivierung der
Proliferation und Differenzierung von Makrophagen und Granulozyten
zurlickzufiihren. Unter dem Einfluss von GM-CSF wird die primdre Immunantwort
auch durch eine verbesserte Funktion der antigenprasentierenden Makrophagen
gesteigert [50]. Es wurde jedoch festgestellt, dass eine Depletion von GM-CSF nicht
zu groferen Storungen der Hamatopoese fiihrt [51]. Tiere, welche nicht in der Lage
sind, GM-CSF zu produzieren, hatten eine weitestgehend normale Blutbildung. Sie
erkrankten jedoch an einer pulmonal-alveoldren Proteinose, was auf eine Stérung
der Funktion der Alveolarmakrophagen hindeutet [48, 51]. Klinische Anwendung
findet der rekombinant hergestellte Faktor vor allem im Bereich der Onkologie, z. B.
bei Chemotherapie-induzierter Myelosuppression [52]. GM-CSF hat jedoch nicht
nur positive Effekte. Autoimmunerkrankungen wie rheumatoide Arthritis und
Asthma bronchiale exazerbierten bei Patienten unter der Behandlung mit GM-CSF

[48].
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1.5 Tiermodell mit orthotoper C6-Spharoidimplantation

In den letzten Jahrzehnten gab es viele Verbesserungen in der Entwicklung von
Tiermodellen zur Untersuchung von Gehirntumoren. Dabei kommen chemisch
induzierte Tumorzellen, Fremdtransplantate von humanen Tumorzellen auf das
Tier, virusinduzierte oder auch gentechnisch erzeugte Tumorzellen zur Anwendung.
Alle Modelle haben ihre Vor- und Nachteile. Bisher ist es durch kein
Hirntumormodell gelungen, die exakten genetischen wund biologischen
Zusammenhdnge der Tumorentwicklung, des Tumorwachstums und der
therapeutischen Moglichkeiten nachzuahmen. Haufig scheitern klinische Studien,
welche hoffnungsvolle Ergebnisse im Tiermodell ergaben, in der klinischen
Erprobung in Phase-II/IlI-Studien [53]. Molekulargenetische Untersuchungen
beziiglich der genetischen Ausstattung und Verdnderungen von Glioblastomzellen
konnen sehr gut in der Zellkultur durchgefiihrt werden. Um jedoch die komplexen
Zusammenhdnge des Immunsystems bei der Tumorentwicklung, der Angiogenese
und des Tumorwachstums besser verstehen zu konnen, sind in vivo Modelle
notwendig. So konnen die zahlreichen Interaktionen zwischen Tumorzellen und den
Zellen des Wirtsorganismus untersucht werden. Inzwischen gibt es eine Vielzahl an
Tiermodellen, um eine Reihe an Mechanismen und Faktoren bei Gehirntumoren zu
untersuchen. Es werden einige Anforderungen an das Modell gestellt, um dem GBM
moglichst nahe zu kommen und fiir Untersuchungen des GBM aussagekraftig zu sein.

Goldbrunner et al. fassen diese notwendigen Anforderungen zusammen [54]:

- Abstammung des Tumors von Gliazellen

- Orthotope Implantation und Wachstum der Tumorzellen

- Vorhersagbarkeit und Reproduzierbarkeit des Tumorwachstums

- Gliomahnliches Wachstum und Blutgefafdversorgung (invasives Wachstum,
Veranderungen der Bluthirnschranke, Gefaf3neubildungen)

- Ausreichend langes Tumorwachstum, welches Studien zur Therapie
ermoglicht und eine Uberpriifung der Wirksamkeit zulasst

- Moglichst geringe Beeinflussung durch immunologische Vorgange

- Moglichkeit zur in vivo Uberwachung des Tumorwachstums und der

Gefafdneubildungen

11
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Grofdere Herausforderungen unter diesen Kriterien stellen die orthotope
Implantation und die in vivo Uberwachung dar. Es gibt verschieden Arten, die
Tumorzellen im Gehirn zu platzieren. Die Mdglichkeit, Tumorzellen als Suspension
stereotaktisch zu injizieren, bietet den Vorteil einer definierten Menge an Zellen.
Dabei werden die Zellen eher diffus verteilt. Werden fiir die Implantation von
Tumorzellen Sphéaroide, kugelige Zellverbiande, verwendet, kann die Einsprossung
von Gefafden in ein primar avaskulares Zellkonglomerat dargestellt werden. Zudem
konnen die Vorginge an der Hirn-Tumor Grenze besser untersucht werden [54].
Das Tumormodell mit C6-Spharoidimplantation ist ein sehr gut etabliertes
Tumormodell, welches haufig im Rahmen von Studien fiir neue Therapieansatze des
GBM herangezogen wird. Die verschiedenen Schritte dafiir werden in Abbildung 1
dargestellt. Es werden dafiir zundchst C6-Zellen in Zellkultur vermehrt
(Abbildung 1a). Dabei handelt es sich um Glioblastomzellen von Ratten, welche
unter Einfluss von N-Methyl-N-Nitrosoharnstoff entstanden sind [55]. Durch
Agarbeschichtung der Zellkulturflaschen koénnen sich Sphiroide bilden
(Abbildung 1b). Diese werden in einer kurzen Operation den Ratten orthotop, d. h.
im Gehirngewebe gelegen, implantiert (Abbildung 1c/d). Im Verlauf kénnen
wiederholte MRT-Untersuchungen durchgefiihrt werden (Abbildung 1e/f), um die
Entwicklung des Tumorwachstums in vivo zu beobachten. Mit diesem Tumormodell
sind zahlreiche Untersuchungen der Angiogenese, der Invasion der Tumorzellen ins

gesunde Gewebe und neuer Therapieansatze moglich. [56-58]
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e)

Abbildung 1: Schemazeichnung des Tiermodells mit C6-Spharoidimplantation a) C6-Zellen in einer
Zellkulturflasche b) Bildung von Sphéaroiden c¢) und d) orthotope Sphéaroidimplantation e) MRT-

Untersuchung f) Tumorwachstum im Verlauf
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1.6 Spontane Regression

Es wurden in der Vergangenheit bereits mehrere Einzelfdlle einer spontanen
Regression von Neoplasien beim Menschen beobachtet. Spontane Regression
bedeutet ein totales oder teilweises Verschwinden eines malignen Tumors ohne
aktuelle antineoplastische Therapie. Dies ist nicht gleichzusetzen mit der Heilung
der systemischen Tumorerkrankung, da die Regression nur teilweise und nicht
permanent sein muss. Das Phdnomen der spontanen Regression wurde am
haufigsten bei folgenden Tumorentititen beobachtet: Nierenzellkarzinom,
Mammakarzinom, Neuroblastom, Melanom, Lymphom und Leukdmie. Bis heute
sind die Mechanismen, die zur spontanen Regression fiihren, ungeklart. Mogliche
Faktoren sind hormonelle und immunologische Verdnderungen, bakterielle oder
virale Infektionserkrankungen, apoptotische und nekrotische Vorgiange im Tumor,
chirurgische oder anderweitige Traumen. Kein Mechanismus allein ist
verantwortlich fiir dieses Phanomen [59, 60]. Unterstiitzt wird diese Vermutung
dadurch, dass es unter Immunsuppression zu vermehrter Ausbildung von
Neoplasien kommt, welche sich nach Beendigung der immunsuppressiven Therapie
wieder zurtuckbilden konnen. Dies lasst vermuten, dass es durchaus endogene
Mechanismen zur Tumorbekdmpfung gibt. Falls es gelingt, diese Mechanismen
besser zu verstehen, konnte das einen grofden Fortschritt in der Therapie maligner
Erkrankungen bedeuten [59]. Das Phanomen der spontanen Regression konnte
2004 im Tierversuch mit experimentellen Gliomen beobachtet werden [57]. Im
Tiermodell zur Beurteilung von Wachstum, Angiogenese und immunologischer
Einfliisse des Glioms kam es bei Ratten zur spontanen Regression der Tumoren.
Sphéaroide aus C6-Zellen wurden ins Gehirn implantiert und das Tumorwachstum
wurde mittels MRT-gestlitzter Volumetrie gemessen. Um zu untersuchen, ob dieser
Effekt T-Zellen zuzuschreiben ist, wurden die Daten mit denen thymektomierter
Tiere verglichen. Bei beiden Gruppen trat eine Regression ein. Die
Wachstumskurven der beiden Gruppen unterschieden sich lediglich im
Tumorvolumen. Die histologischen Auswertungen fiithrten jedoch dazu, einen
weiteren Zelltyp des Immunsystems, die Makrophagen, genauer zu untersuchen [57,

61]. In einer weiteren Serie wurden die Tumorwachstumskurven von Ratten
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gemessen, welche durch liposomales Clodronate makrophagendepletiert worden
waren. Die Tumorvolumina nahmen rasant zu, viele Tiere mussten aufgrund von
Symptomen aus dem Versuch genommen werden und die vorbeschriebene

Regression konnte nicht beobachtet werden [62].
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1.7 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeitist es, die Einfliisse des angeborenen Immunsystems, im speziellen
der Makrophagen, auf das Wachstum des GBM ndher zu untersuchen. Aufgrund von
Vorarbeiten lag die Vermutung nahe, dass die Makrophagen einen nicht
unerheblichen Anteil an der Tumorkontrolle und dem Phdnomen der spontanen
Regression innehaben. Um diese These genauer zu untersuchen, wurde eine
Stimulation der Makrophagen mittels rekombinant hergestelltem humanem
GM-CSF (rhGM-CSF, Leukine) durchgefiihrt. Es wurde untersucht, ob die Stimulation
der Makrophagen durch GM-CSF das Wachstum experimenteller GBM beeinflussen
kann. Méglicherweise stellt dies einen weiteren Schritt dar, nicht nur das Phanomen
der spontanen Regression, sondern auch den Einfluss des Immunsystems auf die
Entwicklung und die Therapiemoglichkeiten des GBM besser verstehen zu konnen.
Ein Ziel ist es derzeit, das Inmunsystem auf den Tumor aufmerksam zu machen, es
zu aktivieren und die Bekampfung des Tumors mit Hilfe der koérpereigenen
Immunabwehr zu ermdéglichen. Die Stimulation des angeborenen Immunsystems

konnte dabei einen Aspekt neuer Therapieformen darstellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate
Pipetten Discovery
Hautsperrer, biegsam
Klammerentferner
Pinzetten, fein, anatomisch
Bohrer
Spiilaufsatz
Pasteurpipette
Timer
Feine Lanzette
Wasserbad WTE var 3185
Riithrplatte Rotamax
Sterilbank
Mikroskop
Pipettboy
Kiithlschrank
Heizbecken
Warmeplatte

Einbettapparat, Cool Unit, TBS 88

Einbettapparat, Dispenser Unit, TBS 88

pH-Meter
Brutschrank
Schittler Innova 4230

Mikroskop BH2-MDO0-B10
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Abimed, Langenfeld
Aesculap, Tuttlingen
Aesculap, Tuttlingen
Aesculap, Tuttlingen
Aeskulap, Tuttlingen

B. Braun, Melsungen

Boeco Germany, Wuppertal
Hartenstein Wiirzburg
Hartenstein, Wiirzburg
Hartenstein, Wiirzburg
Heidolph, Schwabach
Heraeus Instruments, Hanau
Hund, Wetzlar

Integra Biosciences, Fernwald
Liebherr, Profiline, Biberach
Meday, Kiel

Meday, Kiel

Medite, Burgdorf

Medite, Burgdorf

Mettler Toledo, Giessen

New Brunswick Scientific, Nurtingen
New Brunswick Scientific, Nurtingen

Olympus, Hamburg



2 Material und Methoden

Mikroskop BX 41 mit Kamera und Software

Olympus DP Soft
Schneidemaschine Slide 2003

Bunsenbrenner

Rattenspule, 4 Kanal Rattenkopf 123MHz

Waage

Mikrowelle R-3G17

MRT Magnetom Trio A TIM System
Einbetter, Shandon Citadel 1000
Fixateur

Mikroskop/Stereolupe

pH-Meter WTW pH 525

OP-Lampe KL 1500 LCD

2.1.2 Verbrauchsmaterialien
Kanitilen
Klammergerat
Spritzen 10ml, 2ml, 1ml
Metallformchen
Handschuhe
Well-Platten, 6-Wells, 24-Wells
Zellkulturflaschen 75 cm?
Zellkulturpetrischale 6cm
Knochenwachs
Reaktionsgefafde (15, 50ml)
Farbeschalen, -deckel, -korbchen

Magnetrihrer
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Olympus, Hamburg

Pfm, Ké6ln

Plein Air international

Rapid Biomedical, Rimpar

Scaltec, Gottingen

Sharp, Hamburg

Siemens, Erlangen

Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Werkstatt Universitat Wiirzburg
Wild, Heerbrugg, Schweiz

WTW, Weilheim

Zeiss, Jena

B. Braun, Tuttlingen

B. Braun, Tuttlingen

B. Braun, Tuttlingen

Cambridge Instruments, Nuf3loch
Cardinal Health, Dublin

Corning, NY USA

Corning, NY USA

Corning, NY USA

Ethicon, Johnson Johnson, Norderstedt

Greiner Bio one, Frickenhausen
Hartenstein, Wiirzburg

Hartenstein, Wiirzburg
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Plastikkiivette

Spatel

Wattetupfer
Wiegeschalchen
Einbettkadstchen
Superfrost-Plus Objekttrager
Deckglaser

Objekttrager

Messer fiir Paraffinschnitte,

Feather Blades S35

Skalpell (Grofde 10, 15) Feather safety Razor

Pipettenspitzen
Glaspasteurpipetten
Pipetten
Becherglaser
Schraubflasche

Messzylinder

2.1.3 Chemikalien und Losungen
Ethanol 50, 70, 80, 96, 100%
Scandicain 1%

Phosphate Buffered Saline, (PBS)
Trypsin

Ultra Pure Water

Cutasept

Xylazin 2%
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Hartenstein, Wiirzburg
Hartenstein, Wiirzburg
Hartenstein, Wiirzburg
Hartenstein, Wiirzburg
Langenbrinck, Emmendingen
Langenbrinck, Emmendingen
Menzel-Glaser, Braunschweig
Menzel-Glaser, Braunschweig

Osaka, Japan

Osaka, Japan

Sarstedt, Nimbrecht
Schott, Mainz

Schott, Mainz

Schott, Mainz; Simax, Selb
Simag, Selb

SUPE rior, Marienfeld,

Lauda Koénigshofen

Apotheke Universitat Wirzburg
AstraZeneca, Wedel

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Bode, Hamburg

cp Pharma, Burgdorf
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Aqua ad injectabilia
Natriumclorid Losung 0,9%

Agar Noble

GM-CSF, Leukine, Sagramostim

Fetales Kadlberserum (FCS)

Non Essential Aminoacids (NEA)

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)

Aqua dest.

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

Chloroform

Eukitt

Paraffin Surgipath Paraplast
Kontrastmittel Magnograf
Pentobarbital (Nembutal)
Eosin G

Natriumchlorid
Natriumhydroxid

Dinatriumhydrogenphosphat
(di NaHPO2 2H20)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Hamalaun sauer nach Mayer

Natriumdihydrogenphosphat
(NaH2P04 2H:0)

Salzsaure (HCI)
Xylol
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Diaco, Naila
Diaco, Naila

Difco, BD, Becton Dickinson and

Company, Heidelberg

Genzyme, Bayer Healthcare,

Seattle WA U. S.
Gibco, Invitrogen, Darmstadt
Gibco, Invitrogen, Darmstadt
Gibco, Invitrogen, Darmstadt

Hauseigene Herstellung,

Universitat Wiirzburg
Invitrogen, Darmstadt
J. T. Baker, Deventer, Holland
Langenbrinck, Emmendingen
Leica Biosystems, Nufdloch
Marotrast Jena
Ovation Pharma, Agadir Morocco
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim
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Paraformaldehyd (PFA) Sigma Chemical, St. Louis, USA
Citratpuffer Zytomed, Berlin
Farbe-Kit, Zytochem-Plus HRP KIT, Zytomed, Berlin

Broad Spectrum

Trypsin Zytomed, Berlin

Zellkulturmedium:

500ml DMEM (1g/1 Glucose und Glutamin)
50ml FCS (hitzeinaktiviert)

10ml NEA

2ml Pen/Strep

Agar 1%ig:

1g Agar Noble

20ml Ultra Pure Water
80ml Zellkulturmedium

davon 8ml pro mittlere Flasche oder 0,5ml pro 24 Well Platte

PFA zur Gewebefixierung fiir Immunbhistologie:

Losung A: 38,8g NazHPO4 x 12 H20 ad 11 Aqua. dest.

Losung B: 15,6g NaH2PO4 x 2 H20 ad 11 Aqua. dest.

Puffer:

800ml Losung A

200ml Losung B

pH-Wert mit 37%iger Salzsaure auf 7,4 einstellen

1:1 mit Aqua dest. verdiinnen

2g PFA einwiegen und in 50ml des 0,1M Phosphatpuffer geben
60°C erhitzen, rithren bis Losung klar ist, abkiihlen lassen, filtrieren
pH 7,4 ggf. mit 2N Natriumhydroxid einstellen

1-2 Wochen im Kiihlschrank haltbar
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Eosin:

10g Eosin

11 Ethanol 70%

beim Umfiillen in Farbekiivette filtrieren, anschlief3end 2 Tropfen Essigsaure

zugeben

Injektionslosungen:
Narkose:
Pentobarbital (Nembutal)

50mg/kg Korpergewicht intraperitoneal injizieren

GM-CSF:
0,2ml GM-CSF ad
9,8ml NacCl

0,1ml je 100g Korpergewicht subkutan injizieren

2.1.4 Zelllinien und Versuchstiere

C6-Zellen, CLS Cell Lines Service, Eppelheim

Ratten, Typ Sprague-Dawley (SD), Harlan, Niederlande

2.1.5 Antikorper
AK CD8 alpha, eBioscience, Frankfurt, Cat. No. 14-0084

AK CD68, Zytomed, Berlin, Cat. No. 603-2210

AK Ki67, Zytomed, Berlin, Cat. No. RMPD 004
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2.2 Zellkultur

2.2.1 Auftauen der C6-Zellen

Alle nachfolgenden Schritte wurden in der Sterilbank durchgefiihrt. Zunachst
wurden die im Kryorohrchen in Fliissigstickstoff tiefgefrorenen C6-Zellen bei
Raumtemperatur aufgetaut und anschlieRend in eine 75cm? Kulturflasche pipettiert.
Die Zugabe von 20ml Zellkulturmedium verdiinnte das Einfriermittel DMSO. Die
Zellen inkubierten liber Nacht bei 37°C, 5% CO2 und 100% Luftfeuchtigkeit im
Brutschrank. Falls nicht gesondert erwdhnt, wurden Zellen stets unter diesen
Bedingungen kultiviert. Zum vollstandigen Entfernen des Einfriermittels wurde am

nachsten Tag das Zellkulturmedium gewechselt.

2.2.2 Passagieren der C6-Zellen

Nach zwei bis drei Tagen war die Zellkulturflasche konfluent, das heifdt, die
C6-Zellen bedeckten den gesamten Flaschenboden. Die konfluenten Flaschen
wurden nun gesplittet bzw. passagiert, zum einen um mehrere Flaschen anzusetzen,
zum anderen um ein apoptotisch Werden der zu dicht gewachsenen Zellen zu
vermeiden. Dazu wurde erst das komplette Zellkulturmedium mit der Pipette
abgenommen. Durch vorsichtige Zugabe von 5ml PBS, kurzes Schwenken und
anschlieflendes Abnehmen wurde das restliche Medium neutralisiert. Daraufthin
inkubierten die Zellen mit 3ml Trypsinlésung drei Minuten im Brutschrank, um die
Zellen vom Flaschenboden abzulosen. Dieser Vorgang wurde mikroskopisch
kontrolliert. Durch leichtes seitliches Klopfen gegen die Flasche konnten noch
anhaftende Zellen vom Boden abgeldst werden. Sobald sich die Zellen vollstandig
abgelost hatten, wurden 7ml Medium dazugegeben und mit der Pipette noch
vorhandene Zellaggregate resuspendiert. Um die Zellen nun im Verhaltnis 1:10 zu
splitten, wurde 1ml der Zellsuspension in der Flasche belassen und der Rest
verworfen. Im gleichen Schritt konnten bei Bedarf auch mehrere neue Flaschen
angesetzt und mit 1ml der Zellsuspension versehen werden. Die Flaschen mit der
Zellsuspension wurden zuletzt wieder mit 15 bis 20ml Zellkulturmedium beftillt
und im Brutschrank inkubiert. Beschriftet wurden die Flaschen mit Zellart, Passage,

Datum und dem Verhaltnis, in dem gesplittet worden war. Die Passage der Zelllinie
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steigt mit jedem Passagieren um den Wert 1 an. Da die C6-Zellen sehr schnell
wuchsen, war es alle 2-3 Tage notwendig, die Zellen im Verhaltnis 1:10 oder 1:15 zu

splitten.

2.2.3 Agarbeschichtung der Zellkulturflaschen und Well-Platten

Die Zellen heften sich in der Regel am Flaschenboden an und bilden eine
Monolayerschicht. Um fiir den Tierversuch Sphéaroide, dreidimensionale kugelartige
Zellverbande, herzustellen, wurden die Flaschenb6den mit Agar beschichtet [61, 63].
So schlossen sich die Zellen zu avaskuldren, ausschliefllich aus C6-Zellen
bestehenden runden Konglomeraten zusammen. Zunachst wurde 1,0g Agar Noble
in 20ml Ultra Pure Water vorsichtig gel6st und anschlief3end in der Mikrowelle bis
zum vollstandigen Auflosen des Agarpulvers aufgekocht. Daraufthin wurden 80ml
auf 37°C aufgewarmtes Medium dazupipettiert und vorsichtig vermischt. Es wurde
beachtet, dass sich im Agar keine Luftblasen bildeten, da sich dort sonst spater
mehrere Sphiroide anlagern und Konglomerate bilden wiirden. Mittlere
Zellkulturflaschen wurden nun mit der Pipette langsam vom Rand ausgehend mit
8ml Agar beschichtet. Zum Vermeiden von Blasenbildung wurde immer ein kleiner
Rest in der Pipette belassen. Die 24-Wells wurden mit Hilfe der Multipipette mit
0,5ml Agar pro Well beschichtet. Anschliefdend harteten die Flaschen iiber Nacht im
Kiihlschrank aus. Die beschichteten Flaschen und Well-Platten wurden bis zur

Verwendung bei 4°C im Kiihlschrank gelagert.

2.2.4 Spharoide ansetzen und Picken

Eine 100% konfluente mittlere Zellkulturflasche wurde im Verhaltnis 1:2 und 1:3
gesplittet. Damit wurden flinf agarbeschichtete mittlere Flaschen angesetzt. Im
ersten Schritt wurden die Zellen mit 5ml PBS kurz gewaschen und anschlief3end mit
3ml Trypsin zum Ablésen fiir drei Minuten im Brutschrank inkubiert. Zum Ansetzen
der Spharoide im Verhaltnis 1:2 wurden nun 7ml Medium dazugegeben. Je 5ml der
entstandenen Zellsuspension wurden vorsichtig in zwei beschichteten Flaschen
pipettiert, ohne die Agarbeschichtung zu beschidigen. Um die Sphéiroide im
Verhaltnis 1:3 anzusetzen, wurden auf die 3ml Trypsin-Zellsuspension 6ml Medium

gegeben. Nun wurden drei Flaschen mit je 3ml dieser Suspension beftllt. Zu allen
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Flaschen wurden je 15ml Zellkulturmedium hinzupipettiert. Diese inkubierten tiber
Nacht im Brutschrank. Am niachsten Tag konnten die Spharoide gepickt und in
agarbeschichtete 24-Well-Platten vereinzelt werden. Dadurch wurde ein
Verklumpen der Spharoide verhindert und sie waren so fiir die Implantation leicht
einzeln aufzunehmen. Zudem wurden fiir die Implantation mikroskopisch nur
nekrosefreie einzelne und gleich grofde Spharoide ausgewahlt. Die besten Spharoide
entwickelten sich in den 1:2 angesetzten Flaschen. Die zum Picken bendétigten
Glaspasteurpipetten wurden vorbereitet, indem sie tiber dem Bunsenbrenner mit
Hilfe einer Pinzette um ca. 60° gebogen wurden. Die Spharoide wurden mit
reduziertem Sog der Pipette aus der Zellkulturflasche in eine mit 5ml
vorgewarmtem Medium befiillte Petrischale gegeben. Mit schwarzem Hintergrund
lieRen sich die Sphéaroide leichter differenzieren. Diese wurden mit Hilfe der
Pasteurpipette und den gebogenen Glaspasteurpipetten vorsichtig angesaugt und in
eine beschichtete 24-Well-Platte, die pro Well mit 1,5ml Medium befiillt wurde,
Uberfiihrt. Die 24-Well-Platte wurde nur etwa bis zur Halfte mit Spharoiden
bestiickt. So konnten bei der Implantation langere Wartezeiten der Spharoide
aufderhalb des Brutschrankes vermieden werden. Nach dem Picken wurden alle
Sphadroide unter dem Mikroskop gemessen, um fehlerhafte und nicht optimal grofie
Sphdroide auszusortieren. Spharoide, die einen dunklen Kern aufwiesen, waren fiir
die Implantation nicht geeignet, da dies auf eine beginnende Nekrose hindeutete.
Uber Nacht wuchsen die Sphiaroide noch ca. 20-80pm und erreichten somit eine fiir

die Implantation optimale Grof3e von 200-300um.[58, 64]
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2.3 Tierversuch

Das Versuchsvorhaben nach dem Tierschutzgesetz wurde am 08.11.2010 mit der

Nummer 55.2-2531.01-65/10 von der Regierung von Unterfranken genehmigt.

2.3.1 Orthotope Implantation der C6-Spharoide

Flir den Versuch wurden 29 mannliche SD-Ratten mit einem Gewicht von 250-300g
verwendet, wovon neun Tiere als Kontrollgruppe dienten. Vor der Implantation
wurden alle Tiere am Schwanz mit wasserfestem Stift nummeriert und gewogen.
Die Implantation der Spharoide erfolgte wie bei Goldbrunner et al. beschrieben [56-
58]. Fiir die Narkose wurden dem Tier 50mg Pentobarbital pro kg Kérpergewicht
intraperitoneal injiziert. Das Tier wurde dabei unter einem Tuch fixiert. Durch
Abheben eines Beines konnte die Injektion paramedian ca. 1cm proximal des
Beinansatzes erfolgen. Dies wurde langsam und nach Aspiration durchgefiihrt, um
Injektion in ein Blutgefafd und Verletzung innerer Strukturen zu vermeiden. Da die
Tiere ein sehr ungiinstiges Oberflache-zu-Volumen-Verhaltnis haben, wurden sie
bis zum Beginn und nach der Operation auf Warmeplatten gelagert, um eine
Auskiihlung zu vermeiden. Die Kontrolle der chirurgischen Toleranz erfolgte durch
Kneifen mit einer Pinzette zwischen die Zehen. Fiir die Implantation musste der
Schddel des Tieres mittels einer in der Werkstatt der Universitatsklinik speziell
dafiir angefertigten Kopfhalterung fixiert werden. Die zu operierende Stelle wurde
desinfiziert und mit 0,1ml des Lokalanasthetikums Scandicain 1% subkutan
infiltriert. Die Kopfhaut des Tieres wurde nach unten gespannt, so dass die Haut mit
dem Skalpell von der Stirn bis zum Ohransatz an der Mittellinie ca. 1cm inzidiert
werden konnte. Nach Einsetzen des Hautspanners, Inzision des Periosts und
Abschieben mit dem Skalpell, wurden das Bregma und die Coronarnaht unter dem
Mikroskop dargestellt. Nun wurde mit dem Diamantbohrer (4mm) unter minimaler
Spiilung paramedian unmittelbar vor der Coronarnaht die Schadelkalotte trepaniert.
Die Dura wurde mit dem Skalpell (Grofde 15) inzidiert und austretender Liquor mit
einem Wattetupfer getrocknet. Wahrenddessen wurde mit Hilfe der Pasteurpipette
und einer gebogenen Glaspipette je ein Sphiroid aus dem Well gepickt und mit
moglichst wenig Medium auf die Spitze der Lanzette gegeben. Die mit einem

Sphéroid bestiickte kleine Lanzette wurde subcortikal ca. 2Zmm ins Parenchym
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eingefithrt und in einer Abstreifbewegung wurde der Spharoid implantiert. Es
wurde darauf geachtet, dass die Stelle trocken ist, um ein Abschwimmen des
Sphéroids zu verhindern. Anschlieféend erfolgte kein weiteres Tupfen, sondern ein
sofortiges Verschlief3en des Bohrloches mittels Knochenwachs. Dies verhinderte ein
Aufsaugen bzw. Abschwimmen des Spharoids. Die Haut wurde mittels Klammernaht
verschlossen. Die Tiere wurden bis zum Aufwachen auf Warmeplatten gelagert und
daraufhin in frische Kafige umgesetzt. Alle Tiere waren nach der Implantation
aufgewacht und zeigten keine neurologischen Auffalligkeiten. Es erfolgten nun
taglich zwei Kontrollen des Zustandes der Tiere. Die Tiere der Versuchsgruppe
bekamen zudem jeden zweiten Tag 1pg/100g Korpergewicht GM-CSF subkutan

injiziert.

2.3.2 Magnetresonanztomographische Untersuchungen

Die MRT Messungen wurden wie bei Goldbrunner et al. und Vince et al. beschrieben
durchgefiihrt [22, 57]. Bei dem MRT-Gerat handelt es sich um einen 3 Tesla
Magnetresonanztomographen der Firma Siemens. Es wurden folgende Messungen

durchgefiihrt: T1 tse cor (0,9mm), cor T2 tse rs (0,7mm) und cor T2 ciss 3d (0,3mm).

An den Tagen 7, 14, 21, 28, 32 und 42 erfolgten die Messungen im MRT. Dazu
wurden die Tiere erneut narkotisiert. Anschliefdend erhielten sie etwa zehn Minuten
vor der Messung 0,1ml Kontrastmittel intraperitoneal injiziert. Die Tiere wurden in
einer speziellen Spule fiir Ratten in Bauchlage fixiert. Um die Sauerstoffversorgung
der Tiere wahrend der Messung zu sichern, wurde auf freie Atemwege geachtet und
am Ende der speziellen Spule iiber einen angeschlossen Schlauch 11/min Sauerstoff
insuffliert. Nach der Messung wurden die Tiere bis zum Aufwachen auf

Warmeplatten gelegt.

2.3.3 Volumetrie

Die Auswertung der MRT-Messungen wurde mit den Programmen MRIConvert und
MIPAV durchgefiihrt. Fiir die Volumetrie wurde die T2 CISS 3D Sequenz verwendet.
Die Bilddateien mussten zunachst mit MRIConvert in ein fiir MIPAV lesbares Format
konvertiert werden. So konnten die Untersuchungen mit MIPAV ausgewertet

werden, indem in jeder Schicht die Tumorflache markiert wurde (Abbildung 2). Das
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Volumen wurde aus den Flachen und der Anzahl der Schichten berechnet. Die Daten
wurden von zwei unabhdngigen Personen ausgewertet (Anna Jawork, Nils

Timmermann). [58]

Abbildung 2: Volumetrie, Markierung der Tumorflache in einer Schicht

2.4 Histologie

Bei jedem MRT-Messtermin wurden zwei Tiere zum Anfertigen von histologischen
Schnittpraparaten aus dem Versuch genommen. Sowohl Gehirne als auch Milzen
wurden prépariert und anschlieflend fiir 24h in der vorbereiteten PFA-Losung
fixiert. Nach 24h wurde das PFA entfernt und entsorgt. Die Organe wurden bis zur
Einbettung in Paraffin maximal eine Woche in PBS im Kiihlschrank gelagert. Die in
PBS gelagerten Prdparate wurden zundchst unter flieffendem Wasser fiir 15
Minuten gewaschen, einzeln in beschriftete Einbettkdstchen gelegt und
anschlief3end mit Hilfe des Einbetters in aufsteigender Alkoholreihe entwassert.
Dazu wurde das Programm D verwendet, welches die Praparate nacheinander in
folgende Substanzen tauchte: Ethanol 50, 70, 80, 96, 100% je 20 Minuten, Ethanol
100%, Ethanol 100%/Chloroform 1:1, Ethanol 100%/Chloroform 1:1, Chloroform,
Chloroform je 30 Minuten, Paraffin I 50 Minuten, Paraffin II 30 Minuten.
Am ndchsten Tag wurden die Organe einzeln in Paraffinblocke eingebettet. Sie
wurden mit der Schnittfliche nach unten auf eine kleine Menge eingegossenes

Paraffin gelegt und anschliefend komplett mit fliissigem Paraffin bedeckt. Als
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Halterung fiir das Mikrotom dienten die zum Schluss aufgelegten Einbettkdstchen.
Nach einer Abkiihlzeit von mindestens 60 Minuten konnten die Blocke aus den

Formen genommen werden.

Alle Schnitte der Paraffinpraparate wurden am Mikrotom mit einer Dicke von 4pum
angefertigt und bei Raumtemperatur mindestens 24h getrocknet, bevor Farbungen
angefertigt wurden. Die Schnitte wurden erst mit Hilfe eines Pinsels in Aqua dest.
mit Raumtemperatur gegeben. Anschlieféend wurden die Schnitte zum Strecken in
Aqua dest. bei 40°C gelegt. Die Schnitte konnten aus dem Wasserbad schrag auf den
Objekttrager aufgezogen werden. Um Artefakte bei den Farbungen zu verhindern,
wurde darauf geachtet, dass sich zwischen Objekttrager und Praparat keine

Luftblasen bilden.

2.4.1 Konventionelle Farbungen

Von allen Gehirn- und Milzprdaparaten wurden Hamalaun-Eosin-Farbungen
(HE-Farbung) angefertigt. Dazu wurden die Schnitte zundchst mit Xylol (2x15
Minuten) und in absteigender Alkoholreihe (100%, 96%, 70% je 2x2 Minuten, 50%
1x2 Minuten, Aqua dest.) entparaffiniert. Nach zehn Minuten Farben mit
Hamalaunlésung und ebenso langem Wassern unter flieRendem Leitungswasser
erfolgte fiir flinf Minuten das Gegenfarben mit 2%iger Eosinlosung. Nun wurden die
Praparate in aufsteigender Alkoholreihe (50% 1x2 Minuten, 70%, 96%, 100% je 2x2
Minuten) und Xylol (2x10 Minuten) entwassert und zum Konservieren mit Eukitt
und Deckgldaschen eingedeckt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Praparate
nicht trocknen und bis zum Eindecken in Xylol stehen bleiben. Eingedeckt musste
das Eukitt mindestens 30 Minuten trocknen. Dies ermoglichte eine Lagerung der

Schnitte in einer Mappe bei Raumtemperatur.

2.4.2 Immunhistochemische Farbungen

Fir die immunhistochemischen Farbungen wurden die Paraffinschnitte wie fiir die
konventionelle Farbungen entparaffiniert. Um die Antigene zu demaskieren,
wurden die Schnitte in der Mikrowelle bei 700W fiir 15 Minuten in Citratpuffer
gekocht. Die Zeit zum Abkiihlen betrug etwa 25 Minuten. Nach kurzer Neutralisation

des Citratpuffers in PBS wurden die Praparate mit dem PAP-Pen umrandet. Um die
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immunhistochemische Farbung nicht zu beeintrachtigen, durften die Schnitte im
Verlauf nicht Austrocken. Die Aktivitat der endogenen Peroxidase wurde geblockt
(Peroxidase Block, zehn Minuten), ebenso wurden unspezifische Bindungsstellen
(Blocking Solution, fiinf Minuten) geblockt. Zwischen jedem einzelnen
Arbeitsschritt wurden die Praparate zwei Minuten mit PBS auf dem Schiittler
gewaschen. Nun konnte der Primarantikérper (30 Minuten) aufgetragen werden.
Daraufhin wurden die Schnitte mit Sekundarantikérper und Enzymkonjugat (je 15
Minuten) auf die Farbereaktion mit Diaminobenzidin vorbereitet. Jeweils nach
diesen drei Schritten wurden die Praparate je 3x2 Minuten auf dem Schiittler in PBS
gewaschen. AnschliefRend wurde die Farbung mit Diaminobenzidin eingeleitet und
wahrend des Vorgangs kontrolliert. Das beste Ergebnis wurde bei einer Zeit von fiinf
Minuten erreicht. Nachdem der Farbevorgang mit destilliertem Wasser abgestoppt
wurde, folgte die Gegenfarbung der Zellkerne fiir 35 Sekunden mit Himalaun. Nach
zehnminttigem Wassern unter fliefSendem Leitungswasser wurden die Schnitte wie
bei den konventionellen Farbungen mit aufsteigender Alkoholreihe, Xylol und

Eukitt haltbar gemacht.

Nach dieser Vorgehensweise wurden die Schnitte mit Ki67-Antikorper, einem
Proliferationsmarker [65] und Cluster of Differentiation (CD)8-Antikorper fiir CD8-
positive Lymphozyten [66] gefarbt.Bei der Farbung fiir Makrophagen mit CD68-
Antikorper [67] wurde anstelle des Citratpuffers zur Demaskierung der Antigene
Trypsinlosung verwendet. Die Schnitte wurden mit der frisch angesetzten

Trypsinldsung fiir 15 Minuten bei 37°C auf dem Schiittler behandelt.

2.4.3 Auswertung

In der Arbeit wurden zwei zusatzliche Tiere ganzlich von der Auswertung
ausgeschlossen, da diese iiber den gesamten Zeitraum lebten und weder im MRT
einen detektierbaren Tumor entwickelten noch in der histologischen Aufarbeitung
eine solide Tumormasse nachzuweisen war. Dies schliefst die Moglichkeit einer

fehlerhaften Implantation der C6-Spharoide aus.

Die Schnitte wurden bei 100-facher Vergroflerung am Diskussionsmikroskop

ausgezahlt. Dabei wurden je fliinf zusammenhdngende Gesichtsfelder ausgezahlt
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und der Mittelwert gebildet. Am Gehirn wurden ausgehend vom Tumorrand fiinf
Gesichtsfelder ausgezahlt. Bei der Auswertung der Fiarbung mit dem CD8-
Antikorper wurde darauf geachtet, CD8-positive Zellen mit
Lymphozytenmorphologie auszuzadhlen. Ebenso wurden dabei die Makrophagen
nach Morphologie und Lokalisation beurteilt [68], da auch Mikroglia durch CD68-

Antikorper detektiert werden [69].

2.5 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms Graph Pad Prism 4.
Zur Anwendung kam der Student’s t-Test. Als statistisch signifikant wurde ein

p-Wert <0,05 angesehen.
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3.1 Volumetrie

An Tag 0 wurden in der Versuchsgruppe zwanzig Tieren die vorbereiteten
Sphédroide implantiert. An Tag 7 postoperativ fand die erste MRT Messung statt. Zum
Zeitpunkt dieser Messung hatten lediglich zwei der zwanzig mit GM-CSF
behandelten Tiere einen sichtbaren Tumor entwickelt (10%). Zu den geplanten
zwei Tieren musste aufgrund von Narkoseproblemen ein weiteres Tier aus dem
Versuch genommen werden. Am zweiten Messtermin, Tag 14 postoperativ, konnte
bei 11 von 17 Tieren der Versuchsgruppe im MRT ein solider Tumor gesehen
werden (65%). Dabei wurden gemaf3 Protokoll erneut zwei Tiere aus dem Versuch
genommen. An Tag 21 postoperativ waren bei 13 von 15 Tieren Tumoren sichtbar
(87%). Bei drei Tieren hatte sich erstmals zu diesem Termin ein detektierbarer
Tumor entwickelt. Bei einem Tier dauerte es bis Tag 28 postoperativ, um einen

Tumor im MRT ausmachen zu konnen.

Insgesamt entwickelten sich bei 15 von 20 Tieren (75%) solide Tumoren. Sechs
Tiere (30%) zeigten eine Regression. Aufgrund von Symptomen mussten lediglich

sieben der zwanzig Tiere (35%) aus dem Versuch genommen werden.
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Das Tumorwachstum konnte durch die wiederholten Messungen im MRT im
zeitlichen Verlauf beobachtet werden. In Abbildung 3 wird beispielhaft der Verlauf
eines Tieres beschrieben. Postoperativ liefd sich an Tag 7 zunachst die extrakranielle
Fliissigkeitsansammlung verursacht durch das Operationstrauma beschreiben. An
Tag 14 konnte bereits ein minimales Tumorwachstum mit Kontrastmittelaufnahme
am Rand der Operationshohle festgestellt werden. Die Grof3enzunahme fiihrte zur
verstiarkten Ausbildung eines peritumoralen Odems. An Tag 28 kam es durch den
Masseneffekt des Tumors zur Mittellinienverschiebung zur Gegenseite. Zudem wies
die zentrale Kontrastmittelaussparung auf bereits nekrotische Veranderungen hin.
An den beiden darauffolgenden Messungen nahm das Tumorvolumen ab, das
peritumorale Odem verschwand und die Mittellinienverlagerung war kaum mehr
auszumachen. Es verblieb ein kleiner Massendefekt mit nur mehr geringer
Kontrastmittelaufnahme. Beschrieben wurden T2-gewichtete MRT-Sequenzen der

gleichen Schnittebene.

Abbildung 3: MRT-Verlauf des Gehirntumorwachstums eines reprasentativen Versuchstieres 7, 14, 21,

28, 32 und 42 Tage nach Spharoidimplantation
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In der Kontrollgruppe wurden neun Tieren Spharoide implantiert. Bereits an Tag 7
postoperativ waren bei drei Tieren im MRT kleine Tumoren sichtbar (30%). An Tag
14 war bei allen Tieren der Kontrollgruppe solides Tumorwachstum zu verzeichnen.
Sechs von neun Tieren wurden aufgrund von Symptomen aus dem Versuch
genommen (66%). Drei Tiere dienten der histologischen Aufarbeitung im Verlauf.
Lediglich bei einem Tier konnte die vierte MRT-Messung stattfinden, musste dann
aber aufgrund von auftretenden Symptomen bei einer sehr grofen Tumormasse aus
dem Versuch genommen werden. Da an diesem Termin lediglich ein Messwert der
Kontrollgruppe vorlag, konnte zu diesem Zeitpunkt kein statistischer Vergleich
angestellt werden. In beiden Gruppen nahm das Tumorvolumen bis Tag 20 zu. In
der Kontrollgruppe wurden die Tiere dann symptomatisch und wurden aus dem
Versuch genommen. In der Versuchsgruppe trat dann die Regression ein und das
Tumorvolumen nahm bis Tag 42 deutlich ab. In der GM-CSF Gruppe entwickelten
sich die Tumoren spiter und erreichten mit einem Median von 134mm? ein
geringeres Volumen als in der Kontrollgruppe mit 262mm?. Bei keinem der
Kontrolltiere konnte die zuvor beschriebene Regression beobachtet werden

(Abbildung 4).
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Abbildung 4: Zeitlicher Verlauf des Tumorvolumens der Kontrollgruppe im Vergleich zur

Versuchsgruppe
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3.2 Kaplan-Meier-Analyse

Die Uberlebenskurven der beiden Gruppen demonstrieren sehr gut den Effekt der
Behandlung mit GM-CSF (Abbildung 5). Bis Tag 20 postoperativ unterscheiden sich
die Kurven nicht signifikant. Ab diesem Zeitpunkt wurden die nicht behandelten
Tiere symptomatisch und aus dem Versuch genommen. Im Gegensatz dazu fiihrte
die Behandlung mit GM-CSF in der Versuchsgruppe zu einem verbesserten
Uberleben. Die mediane Uberlebenszeit der behandelten Tiere war mit 35 Tagen
deutlich langer als die der Kontrollgruppe mit 24 Tagen. Die Kurven der Kaplan-

Meier-Analyse waren mit einem p-Wert von 0,034 signifikant unterschiedlich.
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Abbildung 5: Uberlebenskurve der Kontrollgruppe im Vergleich zu der mit GM-CSF behandelten Gruppe

35



3 Ergebnisse

3.3 Histologie

In der HE-Farbung konnten die Schnitte hinsichtlich der Tumormorphologie gut
beurteilt werden. Es lief3en sich allseits die typischen Wachstumsmerkmale des
GBM feststellen. Die Spharoide wurden orthotop implantiert und es zeigte sich meist
ein Wachstum der Tumoren in der Grof3hirnhemisphare. Teilweise gab es auch
extrakranielle Tumoranteile. Es konnte sowohl extrem invasives als auch
verdrangendes Wachstum beobachtet werden. Den Eigenschaften des GBM
entsprechend konnten zahlreiche, z. T. auch glomeruloide Gefdfineubildungen
detektiert werden. Ebenso traten Nekrosebildung sowie die typische
palisadenformige Anordnung der Tumorzellen um die Nekrosestraflen auf

(Abbildung 6).
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Abbildung 6: HE-Farbung eines reprasentativen C6-Zell-Glioblastoms zum Zeitpunkt t= Tag 32 nach der
Sphiaroidimplantation. a) 100-fache VergréRerung. Sichtbar ist der Ubergang vom Tumor zum
Normalhirngewebe. AuRerdem kann man innerhalb des Tumors BlutgefaBe (*) und ein Nekroseareal

erkennen. b) Uberganges vom Tumor zur Nekroseregion in 600-facher VergréRerung
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Wie bereits in den Vorversuchen wurde untersucht, ob CD8-positive Zellen, wie z. B.
zytotoxische T-Zellen, einen Einfluss auf das Tumorwachstum haben. Es konnte im
zeitlichen Verlauf kein signifikanter Unterschied der CD8-positiven Zellen in den

Tumoren der beiden Versuchsgruppen festgestellt werden (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Zeitlicher Verlauf der CD8-Zellzahl im C6-Zell-Glioblastom

Um den Effekt der Stimulation durch GM-CSF zu bestatigen, wurden mit Hilfe der
immunhistochemischen Aufarbeitung durch die CD68-Farbung die Makrophagen
sowohl im Tumorgewebe als auch im entsprechenden Milzgewebe als Positiv-
Kontrolle ausgezahlt. Es konnte in der Anzahl der Makrophagen in der Milz
zwischen den durch GM-CSF stimulierten Tieren und den Kontrolltieren kein

signifikanter Unterschied festgestellt werden.

In der CD68-Farbung wurden Makrophagen braun angefarbt. Diese sind hier nicht
nur wie typischerweise in der Nekrose lokalisiert, sondern auch zahlreich im soliden
Tumorgewebe prasent. Zudem sind viele Makrophagen um Gefaf3e herum lokalisiert

(Abbildung 8).

38



3 Ergebnisse

Abbildung 8: CD68-Farbung eines reprasentativen C6-Zell-Glioblastoms zum Zeitpunkt t= Tag 32 nach
der Sphéaroidimplantation a) 100-fache VergréRerung. Sichtbar ist die Anordnung der Makrophagen im

soliden Tumor (+) b) 600-facher VergroRerung. Sichtbar ist die Lokalisation der Makrophagen um GefaRe

(*) herum
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Anhand des zeitlichen Verlaufs der Makrophagenzahl konnte beobachtet werden,
dass zum Zeitpunkt des Eintretens der Regression auch die maximale
Makrophagenzahl im Tumorgewebe der behandelten Tiere zu finden war
(Abbildung 9). Mit abnehmender Tumorgréfde verringerte sich auch die Anzahl der
Makrophagen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe waren in der mit GM-CSF
behandelten Gruppe wesentlich mehr Makrophagen im Gehirn lokalisiert. Dieser

Unterschied war statistisch signifikant (p=0,0275).

40+
35+ —a— GM-CSF
30 - «# - Kontrolle

Makrophagen [n]
N
o

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Abbildung 9: Zeitlicher Verlauf der Makrophagenzahl im Tumorgewebe
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Beim Menschen existiert das seltene Phdnomen der spontanen Regression von
Tumoren [59, 60]. In vorangegangenen Versuchen konnte eine solche Regression
auch im Tiermodell gezeigt werden. Sabine Hildebrandt beobachtete im
C6-Tiermodell eine Regression experimenteller Gliome bei Ratten [57, 61]. Zunachst
konnten die zytotoxischen T-Zellen als Grund fiir die Regression ausgeschlossen
werden. Im Tierversuch trat bei beiden Gruppen eine Regression ein, die
Wachstumskurven der Tumoren der thymektomierten Tiere und die der
Kontrollgruppe unterschieden sich lediglich im Tumorvolumen [57, 61]. Diese
Beobachtung liefd sich durch die hier vorliegenden Untersuchungen bestatigen. Die
Anzahl der CD8-positiven Zellen der beiden Gruppen im Gehirn unterschieden sich
im zeitlichen Verlauf nicht signifikant. Um zu differenzieren, welche Mechanismen
zu der beobachteten Regression gefiihrt hatten, wurde untersucht, ob die Depletion
der systemischen Makrophagen durch liposomales Clodronate einen Einfluss darauf
haben konnte. In diesem Versuch kam es zu keiner Regression, sondern die
Tumorgrofie dieser Tiere nahm stark zu und die Tiere mussten aufgrund von
Symptomen vorzeitig aus dem Versuch genommen werden [62]. Es wird davon
ausgegangen, dass liposomales Clodronate die intakte Bluthirnschranke nicht
durchqueren kann [70, 71]. Die Bluthirnschranke ist jedoch durch aggressives
Tumorgewebe in der Regel sehr stark alteriert, so dass ein Eindringen von
Clodronate in das Hirngewebe und somit eine Depletion auch der Mikroglia nicht

ausgeschlossen werden kann [72].

Ausgangspunkt fiir die hier durchgefiihrten Versuche ist daher die Annahme, dass
Makrophagen eine tumorbekdmpfende Rolle spielen konnten. Um nun den Einfluss
der Makrophagen genauer zu untersuchen, wurden die Makrophagen durch GM-CSF
stimuliert. Die mit GM-CSF behandelten Tiere lebten signifikant ldnger, die
Tumorvolumina blieben kleiner und es konnte die vorbeschriebene Regression der
Tumoren beobachtet werden. In der Kontrollgruppe dieser Versuchsreihe konnte
dagegen bei keinem Tier eine Tumorregression beobachtet werden. Die Rolle der

Makrophagen im GBM ist bisher nur unzureichend geklart, die vorliegende Arbeit
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unterstiitzt aber die Hypothese einer positiven Rolle der Makrophagen bei der

immunologischen Tumorbekdmpfung des Organismus.

4.1 Tiermodell

Tiermodelle werden haufig herangezogen, um die genauen strukturellen, zellularen
und immunologischen Vorgiange bei der Tumorentstehung und der
Tumorentwicklung zu untersuchen. Als Modell fiir die Untersuchung von Gliomen
wurden bisher am haufigsten Ratten verwendet. Inzwischen riickt auch das murine
Modell in den Vordergrund, da die Moglichkeiten, genetisch veranderte Zelllinien
herzustellen, stetig verbessert werden [73]. In dieser Arbeit wurden als Tiermodell
Ratten vom Typ Sprague-Dawley herangezogen, da diese aufgrund des grofieren
Gehirns im Vergleich zu Mausen eine exaktere Spharoidimplantation ermdéglichen
und besser detektierbare Tumorvolumina entwickeln. Das Tumorwachstum kann
liber einen langeren Zeitraum beobachtet werden, da Ratten ein lingeres Uberleben
als Mause aufweisen [73]. Den Tieren wurden die Spharoide aus C6-Zellen in einer
kurzen Operation in die Groffhirnhemisphire implantiert. Um die in vivo
Uberwachung des Tumorwachstum zu erméglichen, wurden die Tumorvolumina
mittels MRT-Messungen wochentlich iiber einen Zeitraum von sechs Wochen

bestimmt.

Zur Anwendung kamen C6-Zellen, welche unter Einfluss von N-Methyl-
N-Nitrosoharnstoff in einem Wistarauszuchtstamm entstanden. Zu den Faktoren,
welche das Tumorwachstum beeinflussen kénnen, gehort unter anderem auch die
Tatsache, dass die C6-Zellen nicht exakt syngen mit dem Wirt SD-Ratten sind. Die
Zellen konnten im Wirt eine Immunantwort im Sinne einer Abstofdungsreaktion
auslosen. Dies kann eine Ursache fiir die beobachtete Regression der Tumoren in

der Versuchsgruppe sein [53, 54, 73].

Bei den verwendeten SD-Ratten handelt es sich um Auszuchttiere, welche genetisch
nicht identisch sind. So bleibt eine unterschiedliche Reaktion der Tiere auf die

Implantation der C6-Zellen und die Behandlung mit GM-CSF nicht ausgeschlossen.
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Auch Menschen sind genetisch nicht identisch und reagieren unterschiedlich auf
verschiedene Therapien. Falls GM-CSF fiir die Behandlung des Glioblastoms beim

Menschen in Betracht kime, miisste dieser Aspekt bedacht werden.

Durch die Operation zur Implantation der C6-Spharoide wird aufderdem ein Trauma,
eine Wunde erzeugt. Die Vorgdnge, welche im Kérper nach einer Gewebsverletzung
ablaufen, fithren ebenso zu einer Entziindungsreaktion mit einer Aktivierung der
Immunzellen [5]. Im vorliegenden Versuch zeigten die mit GM-CSF behandelten
Tiere eine Regression der Tumoren. Im Gegensatz dazu konnte bei den Tieren der
Kontrollgruppe die vorbeschriebene Regression nicht beobachtet werden. Ebenso
konnte bei der Gruppe der makrophagendepletierten Tiere keine Regression
nachgewiesen werden. Dies lasst darauf schliefden, dass die Makrophagen eine
wichtige Rolle in der Kontrolle des Tumorwachstums spielen. Da eine Regression
weder in der Kontrollgruppe noch in der Gruppe der makrophagendepletierten
Tiere auftrat, konnen andere immunologische Reaktionen auf die C6-Zellen

vernachlassigt werden.

4.2 Glioblastoma multiforme und die Rolle der Makrophagen

In Gehirntumoren konnte eine hohe Zahl an Makrophagen nachgewiesen werden,
welche mit dem Malignitatsgrad ansteigt [39, 69]. Mikroglia und Makrophagen
machen mit 5-30% den Hauptteil der die Gliome infiltrierenden Immunzellen aus
[74]. Meist wird nicht zwischen Mikroglia und systemischen Makrophagen
unterschieden (CD68- und CD11b/c-positiv), weshalb im Folgenden haufig
synonym von Mikroglia und Makrophagen gesprochen wird [75-77]. Badie et al.
konnten zeigen, dass eine Differenzierung bei den CD11b/c-positiven Zellen mittels
Quantifizierung von CD45 realisiert werden kann, da Mikroglia eher niedrige,
Makrophagen hingegen hohe Level fiir CD45 aufweisen [39, 74, 78]. Mikrogliazellen
waren im gesamten Gehirn lokalisiert, wobei Zellen mit Eigenschaften der
Makrophagen nur auf das Gebiet des Tumors begrenzt gefunden wurden [74]. Es
wurde jedoch nicht untersucht, ob in der Umgebung des Glioms die Expression von

CD45 der Mikroglia verandert bzw. erh6ht war [79].

43



4 Diskussion

Zunachst ging man davon aus, dass eine hohe Anzahl von Mikrogliazellen in Gliomen
fir deren tumorbekampfende Aktivitit spricht. Neuere Daten weisen aber eher in
die Richtung einer immunsuppressiven Rolle in der Gliomumgebung und damit
einer Unterstiitzung des Tumorwachstums [39, 80]. Es gibt viele synergistische
Wechselwirkungen zwischen Gliomblastomzellen und Mikroglia/Makrophagen, die
fiir das immunsupprimierende Milieu sorgen. Zum einen kann die Produktion von
Transforming Growth Factor-f (TGF-B) durch Gliomblastomzellen zur
Herunterregulation von Major Histocompatibility Complex (MHC) Klasse II
Molekiilen durch Mikrogliazellen in der Gliom-Umgebung fiihren. Diese Molekiile
sind bei der Interaktion von antigenprasentierenden Zellen und T-Lymphozyten
notig [79, 81-83]. Zum anderen produzieren Gliomblastomzellen selbst einige
Substanzen mit immunsupprimierender Wirkung. Zu diesen Substanzen gehodren
zum Beispiel einige Zytokine wie IL-4, IL-6, TGF-§ [77, 83, 84] und Prostaglandin-
E2 (PG-E2) [79].

Andere Studien deuten darauf hin, dass eine hohe Anzahl an Makrophagen im
Tumor tumorbekdmpfend wirken kann [85, 86]. Galarneau et al. untersuchten 2007
in einem transgenen Mausmodell den Einfluss von Makrophagen auf das Wachstum
von Glioblastomzellen. Es konnte ein um 33% vergrofdertes Tumorwachstum bei
den makrophagendepletierten Tieren gezeigt werden. Zudem wurde untersucht, ob
dieser Effekt durch Beeinflussung der T-Zellen oder der Angiogenese entsteht.
Gliomassoziierte =~ Makrophagen konnen durch die Produktion von
Tumornekrosefaktor (TNF) T-Zellen rekrutieren. Allerdings blieb ungeklart, ob der
Einfluss auf das Tumorwachstum durch die Makrophagen allein oder durch die TNF-
vermittelte Aktivierung der T-Zellen geschah. Zusatzlich konnte eine um 12%
geringere Gefafddichte der makrophagendepletierten Tiere festgestellt werden.
Somit konnte ausgeschlossen werden, dass das vermehrte Tumorwachstum auf
einer vergrofderten Gefafdversorgung basiert [85]. Diese Befunde wurden von
Villeneuve et al. gestiitzt, die durch die Depletion von Makrophagen ebenfalls keine

vermehrte Gefafdversorgung im Tumor feststellen konnten [86].

Die in der Literatur vorliegenden Daten geben einen Hinweis darauf, dass

Mikroglia/Makrophagen unterschiedliche Rollen fiir das Tumorwachstum spielen
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konnten. Einerseits stimulieren sie Tumorwachstum und Gefafdproliferation durch
Sekretion unterschiedlicher Wachstumsfaktoren wie z. B. EGF und VEGF sowie der
oben genannten immunsupprimierenden Substanzen [81]. Zudem kénnen sie durch
das Absondern verschiedener proteolytischer Enzyme wie z.B. Matrixmetallo-
proteasen die Extrazellularmatrix derart schadigen, dass dem Tumor der Weg zur
Invasion ins gesunde Gewebe erleichtert wird [87, 88]. Andererseits kann jedoch
eine Depletion von Makrophagen das Tumorwachstum begiinstigen [85]. Auf3erdem
wurde nachgewiesen, dass eine hohe Anzahl an Makrophagen ein prognostisch
giinstiger Faktor ist und mit verlingertem Uberleben der Patienten assoziiert ist
[89]. Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente bestitigen die
Hypothese, dass eine hohe Anzahl an Makrophagen im Tumorgewebe zu
reduziertem Tumorwachstum fithrt und mit einem lingeren Uberleben assoziiert
ist. Im Tumorgewebe der mit GM-CSF behandelten Tiere konnte eine signifikant
hohere Makrophagenanzahl nachgewiesen werden als in der Kontrollgruppe.
Zudem iiberlebten die Tiere der Versuchsgruppe signifikant langer als die Tiere der

Kontrollgruppe.

Diese unterschiedliche Datenlage kann moglicherweise dadurch erklart werden,
dass Makrophagen in zwei unterschiedlichen Aktivitatszustanden vorliegen konnen.
Beschrieben werden ein M1- und ein M2-Status (Abbildung 10). Der M1-Status
beschreibt den klassisch aktivierten Makrophagen, welcher mit
Entziindungsreaktionen assoziiert ist [79, 90]. In Anwesenheit verschiedener
Zytokine wie GM-CSF und Interferon-y (INF-y) wandeln sich Monozyten zu
Makrophagen mit M1-Status um. Durch die Expression des Signal Transducer and
Activator of Transcription 1 (STAT1) bekommen M1-Makrophagen antimikrobielle,
immunstimulierende und tumorbekdmpfende Funktionen [88]. Ein weiterer Faktor,
welcher unter anderem zur  Aktivierung und Rekrutierung der
Mikroglia/Makrophagen beitragt und von diesen Zellen auch selbst produziert

werden kann, ist der Tumornekrosefaktor [86].

Der M2-Status entsteht durch alternative Aktivierung und beschreibt den
Makrophagen unter Normbedingungen. Dieser ist unter anderem dafir

verantwortlich, uUberschieffende Immunreaktionen zu verhindern und erklart,
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warum der M2-Status eher immunsupprimierend wirkt. Der Wechsel vom
M1-Status in den M2-Status wird unter anderem durch verschiedene vom Tumor
produzierte Substanzen wie IL-4, IL-6, IL-10, TGF-$ und dem Macrophage Colony
Stimulating Factor (M-CSF) induziert [90, 91]. Durch die Expression von STAT3
fiihren M2-Makrophagen Aufgaben wie die Reinigung und Reparatur von Gewebe
oder die Unterstiitzung bei der Angiogenese aus und kénnen so ein Fortschreiten
der Tumorerkrankung begiinstigen. Dies wird unter anderem durch die Freisetzung
von IL-10 und TGF-B vermittelt. IL-10 konnte auch mikroglialen Ursprungs
zugeordnet werden [77]. Komohara et al. konnten zeigen, dass von Tumorzellen
produziertes M-CSF den Anteil an M2-Mikroglia/Makrophagen erhéhen und
Tumorwachstum bzw. -proliferation begtinstigen kann. In diesem Zusammenhang
konnte in einer anderen Studie durch Blockierung des M2-Zustandes ein
verringertes Tumorwachstum nachgewiesen werden [88, 92]. Komohara et al.
vermuten auflerdem, dass M-CSF auch auf para- und autokrinem Weg das Uberleben
und die Proliferation der Tumorzellen fordert. Im GBM sind iiberwiegend
Makrophagen im M2-Status zu finden, welche zum immunsupprimierenden Milieu

des GBM beitragen [90].

Makrophage
Monozyt M-CSF

IL-4, IL-6, IL-10

GM-CSF

M1 M2
IL-1
IL-12
TNF-a

IL-10
TGF-B1

Tumorsupression Tumorprogression

Abbildung 10: Unterschiedliche Aktivierungszustinde von Makrophagen [88]
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Auch gliomassoziierte Mikroglia dhnelt Makrophagen, die sich im antientziindlichen
M2-Status befinden und begiinstigt so das Tumorwachstum [90]. Ein hoher Anteil
von Mikroglia/Makrophagen im M2-Status, im Vergleich zu der Gesamtzahl der
Makrophagen, korreliert mit dem histologischen Malignititsgrad des Glioms.
Fischer und Reichmann zeigten, dass Mikrogliazellen, die in vitro mit GM-CSF
behandelt wurden, sich vergrofdern und dass eine heterogene Zellpopulation
entsteht, welche Zellen enthdlt, die Gewebsmakrophagen ahneln [93]. Dies
verdeutlicht, dass die Funktion der Mikrogliazellen stark von lokalen
Umgebungsfaktoren abhangt, wie z.B. GM-CSF und M-CSF [80, 93]. Es wird
auflerdem  vermutet, dass durch die Expression von Fas-Ligand
Mikroglia/Makrophagen zu der immunsupprimierenden Umgebung der Gliome
beitragen [88, 94]. Es gibt Hinweise, dass sogenannte Tumorstammzellen eine
Hauptursache fiir die Umprogrammierung der Mikroglia/Makrophagen in den
immunsupprimierenden M2-Status darstellen konnten. Bei Tumorstammzellen
handelt es sich um eine Population undifferenzierter multipotenter Zellen, welche
ein hohes Selbsterneuerungspotential besitzen [95, 96]. Tumorstammzellen
produzieren den Soluble Colony Stimulating Factor (sCSF), das Macrophage
Inhibitory Cytokine 1 (MIC1) und TGF-B1. Diese Substanzen sind in der Lage,
Mikroglia/Makrophagen in den M2-Status zu polarisieren und die Phagozytose zu
blockieren. Die Produktion immunsupprimierender Zytokine wie IL-10 und TGF-1

wird induziert. Zudem erfolgt eine gesteigerte Hemmung der Proliferation der

T-Zellen [88, 95].

Diese Umwandlung des Makrophagentyps mit einer tumorbekdampfenden Funktion
in einen tumorférdernden Typ findet relativ spat wahrend der Entwicklung des
Glioms statt. Somit besteht die Moglichkeit, in diesem Zeitraum therapeutisch
einzugreifen, um diesen Wechsel zu beeinflussen [88, 97]. Es konnte bereits
festgestellt werden, dass beim therapeutischen Angriff dieser tumorassoziierten
Makrophagen ein zeitlich versetzter Beginn erfolgreicher ist [92]. Ein Grund dafiir
konnte sein, dass in der frithen Phase der Gliomentwicklung Makrophagen im
M1-Status tumorbekdmpfend wirken. In dieser Phase konnte der Patient von der

Unterstitzung der Makrophagen durch deren Aktivierung mittels GM-CSF
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profitieren. Ziel ware dabei, den M1-Status moglichst lange zu bewahren und den
Wechsel in den M2-Status zu verhindern. Erst nach dem Wechsel in den M2-Status
ist es von Vorteil, die den Tumor unterstiitzenden Makrophagen therapeutisch
anzugreifen. Ziel konnte sein, selektivden M2-Status zu inhibieren und im Gegenzug

den tumorbekdmpfenden M1-Status zu férdern bzw. zu erhalten.

Die Tatsache, dass diese unterschiedlichen Aktivierungszustidnde der Makrophagen
einem zeitlichen Verlauf unterliegen, konnte erklaren, weshalb es auch in der mit
GM-CSF behandelten Versuchsgruppe Tiere gab, bei denen relativ spat erstmalig
Tumorwachstum auftrat. Wenn bei einem neuen Therapieansatz des Glioblastoms
Makrophagen generell den Angriffspunkt bilden, miissen diese Tatsache sowie die

beiden unterschiedlichen Aktivitatszustande berticksichtigt werden [79, 88, 90].

Nun bleibt zu klaren, welchen Status der Makrophagen systemisch verabreichtes
GM-CSF fordert. Denn auch die Rolle des GM-CSF beziiglich des Tumorwachstums
wird eher dahingehend diskutiert, Tumorprogression zu férdern. Kohanbash et al.
beschrieben eine immunsupprimierende Wirkung von GM-CSF. Es fordert bei Zellen
der myeloischen Reihe die Expression des IL-4-Rezeptor-a. Die dadurch ausgeloste
IL-13-vermittelte Produktion von Arginase fithrt zu einer Unterdriickung von
Immunzellen, einschliefdlich der T-Zellen, welche den Tumor bekdmpfen sollen [98].
Auch Sielska et al. beschreiben eine tumorfoérdernde Wirkung von GM-CSF. Die
Depletion von GM-CSF in Gliomzellen flihrte im Versuchstier zu einer reduzierten
Anzahl an tumorférdernden Makrophagen und storte zudem die Entwicklung des
proinvasiven Makrophagentyps. Im Tierversuch iiberlebten die GM-CSF-
depletierten Tiere langer [99]. Dahingegen beschreiben Grabstein et al. eine
Forderung der tumorbekdampfenden Eigenschaft der Makrophagen durch GM-CSF in
vitro und stellten fest, dass diese Makrophagen eine verbesserte Antitumoraktivitat

haben [100].

Der Effekt auf das Immunsystem beziiglich der Tumorkontrolle von GM-CSF ist
zudem dosisabhangig. Hohe systemische Konzentrationen fiithren zur Rekrutierung
von regulatorischen T-Zellen, welche zum immunsupprimierenden Milieu beitragen

und eine Bekdmpfung des Tumors durch das Immunsystem stéren [101]. Niedrige
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Dosen im Rahmen von Impfungen mit Tumorantigenen hingegen stimulierten das
Immunsystem und verstirkten die Antitumoraktivitit. Um interindividuelle
Unterschiede zu reduzieren, fand diese Untersuchung an genetisch identischen
Madusen statt. Ein Erklarungsversuch dafiir konnte sein, dass GM-CSF in hoher
Konzentration die Ausbildung des M-CSF-Rezeptors reduziert, in niedriger
Dosierung aber die Expression des Rezeptors fordert [42, 102]. Beim Menschen
jedoch fiihrt eine Behandlung mit einer definierten Menge an GM-CSF zu

unterschiedlichen Serumspiegeln [101].

Da es sich bei den Versuchstieren der hier vorliegenden Versuchsserie ebenfalls um
genetisch nicht identische Tiere handelt, konnte dies eine Ursache fiir die
unterschiedlichen Behandlungserfolge auch bei diesen Tieren sein. Zudem konnte
nachgewiesen werden, dass GM-CSF problemlos die Bluthirnschranke iiberqueren
kann [103]. Somit bleibt hier zunachst ungeklart, ob der Effekt allein durch die
Aktivierung systemischer Makrophagen hervorgerufen wurde, oder ob ebenso

Mikrogliazellen durch die Behandlung mit GM-CSF beeinflusst wurden.

Die Daten der hier durchgefiihrten Arbeit unterstiitzen die These, dass GM-CSF eine
tumorbekdampfende Wirkung haben koénnte. Die Anzahl der Makrophagen im
Tumorgewebe war in den behandelten Tieren hoher als in der Kontrollgruppe. Der
zeitliche Kurvenverlauf der Makrophagenzahl verhielt sich dhnlich dem
Kurvenverlauf des Tumorvolumens. Die Makrophagenzahl stieg zunachst an und
erreichte am Versuchsende wieder nahezu den Ausgangswert. Somit konnte
bestatigt werden, dass GM-CSF die Makrophagenzahl steigerte. Ebenso sprechen
diese Ergebnisse dafiir, dass GM-CSF einen positiven Effekt in der Bekampfung des

Tumors haben konnte.

Trotz intensiver Forschung und allen Bemiihungen die Therapie des GBM zu
optimieren, ist die Diagnose mit einer infausten Prognose verkniipft. Das mediane
Uberleben betrigt bei Ausschopfen der Standardtherapie knapp 15 Monate, die
Funfjahrestiberlebensrate liegt unter 10% [12, 13]. Durch die Forschungen der
letzten Jahre konnte die Prognose nicht erheblich verbessert werden. Diese

Tatsachen verdeutlichen den immensen Bedarf an neuen Behandlungsstrategien im
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Kampf gegen das Glioblastom. Das Immunsystem riickt immer mehr in das Interesse
der aktuellen Forschung. Auch die Makrophagen als Vertreter des angeborenen
Immunsystems stellen einen neuen, bisher vernachlassigten Ansatz dar. Ziel ist es,
die korpereigene Immunabwehr gezielt zur wirkungsvollen Tumorbekampfung zu

aktivieren, ohne dabei die korpereigenen Zellen anzugreifen.

50



5 Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die Immunabwehr des Patienten stellt eine Schliisselrolle bei der spontanen
Tumorregression dar. Bisher zdhlten zytotoxische CD8-positive T-Zellen und
natiirliche Killerzellen zu den wichtigsten zelluldren Vertretern der Tumorkontrolle.
Im Tierversuch konnte jedoch kein signifikanter Einfluss dieser Zellen auf die
spontane Regression nachgewiesen werden. Allerdings fand sich eine hohe Anzahl
an Makrophagen im Tumorgewebe. In vorangegangenen Untersuchungen zeigte
sich bei der Depletion der Makrophagen mittels Clodronate im Tiermodell der Ratte
ein deutlich gesteigertes Tumorwachstum. In der hier durchgefiihrten
Versuchsreihe wurde nun der Einfluss von Makrophagen auf das Tumorwachstum
orthotop implantierter C6-Glioblastomspharoide betrachtet. Dabei wurden die
Makrophagen durch den Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierenden

Faktor (rhGM-CSF, Leukine) aktiviert.

29 SD-Ratten wurden C6-Gliom-Sphiroide orthotop implantiert. 20 der Tiere
wurden jeden zweiten Tag mit 1ug/100g Korpergewicht rhGSM-CSF s. c. behandelt.
Neun Tiere dienten als Kontrollgruppe. Zur Verlaufsbeurteilung wurden an den
Tagen 7, 14, 21, 28, 32 und 42 nach Implantation MRT-Untersuchungen (T1, T2 und
3D CISS-Sequenzen) durchgefiihrt. Die Tumorvolumina wurden mit Hilfe dieser
MRT-Untersuchungen ermittelt. Die histologische Aufarbeitung beinhaltete HE-,
CD68-Makrophagen-, CD8-positive T-Zellen- sowie Ki-67 Proliferations- Farbungen

in Paraffinschnitten von Gehirn, Tumor und Milz.

In 15 der 20 behandelten Tiere entwickelten sich solide Tumoren. Am Tag 7 konnte
lediglich bei zwei Tieren mittels MRT ein minimales Tumorwachstum nachgewiesen
werden. In der Kontrollgruppe war bereits bei drei von neun Tieren minimales
Tumorwachstum zu verzeichnen. Am Tag 14 zeigten sich bei 11 von 17 (65%)
Tieren der Versuchsgruppe solide Tumoren. Drei der verbleibenden 15 Tiere
zeigten am Tag 21 erstmalig Tumorwachstum. Im Gegensatz dazu konnte in der
Kontrollgruppe bereits an Tag 14 bei allen Tieren ein Tumorwachstum
nachgewiesen werden. In der GM-CSF Gruppe entwickelten sich die Tumoren spater

und erreichten mit einem Median von 134mm? ein geringeres Volumen als in der
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Kontrollgruppe (262mm?). Das mediane Uberleben war mit 35 Tagen in der Gruppe
der behandelten Tiere signifikant langer als in der Kontrollgruppe mit 24 Tagen.
Zudem wurden in der histologischen Aufarbeitung der Tumoren signifikant mehr

Makrophagen im Tumorgewebe nachgewiesen.

Die Stimulation der Makrophagen durch GM-CSF im orthotopen
C6-Glioblastommodell der Ratte fiihrte zu einem beachtlich reduzierten und
verzogerten Tumorwachstum. Die behandelten Tiere tiberlebten signifikant langer
als die Tiere der Kontrollgruppe. Die aktuelle Datenlage bestétigt die bedeutende
Rolle der angeborenen Immunabwehr durch Makrophagen in der Kontrolle des
Tumorwachstums bei experimentellen Glioblastomen. Die Aktivierung der
Makrophagen hatte einen deutlichen Einfluss auf das Tumorwachstum, wohingegen
eine T-Zell-Depletion nur einen geringen Einfluss darauf hatte. Makrophagen als
Vertreter des angeborenen Immunsystems wurden bisher in ihrer Rolle der
Tumorkontrolle unterschatzt. Es bedarf noch weiterer Untersuchungen, ob die
Makrophagen in Zukunft, ohne die korpereigenen Zellen anzugreifen, zur

wirkungsvollen Tumorbekdampfung herangezogen werden kénnten.
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