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Einleitung

Maligne Gliome sind Tumoren des zentralen Nervensystems, die eine astrozytéare,
oligodendrogliale oder ependymale Differenzierung aufweisen. Kernpleomorphie,
Mitosen, vaskulére Proliferation und Nekrosen sind histol ogische Kennzeichen ihrer
Malignitét. Gliomattse Tumoren sind die haufigsten intrakraniellen Tumoren, deren
Mehrzahl als maligne (WHO-Grad I11-1V) eingestuft werden *. Die mittlere
Uberlebensrate sinkt mit zunehmender Malignitat und betrégt 9-12 Monate fiir
Glioblastom-Patienten (WHO-Grad V), beziehungsweise 2 Jahre fir Patienten mit
anapl astischen Gliomen (WHO-Grad 111). Trotz multimodaler Therapieansdtze konnte
die Lebenserwartung nicht wesentlich verbessert werden, was die Aggressivitét dieser
Erkrankung kennzeichnet 2. Dabel ist die Letalitét nicht durch eine systemische

M etastasierung gegeben, die gliomatdsen Tumoren unterscheiden sich hierin von
anderen malignen Erkrankungen. Es fehlt ihnen die Eigenschaft zum Eindringenin
BlutgefaRe und zum Verlassen derer, um entfernte Organe zu befallen °.

Vielmehr fuhren die Tumoren durch lokales Wachstum zu intrakranieller
Gewebekompression und zu einem Zusammenbruch der lokalen Zytoarchitektur und

Histoanatomie.

Der Grund fur das Versagen lokaler therapeutischer Strategien liegt jedoch in der
ausgedehnten, diffusen Invasion des umgebenden Gehirngewebes. Einzelne Zellen
wurden bis zu 7 cm entfernt vom Haupttumor im histologisch normal aussehenden
Gehirn entdeckt. Diese Zellen sind nach einer lokalen Therapie (Operation) der
Ausgangspunkt eines stets auftretenden erneuten Tumorwachstums, welches fir die

L ebenserwartung der Patienten den limitierenden Faktor darstellt.

Die diffuse Invasion des Gehirns stellt somit eines der Hauptprobleme in der Therapie

maligner Gliome dar.

Das Verhalten humaner Gliomzellen ist neben der Invasion auch durch die Fahigkeit zur
Proliferation und Migration gekennzeichnet. Diese Fahigkeiten sind Entitédten, die sich
zwar gegenseitig beeinflussen, jedoch auch getrennt voneinander gesehen werden
koénnen. Diese Trennung wird aus der Beobachtung gefolgert, dal3 fir jede der oben

genannten Verhaltenswei sen humaner Gliomzellen Chemotherapeutika, Interleukine,
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Antikorper und andere Agenzien bekannt sind, die eine selektive Inhibition oder

Forderung bewirken koénnen *°.

Jede dieser Funktionen ist auch eine physiol ogische Fahigkeit gesunder embryonaler
und adulter Zellen: zum Beispiel die Migration der Leukozyten durch die Gefal3wand
oder die der Spermien im Zervikalschleim, die Proliferation von faserbildenden Zellen
im Rahmen der proliferativen Entztindungsphase, die Invasion der Trophoblastzellen in
die Uterusschleimhaut im Rahmen der Einnistung. Die Fehlregulation dieser Funktionen

ist das Kennzeichen maligner Tumoren.

Die Invasion von Tumorzellen in die umgebende Matrix wird als dreistufiger Prozel3
gesehen, der von der Adhésion eingeleitet wird. In der Adh&sion nimmt die Zelle den
ersten Kontakt zu einem extrazelluldren Substrat auf. Anschlief3end sezerniert die Zelle
Proteasen zur Proteolyse der Barriere, um einen frei zuganglichen Raum zu schaffen, in
den die Zelle hineinwandern — migrieren — kann, bis sie erneut auf eine Barriere

extrazellul&rer Matrix stof, hier adhériert und der Prozef? von neuem beginnt °.

Der Invasionsproze3 ist definiert als das gerichtete, aktive Eindringen der Zellein ein
vorgegebenes Substrat — in vivo cerebrales Gewebe, - in vitro Substanzen, die entweder
dessen Eigenschaften mdglichst optimal imitieren sollen oder als selektives Substrat den
Zellen unter einer bestimmten Fragestellung angeboten werden.

Invivo ist die Zellinvasion im humanen Gehirn abhangig von der Interaktion der
Gliomzelle mit strukturellen Komponenten, wie myelinisierten Fasern, Blutgefalden,
extrazelluldren Matrixproteinen, lokaler Mikroglia und Neuronen. Dieser Prozef? stellt
das Ergebnis einer komplexen Reihe von Signalabfolgen, Rezeptor-Ligand-

I nteraktionen und Enzymreaktionen dar. Klinisch konnte nachgewiesen werden, dal3 die
invadierenden Zellen zumeist den Bahnen der weil3en Substanz, des Marklagers folgen.
L &sionen, die nahe dem Balken entstehen, invadieren diesen bevorzugt in
Faserverlaufsrichtung , ebenso im Bereich der Capsulainterna und der Sehstrahlung
(50).

Mit Hilfe von experimentellen Untersuchungen sollen Faktoren quantitativ und
gualitativ bestimmt werden, die die Gliomzellinvasion beeinflussen und Therapeutika
entwickelt werden, die antiinvasive Effekte haben. Die engste Verzahnung von Klinik
und Labor liegt bei Sensitivitdts-Testreihen vor, die die individuelle Wirksamkeit von
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Medikamenten gegen den Tumor des einzelnen Patienten vorhersagen sollen ®. Es
wurden zahlreiche in vitro Versuchsaufbauten wurde entwickelt, die die Invasion in
vivo moglichst gut imitieren sollten. Die Zellen wurden zum Beispiel mit Protein-
beschichteten Membranen oder fetalen Gehirnzellverbanden konfrontiert. Dies
beschrankt die Ergebnisse auf das Verhalten der Zellen in dem gewahlten Protein oder
auf die Interaktion mit fetalen Zellen, die bel Gliomen adulter Patienten keine Rolle
spielen und ihrerseits auch selbst die Fahigkeit zur Migration und Invasion besitzen.
Andere anerkannte Modelle zur Untersuchung der Invasion sind Tierversuche, die die
Untersuchung des Zellverhatensin vivo erlauben, insbesondere der Interaktion Tumor-
Wirt wie neoangiogenetische Vorgange oder Reaktionen der Mikroglia und letztlich der
Verstoffwechselung und Wirksamkeit gegebener Chemotherapeutika. Trotz dieser
enormen Vorteile bergen sie den systematischen Fehler, dal3 sich die gefundenen
Aussagen immer auf die Reaktion des tierischen Organismus beschrénken missen. Es
|&3t sich nie ausschlief3en, dal3 Ergebnisse aus Tierversuchen auf Grund einer anderen
Gehirnanatomie, Histomorphologie und Immunreaktion von humanen Gegebenheiten
abweichen konnten. Tierversuche kdnnen zudem meist nur qualitative oder
semiquantitative Ergebnisse liefern.



Fragestellung

Zidl dieser Arbeit war es, einen neuen in vitro Versuchsaufbau zu entwickeln, der

eine Untersuchung der Interaktion humaner Gliomzellen mit einer Matrix erlaubt,
deren Zusammensetzung mit der der weifl3en Substanz in vivo vergleichbar ist und
die somit ein ,, naturidentisches Korrelat* darstellt

ein Proteingemisch einsetzt, das dem adulten Gewebe nahekommt und nicht fetaler
Herkunft ist

einen Zusatz von fixierenden Fremdmaterialien weitgehend vermeidet

die dreidimensionale Zusammensetzung des zu invadierenden Gewebes so weit wie
maoglich erhalt

bei einer Variation des vorgegebenen Substrates (der raumlichen Orientierung seiner
Komponenten) zu einer vergleichbaren Morphologie wiein vivo fihrt

den Zusatz von Substanzen (zum Beispiel Chemotherapeutika) erlaubt, die eine
validierbare Reaktion der Tumorzellen in Abhéngigkeit von der Konzentration der
Substanz hervorruft.



Material und Methoden
1. Invasionsmatrix

1.1. Pr&paration der Matrix

Als Matrix wurde Gehirngewebe vom Schwein verwendet. Dazu wurde dieses
unmittelbar nach T6tung des Schweines im Schlachthof sofort gekiihlt (Eisbeutel)
transportiert und unmittelbar prépariert. Bei der Darstellung der Anatomie des
Schweinehirns wurde darauf geachtet, moglichst gut erhaltenes frontales Marklager in
grof3en Blocken zu gewinnen (0,5-1 x 1-2 cm). Es sollte kein anderes Gewebe (graue
Substanz, Arachnoidea, grof3e Gefalie) anheften. Anschlief3end wurden die Blocke in
flissigem Stickstoff gefroren und bei —70°C asserviert. Der gesamte Prozef3 dauerte
von der T6tung des Schweines bis zum Einfrieren bel —70°C maximal 1,5 - 2 Stunden.
Fir die Versuche wurden die Blocke auf Trockenels transportiert, im Kryotom bei
—20°C zum Schneiden und wéahrend der Vorbereitung der V ersuchsansétze gehalten und

unmittelbar nach Versuchsende wieder bei —70°C verwahrt.

1.2. Anatomie des Schnittes

Die Kontrolle der in den Versuchen ausgewahlten Schnittanatomie (Marklager) und der
Ausschlufd ungewollter anderer Strukturen als weil3er Substanz erfolgte mittels H.-E.-
Farbung.

Die Verlaufsrichtung der Fasern im Schnitt wurde anhand einer H.-E.-Férbung des noch

unbehandelten Materials bestimmt und mit den V ersuchsergebnissen korreliert.

Zur Etablierung einer schnellen Farbung as Kontrolle vor der eigentlichen
Versuchsdurchfiihrung wurden Schnitte unterschiedlicher Verlaufsrichtung mit
Hamalaun gefarbt.

Zum Vergleich des Invasionsverhaltens in unterschiedlichen Matrices wurde graue

Substanz des K ortex verwendet.



1.3. Haltbarkeit des Blockes

Die Haltbarkeit der Blckchen (bei stets erhaltener Kihlkette) wurde anhand der
Morphologie von zwei 10um dicken Schnitten eines Blockes nach 8 Versuchsreihen

und eines frisch verwendeten Blockes kontrolliert (H.-E.-Férbung).

2. Zellen

Die Versuche wurden einerseits mit einer Glioblastom-Zelllinie, U373, durchgefihrt.
Diese Z€lllinie wurde 1981 etabliert, ihr invasives Potential in anderen Modellen wurde
ausfiihrlich untersucht . Der Zelldurchmesser wird mit 21,6+7,8um angegeben °.
Andererseits wurden U87 GFP Zellen untersucht, ebenfalls eine Gliom-Zélllinie, die
jedoch mit einem griin fluoreszierenden Protein — GFP (green fluorescent protein) —
transfiziert sind, um sieim Konfokalen Mikroskop darstellen zu kénnen.
Monolayer-Kulturen beider Zelllinien wurden in 75 cm? Kulturflaschen (Nunc) unter
Standardbedingungen in einem Brutschrank gehalten (5% CO2, 100 %
Luftfeuchtigkeit). Als Kulturmedium wurde DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) eingesetzt mit einem Zusatz von 10% K&l berserum, 4-fache Konzentration an
nicht-essentiellen Aminosauren, 4mM L-Glutamin, Penicillin (100 U/ml) und
Streptomycin (100 pg/ml). Bei den GFP-transfizierten Zellen wurden auf3erdem noch
1,2mg/ml Geneticin (G418) zugesetzt.

3. Kammer

3.1. Filter

Die verwendeten Filter (Corning Separations Division™, Nucleopore®, Polycarbonate)
haben einen Durchmesser von 13mm, eine Dicke von 0,5mm und regelméaldig verteilte
Poren der Grof3e 8um. Sie besitzen zwei leicht zu unterscheidende Seiten: eine
glanzende und eine matte. Die Zellen befinden sich im vorliegenden Modell auf der
glénzenden Seite, welche nach oben gerichtet in der Kammer zu liegen kommt
(entsprechend den Herstellerangaben fir die Durchfihrung von Boyden Kammer

Versuchen).



3.2. Kammer

Die Costar™-Kammer (Neuro Probe®) besteht aus Acryl und besitzt zwei durch die
oben genannte Membran von einander getrennte Schachte. Der obere hat ein Gewinde,

in das die Deckel schraube eingedreht wird, der untere mif3t 200ul Volumen.

3.3. Deckelschraube

Die Deckelschraube der Costar ™-Kammer besteht aus weilRem Acetat und besitzt eine

Ansicht von oben

| ll O | Deckelschraube
|I I|

k%, Fi Hohlbohrung:
N = oberer Schacht

Seitenansicht

; Deckelschraube:
Gewinde

t? Unterer Schacht

Blind Well Chamber
innere Hohlbohrung mit einem V olumen von ebenfalls 200ul. Ihr unteres Ende, das die

Oberflache des Filters zu den Seiten des oberen Schachtes hin dicht abschliefdt hat einen

flachen, kreisformigen Durchmesser, der eine exponierte Flache des Filters von 18mm?
frellat.



DetailvergréRerung:

Ubersicht : Hirnschnitt, Hohlbohrung der
Invasionskammer, Schemadarstellung Deckelschraube, Filter

Deckelschraube

oberer Schacht

Deckelschraube mit
Hohlbohrung

Unterer Schacht:
3T3 oder DMEM mit

Seitenansicl ht oder ohne Kontakt
zum Filter

Gehirnschnitt

Filtermembran

4. Vorbereitung von Kammer, Filter und Hirnschnitt

4.1. Schnittdicke

Der Marklagerschnitt wurde in 10, 20, 30 und 40 um Dicke eingesetzt, um die optimale
Schnittdicke zur Invasion zu ermitteln.

Die H.-E.- Farbung zur Bestimmung der Morphologie wurden alle an 10um dicken
Schnitten durchgefihrt.

4.2. Schnittflache

Mit Ausnahme der Versuche, bei denen bewufdt nur eine Halfte der Membran bedeckt
werden sollte, wurde darauf geachtet, dal3 das Gewebe die Membran so weit bedeckt,
dal’ der Unterrand der Deckel schraube an allen Seiten mit dem Hirnschnitt Kontakt hat.

4.3. Transport des Schnittes vom Kryotommesser in die Kammer

Nach erfolgtem Schneiden sollte das Gewebe moglichst schonend vom Kryotommesser
in die Kammer transportiert werden. Hierzu wurden a) vorgekihlte Pinzetten (-20° Cim
Kryostaten), b) vorgekihlte Pinzetten mit Armierung (feine Plastikummantelung der
Pinzettenspitzen) und c) vorgekihlte Pinzetten mit unterstiitzendem Abstreifen des
Schnittes in korrekter Position mit Hilfe eines feinen Pinsels getestet.



4.4. Inhalt des unteren Kammerschachtes

Das Flussigkeitsvolumen des unteren Kammerschachtes wurde variiert, um den
Hirnschnitt moglichst gut zu erhalten. Dazu wurden in die untere Kammer 100 bzw.
200p! Medium gegeben, wobei 200pl einen Kontakt mit dem Filter ermdglichten, 100pl
nicht. Nach 6 Stunden und am Folgetag wurde kontrolliert, ob der Fllssi gkeitsspiegel
der Kammern mit 100p! Volumen ungewollt durch ein undichtes Abschlief3en der
Deckel schraube angestiegen ist und Kontakt mit der Membran bekommen hat. Wenn

dies der Fall war, wurden diese Versuche ausgeschl ossen.

Tumorzellen in

Medium

Hirnschnitt

Filter

Unterer Schacht mit 100pl
Fllussigkeitsvolumen: Kein Kontakt zum
Filter

Um zu ermitteln, ob das beobachtete Zellverhalten vorwiegend auf Eigenschaften des
Hirnschnittes beruht oder lediglich von der , Anziehung® des Inhaltes des unteren wells
abhangt, wurde als sogenanntes ,, Chemoattractant* 3T3-konditioniertes Medium bzw.

asKontrolle das in dieser Beziehung neutrale DMEM (5%) verwendet.

4.5. Temperatur von Kammer und Filter

Um den Erhalt des Hirnschnittes zu optimieren wurde die Temperatur von Kammer und

Filtermembran einerseits und die des enthaltenen Mediums andererseits variiert. Dazu



wurde dasimmer bei —20°C geschnittene Material auf die Membran in der Kammer
gelegt, wobel

- die Kammer Zimmertemperatur hatte

- die Kammer im Kryostaten bei —20° so abgekihlt wurde, dal3 die Kontaktflache zum
Schnitt auch gefroren war, der Inhalt des unteren Schachtes aber noch nicht oder

- beide, die Kammer und die darin enthaltene FlUssigkeit die gleiche Temperatur wie
der Schnitt (-20°C) hatten.

4.6. Verschlu® der Kammer mit der Deckelschraube

Das Verschlief3en der Kammer wurde variiert, um den Gewebeschnitt méglichst gut zu
erhalten. Dabel sollte so wenig mechanischer , Stref3* auf den zarten Gewebsschnitt wie
moglich ausgelibt werden, um ihn beim Verschlief3en nicht zu zerstoren, jedoch
ausreichend, um ihn ohne Zusatz von chemischen Uberschichtungen, allein durch den
mechanischen Druck, zu fixieren.

Nach Aufbringen des Gewebeschnittes wurde

- der Deckel im Kryostaten gekuhlt (-20°C) und die Kammer bei —20°C verschl ossen.

- die Kammer im gekuhlten Zustand (-20°C) mit dem Zimmertemperatur warmen
Deckel unmittelbar verschlossen

- die gekihite Kammer aus dem Kryostaten heraus in Zimmertemperatur gebracht und
kurz (wenige Minuten) gewartet, bis sich der schmelzende Gewebeschnitt eng an die
Filtermembran angelegt hatte und dann erst mit dem Zimmertemperatur warmen Deckel
verschlossen.

Um die Notwendigkeit des Deckels zu prifen wurde dieser im Rahmen einer Kontrolle
weggelassen und die Zellen direkt auf den Hirnschnitt auf dem Filter aufgebracht.

Eine Versuchsreihe wurde gebildet, um festzustellen, ob bei lockerem Verschluf3 des
Deckels (ohne Kontakt zum Hirn) ein Abdichten der Rénder mit Agar Vorteile bringt.
Dazu wurden die Kammerdeckel in den Flussigkeitsspiegel des noch heil3en Agars so
gestellt, dal’3 die unteren 3 mm der Deckel eintauchten. Nach der Aushartung des Agars
wurden die unteren Rénder der Deckel mit einem Skalpell aus dem Agar

ausgeschnitten, so dal3 ein Agar- Ring haften blieb. Die Innenflache der Hohlbohrung
wurde mit einem Wattestabchen gesaubert und der Deckel locker verschlossen. So sollte

e n mechanisches Abdichten des Deckels erreicht werden.
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Um das Anheften des Schnittes an den Filter beim Schmelzen zu optimieren wurde ein
Versuchsarm gebildet, bel dem unmittelbar nach dem Verschlief3en 100ul Medium in
den oberen Schacht eingebracht wurden und erst in einem zweiten Schritt die Zellen. So
sollte vermieden werden, dal3 die Zellen unmittelbar mit —20°C kalten Oberflachen in

Bertihrung kommen.

4.7. Inhalt des oberen Kammerschachtes

Je nach Fragestellung wurden 10000-40000 Zellen in 200pl Medium in der oberen
Kammer eingesetzt.

4.8. Kontrollen

Als Kontrollen wurden Versuchsansétze gebildet, die zwar einen Filter enthielten,
jedoch keinen Hirnschnitt. So sollte untersucht werden, ob das beobachtete
Zéellverhalten eine Auseinandersetzung mit der Filtermembran darstellt, die unabhéngig
von dem eingebrachten Gewebe ist.

Weiterhin wurde eine Versuchsreihe mitgefihrt, bei der zwar ein Hirnschnitt
eingebracht, jedoch keine Zellen zugegeben wurden, um auszuschlief3en, dal3 die spéter
geférbten Zellen Teil des Schnittes sind und als Tumozellen fehlinterpretiert werden.

Die Verlaufsrichtung der Fasern im Gewebeschnitt wurde kontrolliert ( H.-E.-Farbung )

und das Invasionsverhalten der Zellen in Abhangigkeit von dieser erfasst.

Das Invasionsverhalten der Zellen in grauer Substanz bei ansonsten identischen

V ersuchsbedingungen wurde ermittelt.

Bei einer weiteren Versuchsreihe wurde der Filter vor seinem Einsatz in der Kammer
nicht mit Hirn sondern mit Poly-L-Lysin bedeckt, um zu kontrollieren, ob der neu
entwickelte Versuchsansatz die Invasion in einer bereits etablierten Matrix zul&f3t und
sich das Verhalten der Zellen in eéiner homogenen Proteinmatrix von der Invasion des
komplexeren Hirnschnittes unterscheidet.
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4.9. Vincristin/ Taxol

Vincristin und Taxol zerstéren das Zytoskelett von humanen Gliomzellen in vitro. Bei
zerstortem Zytoskelett sollte eine aktive Invasion nicht mehr moglich sein, dakeine
Migration mehr erfolgt, die behandelten Zellen bleiben jedoch vital. In zwel
Versuchsreihen wurde die Zellen mit Vincristin beziehungsweise Taxol in ansteigender
Konzentration behandelt, um die dosisabhéngige Beeinflussung der Invasion zu

ermitteln.

4.10. Inkubation

Die Kammern wurden bei 37°C inkubiert und nach 24 Stunden gefarbt.

Lediglich die Zeitreihenversuche wurden nach 12, 36, 48 Stunden ausgewertet.

4.11. Farbungen

Nach dem Offnen der Deckel schraube wurden die Filter zusammen mit den darauf
liegenden Schnitten vorsichtig mit Pinzetten aus der Kammer gehoben und nach
Papanicolaou geférbt. Dabel ist der sorgsame Umgang mit dem Filter, auf dem der
Gewebeschnitt nicht festklebt, sondern nur durch Adhasion gehalten wird essentiell.
Insbesondere der Wechsel zwischen den Farbebadern kann zu Scherkréften fuhren, die
eine Abldsung begunstigen. Als ein mdgliches Hilfsmittel wurde deshalb eine Pinzette
verwendet, deren Enden die Form zweier flacher Rechtecke haben und mit der der Filter
nicht gepackt, sondern aus den Bédern , herausgel 6ffelt* wurde. Anschlief3end erfolgte
das Aufbringen auf einen Objekttrager und Abdecken dessen mit Aquatex™ und
Abdeckglas.

4.12. Inhalt der unteren und der oberen Kammer

Zum Auschluf3 beziehungsweise Nachweis von Zellen im Inhalt des unteren
Kammerschachtes wurde dessen Inhalt abpipettiert und unter dem Licht-
beziehungswei se Konfokalen Mikroskop (U87 GFP) analysiert.

Zur Bestimmung der nicht invadierten Zellen der oberen Kammer wurde deren Inhalt

vor Entfernung der Deckel schraube abpipettiert und die Zellen, getrennt nach noch
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lebenden und toten Zellen gezahlt.

4.13. Untersuchung im Konfokalen Mikroskop

Die Versuche wurden unter Einsatz eines Confokal Laser scannning Mikroskope (Leica
TCSNT, Leica Lasertechnik GmbH, Heidelberg) durchgeftihrt. Die optischen Schnitte
wurden mit Hilfe der Leica software (Version 1.6.587) berechnet. In der Regel wurden
32 optische Schnitte je Préparat erstellt mit einer Auflosung von 512x512 pro Kanal.
Zur Optimierung der Bildauflésung wurden bis zu 16 Bilder im langsamen Scan Modus
gemittelt. Jeder Hirnschnitt wurde in 4 verschiedenen Arealen untersucht. Die
Extinktion bei 488nm (Ar-Kr Laser mit Band Pass Filter) (FITC) beziehungsweise bei
568nm(Ar-Kr-Laser mit Long Pass Filter). Die Pinhole Einstellung wurde méglichst

klein gehalten, um eine optimal e konfokale Analyse zu ermdglichen.

4.14. Untersuchung im Elektronenmikroskop

Die invadierten Hirnschnitte, anheftend am Filter wurden in 4% depolymerisiertem
Paraformal dehyd und 2% Glutaraldehyd 6 Stunden bei Zimmertemperatur fixiert und
anschlief3end in 2% OsO4 2 Stunden osmifiziert. In ansteigenden Konzentrationen an
Aceton erfolgte die Dehydrierung und schliefdlich das Einbetten in Spurr's Medium.
Semidunnschnitte wurden unter einem Zeiss Axiaphot Mikroskop analysiert, die

Ultradiinnschnitte in einem Zeiss 10B Elektronenmikroskop.
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Ergebnisse
1. Versuchsdurchfihrung

1.1. Praparation der Matrix

Die schnelle Préparation des Gewebebl dckchens aus Schweinehirn (innerhalb von
1-2 Stunden) nach der T6tung des Tieres im Schlachthof zielte darauf ab, dessen
empfindliche Proteinstruktur zu erhalten.

Der strukturelle Erhalt der weil3en Substanz wurde mikroskopisch (10pum Schnitte,

H.-E.-Farbung) als Marklager ohne Beimengung von Arachnoidea oder grauer
Substanz bestétigt (Abb. 1),.

Abbildung 1:  H.-E.-Farbung eines typischen Marklagerschnittes. Deutlich erkennbar sind die
gebindelten Faserverbande, dazwischen einzelne GeféalRe. Es finden sich keine Anteile von
grauer Substanz oder Arachnoidea . VergréRerung: 10x
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1.2. Faserrichtung des Marklagerschnittes

Die unten geschilderten Versuche wurden bei konstanter Schnittrichtung zum
Faserverlauf am Gewebeblock durchgefihrt.

Wie noch gezeigt werden wird, beeinflusst eine Anderung der
Myelinfaserausrichtung im Hirnschnitt bei ansonsten gleichen Bedingungen die
Invasionsrate. Diese Versuche waren die einzigen, bei denen bewusst mit variabler
Schnittrichtung gearbeitet wurde. Eine Kontrolle der Faserrichtung des
unbehandelten Schnittesist zur Interpretation der Ergebnisse bei jeder neuen
Versuchsreihe erforderlich. Auf deren Durchfiihrung wird weiter unten noch

eingegangen.

1.3. Haltbarkeit des Praparates

Es stellte sich jedoch heraus, dal3 nach 8 Versuchen zunehmend die Struktur der
Fasern aufweichte, ein schwécheres Farbeverhalten zeigte und schlechter
differenzierbare Fasern und Zellen zeigte. Dabei wurden keine Gefrierartefakte
nachgewiesen, die fur eine fehlerhafte K Uihlkette gesprochen hétten. Vielmehr muf3
davon ausgegangen werden, dal3 ein zu haufiges V erwenden des empfindlichen
Gewebes mit unvermeidbaren Temperaturwechseln zwischen —70 (Gefrierschrank)
und —20°C (Kryotom) pro Versuchsreihe zu einer Degeneration der Fasern fihren
kann. Ein Gewebeblock wurde daher in der Folge nicht 6fter als finf mal ( funf
Versuchsreihen ) verwendet.

Abbildung 2: Schwécher werdendes Féarbeverhalten eines mehrfach verwendeten

Hirnschnittes. Kein Hinweis auf Gefrierartefakte. H.-E.-Féarbung. VergréRerung: 10x
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1.4. Vorbereitung von Kammer, Filter und Hirnschnitt

Im Folgenden wird auf vorbereitende Arbeiten eingegangen, die fir den Erhalt des
Hirnschnittes unverzichtbar sind. Die Erprobung dieser Vorarbeiten war wesentlicher
Bestandteil der vorliegenden Arbeit, da der infiltrierte Hirnschnitt nur durch
mechanische Kréfte ohne chemische Fixierung erhalten werden sollte. Auf die
Ergebnisse der Infiltrationsversuche wird im vierten Teil (Ergebnisse) ndher

eingegangen.

1.4.1. Schnittdicke

Die optimale Schnittdicke lag bei 20 bis 40pum. 10um waren zu zart, um vom Messer
des Kryostaten zur Kammer transportiert werden zu kdnnen und eigneten sich nur zur
H.-E.-Farbung. Bei hdheren Schnittdicken (30um, 40um) war ein homogeneres
Abdecken des Filters moglich. Auf das Infiltrationsverhalten bei unterschiedlichen
Schnittdicken wird weiter unten noch eingegangen.

Die H.E.—Férbungen zur Bestimmung der Myelinfaser - Richtung wurden an 10um
dicken Schnitten durchgeftihrt, die Hamalaun-Farbungen an 20um dicken Schnitten, um
nach der abschlieffenden Bestimmung der Schnittrichtung keine Verstellung am Messer
des Kryostaten mehr durchfihren zu mtissen.

1.4.2. Grof3e der Schnittflache

Bei der makroskopischen Préparation des Marklagers wurde darauf geachtet, eine
Schnittléche entsteht, die so grof3ist, dal? sie die Deckelunterseite | ickenl os abdecken
kann.

Da man makroskopisch den Faserverlauf im Gewebeblock nicht bestimmen kann,
wurde dieser so prépariert, dald mehrere Schnittflachen ausreichender Grof3e (18mmg)

zur Verfligung stehen.

1.4.3. Transport des Schnittes vom Kryotommesser in die Kammer

Der Transport stellte eine grof3e physikalische Beanspruchung des nur wenige pum
dicken Schnittes dar. Es kam wiederholt zu Rissen, Auffaserungen und zu einem
Aufrollen des Schnittes. Auch war eine exakte Plazierung in der Mitte des Filters durch

adhasive Kréafte oftmal s erschwert.
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Die Handhabung gestaltete sich am sichersten, wenn der Schnitt mit einer spitzen, nicht
armierten, sorgféltig vorgekihlten Pinzette vom Kryotommesser genommen wird. Da
der Schnitt an den Branchen der Pinzette stark anhaftet war es am zuverlassigsten, ihn
auf die Filterflache zu halten und mit einem feinen, ebenfalls gekuhlten Pinsel
abzustreifen.

1.5. Inhalt des unteren Kammerschachtes

1.5.1. Volumen

Bei einem eingesetzten V olumen von 200pul (entsprechend den Herstellerangaben
(Costar ™) fir die Durchfiihrung des Boyden-Kammer-V ersuches mit Matrigel) kam es
zu einem innigen Kontakt von Filter beziehungsweise Hirnschnitt und
Flissigkeitsspiegel des unteren Schachtes. Hier konnte der Erhalt des Gehirnschnittes
jedoch nicht gewahrleistet werden.

Nur bel einem reduzierten Flissigkeitsvolumen (100ul Medium) im unteren Schacht
konnte der Hirnschnitt erhalten werden.

1.5.2. Substanz

Bel den typischen Boyden Kammer — Versuchen wird in die untere Kammer eine
Substanz — ein sogenanntes Chemoattractant - eingesetzt, die auf die wandernden Zellen
einen Anziehungsreiz ausiibt und so die Invasion foérdert. Um zu unterscheiden, ob die
Zéellen in den Hirnschnitt einwandern, weil dieser schon selbst gentigend Anreiz zur
Invasion darstellt oder ob die Zellen ein Chemoattractant bend6tigen, wurde der Inhalt
der unteren Kammer variiert. Dabei fand sich kein Unterschied zwischen einem
Chemoattractant und dem Medium, das auch in der oberen Kammer enthalten ist und
nicht als Chemoattractant fungieren kann.

Der Hirnschnitt wird unabhéngig von der Art des Inhaltes der unteren Kammer

invadiert.
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1.5.3. Reduzierter Inhalt der unteren Kammer

Bel reduziertem Flissigkeitsvolumen der unteren Kammer konnte der Hirnschnitt
erhalten werden. Es entsteht eine Grenze Flissigkeit-L uft (oberer — unterer Schacht der
Kammer), in der der Hirnschnitt zu liegen kommt. Die FlUssigkeits-L uft-Grenzschicht
ist fir die Erhaltung des Hirnschnittes essentiell (siehe unten). Dennoch war ein
gewisses Flussigkeitsvolumen (100ul) in der unteren Kammer notwendig — durch
Verdunstung entsteht ein guinstiges Milieu fur den Erhalt des Schnittes.

1.5.4. Temperatur von Kammer, Filter und Hirnschnitt

Die Handhabung der Temperatur von Kammer und Hirnschnitt spielte eine
entscheidende Rolle fur die Plazierung des Hirnschnittes, da dieser in gefrorenem
Zustand rigide und zerreif3bar ist, bei geringen Temperaturschwankungen jedoch schnell
schmilzt. Weiterhin konnte durch die Handhabung von Kammer-, Deckel schrauben-
und Schnitt-Temperatur der Erhalt des Gehirnschnittes tber die Invasionszeit von 24 bis
48 Stunden ohne chemische Fixierung auf dem Filter Uberhaupt erst gewahrleistet
werden. Das genaue Vorgehen ist unter ,, 2. Optimale V ersuchsdurchf ihrung®
zusammengefasst.
Dabei ist die unterschiedliche Temperatur von Kammer und Deckel ein ganz
entscheidender Schritt, der folgende Vorteile bietet:
Haben Kammer- und Deckel gewinde identische Temperaturen kann der Deckel zu
fest geschlossen werden und den Schnitt durch die mechanische Krafteinwirkung
zerreil3en. Die gefrorene Kammer dehnt sich jedoch erst allmahlich bei
Zimmertemperatur aus und |83 im gefrorenen Zustand nicht zu, daf3 der warme
Deckel ganz zuzuschrauben ist. Vielmehr bt er einen sanften Druck auf den Schnitt
aus, der gerade hoch genug ist, um den Schnitt auf dem Filter festzuhalten, ohne
jedoch so stark zu sein, dal3 er den Schnitt zerstoren wiirde.
Der (geringe) Druck, mit dem der Deckel zugeschraubt wird, ist innerhalb einer
Versuchsreihe konstant und weniger vom Gefihl des Durchfihrenden abhéngig.
Nur auf eine gefrorene Unterlage (die Filtermembran) 1813t sich der Schnitt
problemlos aufbringen und exakt plazieren.
Nach dem Verschlief3en des Deckels (wie unter ,,2. Optimale
Versuchsdurchfiihrung” beschrieben) wird warmes (37°C) Medium eingebracht
(100ul), um sicherzustellen, dal3 die Zellen nicht durch einen starken

Temperaturunterschied geschadigt werden.
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2. Optimale Versuchsdurchfihrung

Die Variationen der Versuchsdurchfiihrung wurden bei ,Material und Methoden*
aufgefihrt, als optimal stellte sich folgender Ablauf heraus:

1. Praparation des Invasionssubstrates

Unverziglich nach Schlachtung des Tieres (Schwein) sollte die zu invadierende
Region prapariert werden.

Eine Beteiligung mehrer Regionen (graue Substanz, weil3e Substanz, grof3e Gefalie)
ist -wenn nicht ausdriicklich gewtinscht- zu vermeiden.

Die Grofe des Blockes ist so zu wéhlen, dal3 jede Seite grofd genug ist, den Filter so
zu bedecken, daf3 die Offnung der Deckel schraube komplett bedeckt ist. Dies
gewdhrleistet, dal3 die Schnittebene beliebig variiert werden kann, um eine andere
Faserverlaufsrichtung zu treffen und trotzdem einen gentigend grof3en Schnitt zu
erhalten.

Der Block wird im flussigen Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren
Verwendung bei - 70°C gehalten.

Auch bei stets erhaltener Khlkette (zwischen Tiefkuhltruhe und Kryostaten) sollte

nach maximal 5 Versuchsreihen ein neuer Block verwendet werden.

2. Vorbereitung der Invasionskammer

In die untere Kammer werden 100ul Medium pipettiert. Der Flissigkeits-Luft-
Siegel darf weder zu Beginn noch am Versuchsende (durch unerwarteten
Flissigkeitstibertritt aus der oberen Kammer) den Filter erreichen. Geschieht dies
doch, so sind diese Versuche nicht auszuwerten.

Anschlief3end wird ein Filter mit Porengréf3e 8um in die Kammer eingelegt.

Die so vorbereitete Kammer wird zum Vorkuhlen in das Kryotom (-20°C)gegeben,
wo spater auch das Préparat geschnitten wird und erst wieder welterverwendet,
wenn der Inhalt der unteren Kammer gefrorenist.

Die Deckelschraube behalt Zimmertemperatur, sie darf nicht mitgekihlt werden.
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3. Einbringen von Invasionssubstrat und Zellen

Zunéachst wird im Kryotom (-20°C) ein 10um —Schnitt angefertigt.

Dieser Anfangsschnitt dient der Bestimmung des Faserverlaufes im Gewebe und
wird unmittelbar geféarbt (Hamatoxilin-Eosin oder Hamalaun). Diese Bestimmung
des Faserverlaufsist auch am letzten Schnitt einer Versuchsreihe notwendig, um zu
sicherzustellen, dal? keine, innerhalb des Praparates kreuzenden Fasern die
Versuchsergebnisse einer Versuchsreihe beeinflussen.

Die weiteren Schnitte werden bei 20 - 40um durchgefihrt.

Der Gehirnschnitt wird mit Hilfe einer nicht armierten Pinzette oder nur mit Hilfe
eines Pinsels auf den Filter in der vorgekihlten Invasionskammer gehoben.

Die Kammer wird aus dem Kryotom in Zimmertemperatur gebracht und gewartet,
bis der Hirnschnitt beim langsamen Auftauen sich dem Filter eng anlegt, die
gesamte Kammer aber noch nicht Zimmertemperatur erreicht hat .

Die warme Deckel schraube wird nun vorsichtig und sanft zugedreht, ohne ein
kraftvolles Schlief3en zu erzwingen.

Der oberen Kammer werden 100l Medium (noch ohne Zellen) zugefigt, um die
spéter zugefugten Zellen keinen allzu hohen Temperaturschwankungen auszusetzen.
In weiteren 100pl Medium werden schliefdlich (je nach Fragestellung 10.000 —
40.000 ) Zellen zugefigt.

Die Kammer wird bei 37°C fur 24 — 48 Stunden inkubiert.

4. Férbung des Hirnschnittes

Die Farbung erfolgt nach Papanicolaou (wie auch sonst die herkdmmlichen Boyden
Kammer Versuche bel Verwendung der Costar™-Kammer). Wichtig ist es, den Filter
mit dem darauf nur aufliegenden Hirnschnitt vorsichtig von Farbeschale zu Férbeschale
zu heben, da dieser sonst ,, abgewaschen® werden kénnte. Hierzu eignet sich eine
Pinzette mit L6ffelartigen Branchen, mit denen der Filter nicht gegriffen, sondern
gehoben wird. Alternativ kann auch der Filter in einem Bad belassen werden und die

einzelnen Farbel 6sungen werden hinzu- und wieder abpipettiert.
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5. Fixierung des Hirnschnittes

Der geférbte Hirnschnitt wird zusammen mit dem Filter umgedreht auf einen

Objekttréger gelegt und mit Aquatex™ unter einem Deckglas eingedeckt.

6. Untersuchung am Konfokalen Mikroskop

Der unbehandelte Hirnschnitt wird kurz in PBS gewaschen, um unvollstandig
adhérierende Zellen abzul 6sen und ohne weitere Vorbereitung auf einem Objekttrager

sofort analysiert.
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3. Versuchsergebnisse

3.1. Lichtmikroskopie

1. Unvollstandig geflllte untere Kammer — erste Versuche

Abbildung 3: Bei unvollstandig gefullter unterer Kammer aber schlechter
Temperaturangleichung invadieren die Zellen in Zellverbanden, weniger als einzelne Zellen. Die
Zellen bilden untereinander Zell-Zellkontakte aus und Zellanhaufungen, die Uber Briicken

miteinander verbunden sind. VergroRerung: 4x

Abbildung 4: Die oben gezeigten Zellanhdufungen sind streng auf den Hirnschnitt
begrenzt. Man kann lichtmikroskopisch die Grenze des Hirnschnittes sehen und das auf
diesen begrenzte Anhaufen von Zellen in Konglomeraten. Vergrofzerung: 10x
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2. Variation der Zellen

R

Abbildung 5: Variation der eingesetzten Zellzahl: Bei Verwendung von 20.000 Zellen sind diese
gleichmalig tber das Préparat verteilt. Die Zellen waren keinen Temperaturunterschieden

(Schnitt-Medium) ausgesetzt. VergrofR3erung: 10x

Abbildung 6: Variation der Zellzahl: Bei Verwendung von 40.000 Zellen sind auch entsprechend
mehr Zellen im Praparat zu finden. Der Versuchsaufbau ist somit in der Lage, verschiedene

Zellzahlen korrekt darzustellen.

23




P i e,

Abbildung 7: Abhangigkeit von der Zeit: Nach 24 Stunden bilden sich bei einem Ansatz von
10.000 Zellen die ersten Konglomerate aus. Vergr. 10x

Abbildung 8: Abhangigkeit von der Zeit: Nach 36 Stunden sind deutlich mehr Zellen invadiert.
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Abbildung 9: Detailvergrof3erung aus obiger Abbildung, die lokale Anhdufungen, begrenzt auf

das Invasionssubstrat zeigt.
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Abbildung 10: Kontrolle der Zellinvasion im Préaparat: Bei Zusatz von MTT ohne weiteren
Farbeschritt wird dieses zu Sternférmigen Komplexen mitochondrial umgewandelt. Die
invadierten Zellen haben einen in situ nachweisbaren aktiven Stoffwechsel, es sind nicht etwa

nur tote Zellen, die artifiziell am Schnitt haften bleiben. Vergré3erung: 20x.
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Abbildung 11: Kontrolle mit Zellen, die mit 1200%igem Alkohol abgetttet worden waren: es
finden sich keine Zellen mehr im Schnitt. Die in den oben gezeigten Préaparaten enthaltenen
Zellen sind somit auschlieRlich lebende Zellen, die aktiv in Gehirngewebe invadieren und nicht

etwa einfach nur tote Zellen, die auf dem Hirnschnitt liegen. VergroRerung: 4x.

Abbildung 12: Kontrolle der Zellinvasion anhand von Zellen, die vorher mit Vincristin behandelt
worden waren. Vincristin, ein Chemotherapeutikum, das das Zytoskelett der Zellen zerstért und
sie so immobilisiert, wurde in ansteigenden Konzentrationen zugesetzt. Bei 10 ng/ml sind

deutlich weniger Zellen invadiert.
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Abbildung 13: Bei ansteigender Vincristin — Konzentration (50ng/ml) sind deutlich weniger
Zellen invadiert, sie sehen kleiner und unregelmaRig begrenzt aus. Bei 100ng/ml waren keine
Zellen mehr im Préparat nachweisbar.

3. Variation der Matrix
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Abbildung 14: Kein Hirnschnitt: Durchfiihrung einer Kontrolle mit Einsetzen von 20.000 Zellen,
die ohne Hirnschnitt an dem Filter anhaften kénnten, was unter den gegebenen
Versuchsbedingungen jedoch nicht passiert. Die Zellen haften folglich nicht einfach nur an dem
Filter, sondern ausschlie3lich an dem Hirnschnitt.
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Zellen im oberen Schacht
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Gehirnschnitt aktiv invadieren. Vergr.: 2,5x

Abbildung 15: Bei gleichzeitiger Konfrontation der Zellen mit Hirnschnitt und unbedecktem Filter
in einem Ansatz finden sich lediglich im Gehirngewebe Zellen, nicht auf dem Fiter. Dies

unterstiutzt erneut die Aussage, dal3 die Zellen nicht am Filter adharieren, sondern den
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Abbildung 16: Detailvergrof3erung aus obiger Abbildung: Die Zellen sind streng auf das
Préaparat begrenzt. Vergr.: 20x

Abbildung 17: Variation der Schnittdicke des Praparates: Bei 20pm Schnittdicke kommt es zu
einer gleichméRigen Verteilung der Zellen. Kleine Risse im Praparat sind dargestellt. Diese sind
frei von Zellen, welche ausschlie3lich den Hirnschnitt invadieren, nicht am Filter adharieren.

Vergr.:10x
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Abbildung 18: Variation der Schnittdicke des Praparates: Bei 30um Schnittdicke kommt es
seltener zu kleinen, Zell-freien Rissen im Préparat.

—

Abbildung 19: Versuchsdurchfiihrung mit Poly-L-Lysin anstelle eines Hirnschnittes als
Invasionsmatrix. Die Zellen sind sehr gleichmaRig verteilt. Keine Zellanhaufungen. Die
Versuchsdurchfiihrung ohne vollstéandig gefillte untere Kammer ist kein Hindernis fiir einen

Invasionsversuch, da Poly-L-Lysin ein normales Invasionssubstrat darstellt. Vergrof3erung: 10x
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Schematische

Darstellung des
Faserverlaufsin Faserverlauf
der weiRRen im
Substanz Schnittpréparat
Schnittebenen:
parallel und
senkrecht zum
Faserverlauf
Zéllinvasion

—— S

Abbildung 20: H.-E.-Farbung des nativen Praparates zur Bestimmung der

Faserverlaufsrichtung: Die Fasern sind nahezu alle parallel ausgerichtet, kleine GeféRe sind
erkennbar langs getroffen.
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Abbildung 21: H.-E.-Féarbung des nativen Préparates, welches um 90° gedreht wurde, zur
Bestimmung der Faserverlaufsrichtung: Die Fasern sind senkrecht getroffen, einzelne

GefalRquerschnitte sind zu sehen.

Abbildung 22: Invasionsverhalten bei Fasern, die parallel geschnitten wurden: Die Zellen treffen
senkrecht auf den Faserverlauf und zeigen lediglich in einer Ecke eine beginnende Invasion, die

-diagonal im Bild - parallel zum angedeutet erkennbaren Faserverlauf liegt.
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Abbildung 23: Invasionsverhalten bei senkrecht getroffenen Fasern, in die die Zellen direkt
einwandern kdnnen: deutlich mehr invadierende Zellen im Vergleich zum Ansatz mit parallel
geschnittenen Fasern. Vergr.:10x

Abbildung 24: Detailvergrof3erung aus oben beschriebener Abbildung, die die Zellen auf das
Gehirngewebe beschréankt zeigt.
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Abbildung 25: Papanicolaou — Farbung des unbehandelten, frischen Hirnschnittes. Im Vergleich
zur H.E. — Farbung des Nativgewebes (unten) eine etwas flauere Darstellung. Zellen und
GefaRe kommen zwar auch zur Darstellung, jedoch in sehr viel geringerem Mal3e. Diese
Farbung eignet sich somit besonders, um den Hirnschnitt in seinen Begrenzungen und seiner
Struktur darzustellen, ohne jedoch die Darstellung der invadierten Tumorzellen durch

gleichzeitige Uberlagerung mit anderen Zellen zu verschlechtern.




S A
. § - 18

3 ik .. T
s vt SRR
3 ,H-.!!L r.ﬁ_:x ; i
N ] TRy

Sl b o .-uh 2L a p O

Iy LT

Abbildung 26: Kontrolle der Faserverlaufsrichtung vor Durchfuhrung der eigentlichen
Versuchsreihe mittels Hamalaun-Farbung: Deutliche Darstellung paralleler Fasern, die langs

geschnitten wurden. VergrofRerung: 4x

Abbildung 27: Kontrolle der Faserverlaufsrichtung vor Durchfiihrung der eigentlichen

Versuchsreihe mittels Himalaun-Farbung: quergeschnittene Fasern. Vergro3erung: 4x
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Die Hamal aun-Farbung konnte somit vor jeder Versuchsreihe genutzt werden, um den
Faserverlauf fir das jeweils geplante Experiment zu bestimmen. Die schnelle
Durchfiihrung (im Vergleich zur H.-E.-Férbung) ist nitzlich, dain dieser Zeit die

Matrix vor dem eigentlichen Versuchsbeginn umso kiirzer den Temperaturwechseln
ausgesetzt ist.

Abbildung 28: Bei Einsatz von DMEM in der unteren Kammer an Stelle von 3T3 — Medium ist
das Invasionsverhalten der Zellen unbeeinflu3t. Ein Chemoattractant — eine Substanz, die einen
zusatzlichen ,anziehenden” Reiz auf die Zellen ausubt ist nicht notwendig. Der Gehirnschnitt ist

allein schon hinreichendes Invasionssubstrat.

Abbildung 29: Ausschnitt aus obiger Abbildung. Deutlich zu erkennen sind die von einander
separierten Zellen, die keine Kontakte ausbilden und gleichméRig verteilt sind. Kern-Plasma-
Relation und gelentlich Mitosefiguren sind in einzelnen Zellen gut zu beurteilen. Vergréf3erung:
20x.
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3.2. Konfokale Mikroskopie

3.2.1. Morphologie

it

Abb. 28: Aufsichtdarstellung invadierender U87 GFP-Zellen im Hirnschnitt (30um)
nach 12h. Die fluoreszierenden Zellen werden durch die Konfokale Mikroskopie
dargestellt, der nicht fluoreszierende Hirnschnitt nicht. Dies erlaubt eine gute

Beurteilbarkeit von Zellzahl und Morphologie.
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Invasionsrichtung cI

/ Filter

Abb. 29: Darstellung des Schnittes aus Abb. 28 in der dreidimensionalen
Rekonstruktion und seitlichen Ansicht. Die Zellen haben nach 12 Stunden eine gewisse
Eindringtiefe [a] (innerhalb eines nicht fluoreszierenden) Schnittes der Dicke [b]
erreicht. Manche Zellen sind weiter in den Schnitt eingedrungen a's andere, was
unterschiedliche Aktivitatszustande einzelner Zellen im Rahmen der Invasion vermuten
|&3t. Die weiter unten angefUhrte Quantifizierung der Invasion in Abhangigkeit von der
Zeit und unter dem Einfluf3 invasionshemmender Agentien entspricht einer Analyse

entlang der Invasionsachse [c]. ( - entspricht 30um)
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Abb. 30, 31: Bei Schnitten, deren Faserrichtung parallel zur Analyserichtung des
Konfokalen Mikroskopes getroffen wurde, 1803t sich die Ausbildung langer Zellfortsétze
als morphologisches Korrelat der Invasion darstellen.
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3.2.2. Quantitative Analyse

Die Invasionsrate wie auch die Proliferationsrate der transfizierten U87 GFP Zellen
entsprach nahezu den nicht transfizierten Gliomzellen. Unter dem konfokalen
Mikroskop konnte das Intensitétssignal der fluoreszierenden Zellen im nicht

fluoreszierenden Hirnschnitt gemessen werden.
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Abb.32 Die Messung des Intensitdtssignals im Invasionsassay nach einer vorgegebenen
Zeit korrelierte mit den ansteigend zugesetzten Zellzahlen. Das Intensitétssignal ist eine
einfach zu bestimmende quantifizierbare Grof3e, die der Anzahl an Zellenim
Hirnschnitt entspricht.

Andererseits bietet der Versuchsansatz die Moglichkeit, differierende Zellzahlen korrekt
wiederzugeben — elne wesentliche V oraussetzung, um zum Beispiel den Einflul3
invasionshemmender Substanzen zu bestimmen.

Die Invasionstiefe (nach 24 Stunden) wurde durch die Zellzahl, die im Versuch
eingesetzt wurde, nicht beeinfluf3t. Eine gegenseitig hemmende oder férdernde
Komponente der einzelnen Zellen war nicht nachweisbar. Die maximal erreichte Tiefe

im Hirnschnitt nach 24 Stunden lag bel 25 pm.

ADbb.33 Die Invasionstiefe konnte auch zur Inkubationszeit korreliert werden. Bei
konstanter Zellzahl (30000 Zellen pro Ansatz) konnten nur wenige Zellen nach 12
Stunden nachgewiesen werden. Diese Zellen waren nahe der Oberfléche des Schnittes
im Gewebe nachgewiesen. Nach 18 und 24 Stunden stiegen die Invasionstiefe und das
Maximum des Intensitétssignals an. Dies entspricht mehr Zellen weiter in der Tiefe des
Schnittes. Nach 48 Stunden hatte die Mehrzahl der Zellen die Unterseite des Schnittes
erreicht. Uber die gesamte Breite des Hirnschnittes war jedoch ein htheres
Intensitatssignal zu messen — Zellen befanden sich in allen Ebenen des Schnittes. Dies
l&3t die Vermutung nahe, dal? die einzelnen Zellen ein unterschiedliches

Invsionpotential besitzen oder sich in unterschiedlichen Aktivitatszustanden befinden.
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Sowohl in der Konfokalen Mikroskopie wie auch in der Lichtmikroskopie konnten
Zellen nur in den Bereichen gefunden werden, in denen Hirn den Filter bedeckte. Da
das Hirn selbst nicht fluoresziert, wéren am Filter adhérierende Zellen unter dem
Konfokalen Mikroskop mit einer noch groferen Sicherheit alsin der Papanicolaou
Farbung nachzuweisen gewesen. Auch im Inhalt des unteren Schachtes waren keine

fluoreszierenden Zellen nachzuwei sen.

Der Einfluf3 invasionshemmender Substanzen (Vincristin, Taxol) wurde auch unter dem
Konfokalen Mikroskop gemessen. Korrelierend zu den Ergebnissen der
Lichtmikroskopie flhrte die Behandlung der Zellen mit ansteigenden Konzentrationen
an Taxol zu einer Reduktion der Zellzahl, was sich auch in der Quantifizierung mittels
Intensitdtsmessung wiederspiegelt.

Abb. 34 10ug/ml Taxol hatte nur einen geringen Effekt auf die im Hirnschnitt
nachgewiesenen Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Auch die Invasionstiefe blieb
unbeeinflufdt. Mit ansteigender Taxolkonzentration sank die Anzahl der Zellen, die den
Schnitt invadierten (reprasentiert durch ein sinkendes I ntensi tétsmaximum).
Gleichzeitig nahm auch deren Potential ab, im Hirnschnitt grof3ere Tiefen innerhalb
derselben Zeit zu erreichen.
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Abb. 34 Tawal in igernder K atan Box-and whiskar- Plot
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4. Lichtmikroskopische Analyse von Semi-Dinnschnitten

Dem Medium
zugewandte Seite des

Hirnschnittes

Filterseite des

Hirnschnittes

Abb. 35 Die Kontrollen ( gleichbehandelter Hinrschnitt ohne Gliomzellen) zeigten, dal3
der Hirnschnitt in seiner Struktur und Oberflache nach bis zu 48 Stunden gut erhalten
werden konnte. Er wurde durch das Medium nicht zersetzt und stellte eine homogene

Invasionsoberfléche den invadierenden Zellen entgegen.
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Filter Filter- Hirnschnitt Invadierende Oberflache des

pore Gliomzelle Hirnschnittes

Abb. 36 Nach 24 Stunden Inkubationszeit konnten Zellen tief im Hirnschnitt
nachgewiesen werden, aber auch nahe der Oberflache des Hirnschnittes. Die Struktur
des Schnittes wurde in unmittelbarer Néhe zu den invadierenden Zellen durch diese
zerstort. Einige Zellen sowohl in der Tiefe wie auch an der Oberflache des Hirnschnittes

zeigten unter Methylen Blau eine mehr kréftigere Anfarbung als andere.
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5. Elektronenmikroskopische Analyse von Ultra-Diunnschnitten

Oberflache des

Hirnschnittes

Hirnschnitt Gliomzellen Myelinscheiden

Abb. 37 Auch nachdem der Hirnschnitt dem Medium ausgesetzt war, stellten sich die
neuralen Strukturen gut erhalten dar. Axone, astrozytare Zellfortsdize, Zellsomata
gliader und neuronaler Zellen kénnen unterschieden werden. VVon den zahlreichen
neuralen Strukturen sind die Myelinscheiden am besten erhalten. Die invadierenden
Gliomzellen bilden einen ,,Hof* im Schnitt, in den sie dann einwandern. Die
Auseinandersetzung mit Myelin ist im Detail vergrof3ert.
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An der Oberflache des Hirnschnittes, die dem Medium ausgesetzt war stellte sich ein
leicht beginnender Prozess der Dysorganisation von Myelin und anderen neuralen
Strukturen dar. Dieser Prozess konnte mit verantwortlich fir die vollstandige
Zerstorung des Hirnschnittes sein, wenn der untere Kammerschacht mit Medium
vollstandig aufgefillt wird. Diesfihrt zu einer Aufldsung des Schnittes von beiden
Seiten in erheblich stéarkerem Mal3e, so dafd nach 24 Stunden kein Hirnschnitt mehr
nachzuweisen ist. Bei halbgeftilltem unterem Schacht bleibt der Hirnschnitt
weitestgehend intakt.

Oberflache des Lumen eines Invadierende

Hirnschnittes Gefasses Gliomzelle

\ . .
Invasionsrichtung

Abb. 38 Detail einer invadierenden Gliomzelle in Auseinandersetzung mit Elementen

des Hirnschnittes
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Sekretorische
Vesikel

ﬁ”"*ﬁf

Gliomzelle mit
aktiviertem
7dlkern

Abb. 39 Manche invadierenden Gliomzellen zeigten eine ausgepragte sekretorische

Aktivitét. Dies kdnnte zum Beispiel einer Produktion und Freisetzung von Proteasen

entsprechen.

Abb. 40: Bei Einsatz verschiedener
anatomischer Regionen innerhalb einer
Versuchsreihe kann durch Zellzéhlung im
Lichtmikroskop die Invasionsrate im
jeweiligen Substrat bestimmt werden. Die
Invasion im parietalen Kortex (unten) ist
im Vergleich zur weil3en Substanz (oben)
vermindert.

VergroRerung: 10x

Filterporen




6. Zusammenfassung

Das hier vorgestellte, neu entwickelte Verfahren zur Untersuchung der
Invasionseigenschaften humaner Gliomzellen ist eine Erweiterung des Repertoires

bisheriger in vitro Methoden.

Der erarbeitete Versuchsaufbau bietet folgende Vorteile:

a) Invasionssubstrat
Die Untersuchung der Glioblastom-Invasion wird am Gehirngewebe adulter
L ebewesen durchgefihrt, nicht an Féten, was auch der Epidemiologie der
Glioblastomein vivo entspricht. Eine fetale Matrix, wie sie bei Spheroid-
Konfrontationskulturen zum verwendet wird, konnte so umgangen werden.
Esist moglich, die Invasion an einem Hirnschnitt vom Marklager ohne
Beimengung anderer anatomischer Regionen zu untersuchen.
Es kdnnten jedoch beliebige andere anatomische Gehirnregionen (zum
Beispiel Graue Substanz) eingesetzt und selektiv untersucht werden.
Es sind keine fixierenden Zusétze oder V orbehandlungen notwendig, um den
Hirnschnitt in seiner Struktur zu erhalten. Die Invasion erfolgt ausschliefdich
in Auseinandersetzung mit dem unbehandelten Hirnschnitt ohne Beteiligung
einer (artifiziellen) Fixierung.
Die Anatomie des Hirnschnittes wird in ihrer dreidimensionalen Struktur
erhalten, die Invasion findet in Abhangigkeit von ihr statt. Die Tumorzellen
wandern in vitro entlang der Myelinfaserrichtung, was der Situation in vivo
entspricht.
Den invadierenden Zellen wird eine — innerhalb einer Versuchsreihe —
konstante Menge an Invasionssubstrat angeboten. Dessen Volumen ist
definiert durch die Schnittdicke und den Durchmesser der Hohlschraube .
Die Invasion erfolgt unabhangig von Invasionsférdernden Substanzen
(sogenannten Chemoattractants), nur in Auselnandersetzung mit dem
Gehirnschnitt.
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b) Validité und Reliabilitét
Dielnvasion ist auf die Gehirnstrukturen beschrankt und nicht das Ergebnis
einer Anheftung am unbeschichteten Filter.
Der Versuchsaufbau mit einer homogenen Proteinschicht (Poly-L-Lysin) an
Stelle des Hirnschnittes bei ansonsten gleichen Versuchsbedingungen 1&03t
ebenfalls eine Invasion zu.
Ansteigend zugesetzte Zellzahlen werden al's ansteigende Invasionsraten im
Hirnschnitt nachgewiesen.
Hohere Zellzahlen erreichen innerhalb desselben Zeitraums eine konstante
Tiefe innerhalb des Schnittes.
Ansteigende K onzentrationen von anti-invasiven Substanzen (Vincristin,
Taxol) werden durch eine entsprechend verminderte Invasion
wiedergegeben.
Mit Alkohol abgetttete Zellen, die keine Invasion mehr vollfihren kénnen,
werden auch nicht im Hirnschnitt nachgewiesen. Die hier erfassten Zellen
sind somit stets auch aktiv den Hirnschnitt invadierende, Iebende Zellen.
Dieinvadierten Zellen zeigen einen in situ nachweisbaren Stoffwechse.
Die Analyse der Zellinvasion ist sowohl lichtmikroskopisch wie auch im
konfokalen Lasermikroskop (mit GFP-transfizierten Zellen) moglich. Hier
kann neben der Zellmorphologie auch die Invasionstiefe im Schnitt, unddie
Invasionsgeschwindigkeit analysiert werden.
Die Versuchsdurchfihrung ist schnell (24 Stunden), einfach, reproduzierbar

und kostenarm.
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Diskussion

1. Klinik der Gliominvasion

Diediffuse Infiltration des umliegenden Gewebes durch Gliomzellenist ein
entscheidender Faktor fur das Rezidivtumorwachstum und damit fur die Morbiditéat und
Mortalitét betroffener Patienten. Dabei spielt weniger die systemische Metastasierung
eine pathogenetische Rolle fur das Versagen lokaler Therapien asvielmehr die
extensive Invasion der unmittelbaren Umgebung® und selbst weit entfernter
Gehirnregionen, zum Beispiel der kontralateralen Hemisphére. Die Invasion bevorzugt
anatomische Landmarken: Prédilektionsstellen sind parallele und kreuzende Bahnen der
weil3en Substanz, zum Beispiel im Bereich des Balkens, der Capsulainterna und der
Sehbahn. Diese klinische Beobachtung konnte auch im Tierversuch bestatigt werden®.
Die Invasion ist eéin komplexer Prozef3 einer Interaktion der Tumorzelle mit ihrer
Umgebung. Im humanen Gehirn sind Zellen der Mikroglia entscheidend an

immunol ogischen Prozessen beteiligt. |hnen werden phénotypische und funktionelle
Charakteristika zugeschrieben, die denen von Makrophagen und Antigen-
prasentierenden dendritischen Zellen hneln °. Gliome induzieren die Neubildung von
Gefdlen, die Neoangiogenese.

Eine entscheidende Rolle kommt bei der Invasion jedoch der cerebralen
Extrazellularmatrix zu, die das Invasionssubstrat der Gliomzellen darstellt.

1.1. Abh&ngigkeit der Invasion von der Umgebung

Extrazellularmatrix

Die Extrazellularmatrix wird als das nattrlich vorkommende extrazellulare Substrat
beschrieben, in dem Zellen in vivo migrieren, proliferieren und sich differenzieren *°,
Eine einmal synthetisierte Extrazellularmatrix ist unter normalen Bedingungen relativ
stabil, bei Traumen, Infektionen oder Neoplasien kann sie alerdings substanziellen
Anderungen ihrer Struktur und Funktion unterliegen. Die Extrazellularmatrix des ZNS
ist weit weniger untersucht als die anderer Organe ™.

Hinzu kommt, daf3 eine vollsténdige biochemische Analyse der Matrix dadurch
erschwert ist, dal3 eine scharfe, statische Grenze zwischen Zelle und Extrazellularraum

schwierig zu definieren ist und sich beide gegenseitig beeinflussen. Deshalb wird die
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Zelle mit ihrer umgebenden Matrix as,, strukturelles und funktionelles Kontinuum®
bezeichnet.

Von den Komponenten der Extrazellularmatrix des ZNS wurden regionspezifisch
bestimmt: Kollagen Typ | und 111 und Fibronectin im Bereich der Glia limitans externa
und der Gefal3e, Glykosaminoglykane, Hyaluronséure, vorwiegend in der weil3en
Substanz Hyaluronectin®®. Eine Sonderstellung nehmen innerhalb der
Extrazellularmatrix des menschlichen Korpers geformte Komponenten ein. Im
Parenchym des ZNS ist der Extrazellularraum vorwiegend amorph, eine Basalmembran
existiert lediglich im Bereich der Lamina limitans externa und cerebraler Gefal3e.

Interaktion der Tumorzelle mit der Extrazellularmatrix

Die Interaktion der invadierenden Gliomzelle mit dem Extrazellularraum ist noch nicht
vollstéandig erfasst. Spezifische extrazellulére Proteine des ZNS beeinflussen auf
mechanischem und chemischem Weg die Gestalt und den Stoffwechsel der Zelle Uber
die Zellmembran.

Eine gerichtete Zellbewegung entlang eines K onzentrationsgradienten kleiner Molekiile,
die von Oberflachenrezeptoren erkannt werden bezeichnet man al's Chemotaxis. Die
Haptotaxis ist hingegen eine Rezeptor-vermittelte Bewegung entlang adhasiver

Extrazellular-Matrix-Proteine .

Einleitung der Invasion durch die Adh&sion

Die Invasion wird eingeleitet von der Adhasion, dem Anheften der Tumorzelle an einer
Matrixkomponente. Dieses Anheften — der Kontakt — der Zelle mit dem Substrat darf
nicht zu innig sein, da es sonst lediglich zu einer Adhésion kommt- die Zelle bewegt
sich nicht weiter. Der Kontakt muf3 auch schwach genug sein, um die Zelle sich von
ihm entfernen zu lassen. Es konnte nachgewiesen werden, dal3 ein direkter
Zusammenhang zwischen der Geschwindigkeit der migrierenden Zelle und Rezeptor-
und Ligand-K onzentrationen beziehungsweise der Rezeptor-Ligand-Affinitét besteht.
Bel hoher Liganden-Konzentration ist eine niedrigere Rezeptor-Expression fir eine
schnellere Bewegung notwendig und umgekehrt 12 .

Die Tumorzellen ,,erkennen” ihre Umgebung mit Hilfe einer Vielzahl von
Transmembran-Rezeptoren: Cadherine, Zell-Adhasions-Moleklle (Cell attachment
molecules =CAM) oder Integrine **. Diese Integrine sind keineswegs starr in der
Zellmembran fixiert, vielmehr kommt es beim Anbinden einzelner Liganden zu einer
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Ansammlung weiterer Rezeptoren in dieser Region der Zellmembran, in der sie
_ schwimmen®“1*. Eine weiter zunehmende Adhasion am Substrat fihrt schlieRlich zur

Migration der Zelle in diese Richtung™.

1.2. Veranderung der Umgebung der Tumorzelle durch Sekretion

Tumorzellen sezernieren Proteasen, wie zum Beispiel die Metalloproteinasen (MMPs),
Cysteinproteasen und Serinproteasen zum Verdau der Extrazellularmatrix™, in die sie
dann hineinmigrieren. Die Produktion von Proteasen ist ein physiologischer Prozef3
auch im gesunden Gewebe, in dem sich neben diesen Proteasen auch deren Inhibitoren
(zum Beispiel tissue inhibitors of metalloproteases = TIMPs) finden und die mit diesen
ein Gleichgewicht bilden™.

Unter den Serinproteasen sind die Plasminogenaktivatoren (PA) von besonderer
Bedeutung. Diese sind in zwei Formen in den Gewebeabbau im Rahmen der
Tumorinvasion involviert: als Urokinasetyp (UPA) und als Gewebetyp (tPA). Diese
Plasminogenaktivatoren wandeln das inaktive extrazellulare Plasminogen in aktives
Plasmin um. Plasmin ist wiederum eine Protease, die Kollagen (deren nicht triple-
helikalen Anteile) und andere extrazellulare Proteine abbauen kann. Humane und
Ratten-Gliomzellen produzieren Plasminogenaktivatoren, insbesondere uPA in vivo und
in vitro. Eine andere Serinprotease ist die Guanidinobenzoatase (GBZ), die vorwiegend
in Zusammenhang mit migrierenden Zellen gebracht wird, wo sie vor alem am
voranrtickenden Ende der Tumormasse gefunden wird. GBZ spaltet die

V erbindungspeptide zu Fibronectin und scheint an der Losl6ésung von Zellen von ihrer
Umgebung innerhalb der Extrazellularmatrix beteiligt zu sein, um die Migration in den
frel gewordenen Raum zu ermoglichen.

Mehrere Matrix Metalloproteinasen (MMP's), die fir die Tumorzellinvasion von
Bedeutung sind, wurden in der Vergangenheit beschrieben. An Melanom-und
Mammakarzinomzellen konnte eine I nteraktion von MM P9 und dem
Oberflachenrezeptor CD44 nachgewiesen werden. Beide bilden einen Komplex, der an
die Hyaluronsaure der Extrazellularmatrix bindet und die Kollagen Typ IV — Spaltung
im Rahmen der Invasion fordert™.

Auch sogenannte , freie Sauerstoffradikale” werden von invadierenden Tumorzellen
unabhéngig von den Proteasen sezerniert, die zu einem Abbau der Extrazellularmatrix

beitragen'® .



Zusétzlich zu den Proteasen kdnnen Gliomzellen extrazellulare Matrix-Molekile
sezernieren, denen eine ,,permissive” Funktion zugeschrieben wird - wie zum Beispiel
Tenascin, welches Axone auseinander spreizen oder Hyaluronséure, die auf Grund ihres
hoheren Wassergehaltes einen Weg mit geringerem Widerstand er6ffnen konnte. Dies
wurde unter anderem auch aus der Beobachtung gefolgert, dal3 mit steigendem
Malignitatsgrad das Ausmald der Hyaluronsaureproduktion in Gliomen zunahm?® .
Zusammenfassend ist die Invasion ist nicht etwaein smpler Vorgang, bel dem die
Tumorzelle ihre Umgebung wahllos zerstort und in den geschaffenen Raum
hineinwandert. Vielmehr stellt sie das Ergebnis einer komplexen Interaktion zwischen
Zelle und Matrix dar. Im Laborversuch wird diese Interaktion wesentlich davon
beeinflusst, wie die Matrix beschaffen ist, die der Tumorzelle angeboten wird. Die
Ubertragbarkeit jedes Laborversuches auf die Situation in vivo muf sich daran messen

|assen, wie dhnlich die Invasionsmatrix der Situation in vivo ist.

Die Invasion ist fur den klinischen Verlauf der Erkrankung entscheidend und deshalb
Untersuchungsgegenstand zahlreicher Laborverfahren, um eine bessere Einsicht in ihre
vielfaltigen Regulationsmechanismen zu bekommen und Behandlungsstrategien zu

entwickeln.

2. Versuche zur Untersuchung der Invasion

2.1. Tierversuche

Durch die Implantation von Spheroiden (kugeligen Tumorzell-Aggregaten, die unter
speziellen Kulturbedingungen in vitro erzeugt werden kénnen) in den Kortex von
jungen Ratten kann das Invasionsverhalten von Gliomzellen in vivo studiert werden.
Dabel sind insbesondere systemische V organge zwischen Tumor und Wirt, wie die
Interaktion mit dem Immunsystem des Tieres oder die Angiogenese von besonderem

Interesse, dasie nicht in vitro ssmuliert werden kénnen.

Es gelang bei solchen Versuchen auch, eine Invasion der Zellen entlang der Bahnen der
wei3en Substanz nachzuweisen — so wie es auch in klinischen Untersuchungen fir
humane Tumoren in vivo beschrieben ist &,
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Allerdings ist hier lediglich eine qualitative Aussage moglich, eine Quantifizierung ist
schwierig.

Jede Aussage dieser Tierversuche kann sich immer nur auf das Verhaten von
Rattengliomzellen im Rattengehirn beschrénken. Nicht jedes Ergebnis kann auf den
Menschen Ubertragen werden. Zudem werden die Spheroide in den Kortex der Ratte
implantiert, einer anatomischen Region, die beim Menschen nicht Prédilektionsstelle flr
gliomatdse Tumoren ist. Auch ist das Verhdltnis von grauer zu weil3er Substanz bei
Mensch und Ratte unterschiedlich.

Es kdnnen an diesem Modell bel immunkompetenten Ratten auch nur Gliomzelllinien
der Ratte untersucht werden. Menschliche Zelllinien rufen eine starke Immunreaktion

hervor, die zu einer Zerstérung der Spheroide fiihrt™.

2.2. In vitro Versuche zur Invasivitat

2.2.1. Konfrontationskulturen von Zellaggregaten

Tumorzellen bilden unter speziellen Kulturbedingungen Spheroide (dreidimensionae
Z€ellgebilde) aus, deren Eigenschaften eher der Situation in vivo &neln als

Einzel zellsuspensionen. Diese Tumorzell-Spheroide wurden mit Spheroiden anderer
Gewebe konfrontiert, in die sie dann invadierten. Meist werden hierzu fetale (Ratten)
Gehirnzellverbande verwendet.

Jedoch besitzen auch die fetalen Zellen selbst ein enormes invasives Potential, so dal3
immer unterschieden werden muf3, welches Spheroid das andere invadierte. L&t man
hingegen die fetalen Spheroide reifen (20Tage), so differenzieren siesich ausin eine
dreidimensional e Struktur mit etwa 28%Astrozyten, 20%0ligodendrozyten und 28%
Neuronen. Sie besitzen jedoch keine klar geformte parallele Struktur dreidimensionaler
Myelinfasern. Weiterhin wurden Ependymzellen, Makrophagen und Mikrogliazellen
beschrieben. Diese reifen Spheroide haben ihr invasives Potential verloren.. Deshab
konnten fetale Zell-Spheroide zwar im Rattengehirn gut invadieren, in ein reifes
Spheroid jedoch nicht?. Diesist zwar nicht unmittelbar auf die Gliomzellinvasion zu
Ubertragen, zeigt jedoch, dal3 auch die blof3e Zusammensetzung aus identischen

» Bausteinen noch nicht den gleichen ,,Bauplan® bedeutet.
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2.2.2. Versuche zur Invasion von Basalmembranen und lebendem Gewebe in vitro

Um den Vorgang der Invasion von menschlichen Tumorzellen beliebiger Herkunft zu
untersuchen, wurden verschiedene Versuchsmethoden etabliert, um den Tumorzellen
moglichst , naturnahe” Substrate al's Zielgewebe anzubieten. Dabei wurden
rekonstruierte Basalmembranen zum Beispiel Matrigel im Rahmen des Boyden

122 oder |ebende

Kammer Versuches), devitalisierte natiirliche Membranen
Organgewebekulturen wie etwa bronchiale Mucosa’ verwendet. Beispielsweise wurde
eine Membran aus Amnionepithel mit dem anliegenden avaskuldren Stroma aus der
Plazenta prépariert. Deren Aussagekraft wurde daran gemessen, dal der erste Schritt zur
Metastasierung - die Invasion dieser ,,Basalmembran® durch metastasierende Tumoren
(Melanomzelllinien) - in vitro simuliert wird. Ebenso erfolgte die Praparation einer
Basalmembran aus der bovinen Linsenkapsel, in die die Autoren (Mé&use-)
Mammaadenokarzinom-, (Mause-)Melanom- und (Ratten-)Hepatokarzinom-Zell-Linien
invadieren lief3en. Auch hier wurde die Invasion in vitro mit dem Invasions- und

M etastasi erungsverhalten in vivo korreliert®.

Dadie Invasion ein komplexes Zusammenspiel von Tumorzelle und Umgebung ist (wie
oben gezeigt) ist das Ergebnis der Invasionsversuche stark abhéngig von dem gewahlten
Invasionssubstrat. Im Folgenden werden deshalb einige etablierte M ethoden mit
anderen Substraten mit dem vorliegenden Modell verglichen. Eine der am haufigsten
verwendeten in vitro-Methoden im Bereich der Gliomforschung ist der Boyden

Kammer Versuch, auf den deshalb weiter unten noch néher eingegangen wird.

2.2.3. Dreidimensionale Kollagen-1nvasionsversuche

Um die Invasion eines dreidimensionalen Tumorzell-V erbandes zu untersuchen, wurden
Spheroide in Kollagen Typl — Gele implantiert. Dabel wurde bovines Kollagen
enzymatisch vorbehandelt und anschlieffend zum Gelieren gebracht. Es kam es zu
einem radidren Auswandern einzelner Zellen aus dem Zellverband. Die Autoren
konnten mit Hilfe dieses Modells die Interaktionen zwischen einzelnen Zellen im
Zellverband untersuchen wie auch die Interaktion der invadierenden Zellen mit
verschiedenen Matrixkomponenten, die dem Gel selektiv zugesetzt wurden (62).

Ratten-(C6)-Gliomzelllinien und fetale Astrozyten wurden in ihrem Invasionsverhalten
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in dieser Matrix untersucht™®. Beide Zellarten konnten innerhalb eines Tages durch
1,5cm dieser Matrix migrieren. Innerhalb von 2 bis 3 Tagen hatten die Zellen die Matrix
komplett zerstort. Zum Vergleich: an derselben Zelllinie konnte in Matrigel nur eine
maximale Invasionstiefe von 1,8mm in 4 Tagen nachgewiesen werden?*. Die
Unterschiede liegen in der Zusammensetzung und der Beschaffenheit beider Substrate:
Wahrend Matrigel etwa 25% Kollagen Typ IV enthdlt, bestehen die angefihrten
Kollagengele nur aus Kollagen Typ |. Wahrend die Kollagengel e ein offenes Netzwerk
darstellten, ist Matrigel eine kompakte Substanz, die ein grof3eres physikalisches
Hindernis darstellt.

In anderen Kollagen-Gel-V ersuchen wurde Kollagen aus Schweinehaut verwendet. Die
Autoren nutzten dieses System, um Gliomzellen Uber lange Zeit (14 Tage) in Kultur zu
halten und die Sensitivitét der Tumoren verschiedener Patienten fir Chemotherapeutika
Zu testen. Sie stellten eine weit geringere Invasivitét fest: Nach 7 Tagen waren erst
wenige Zellen im Gel nachzuweisen, nach 14 Tagen kam es erst zur vollstandigen

Invasion und Formation dreidimensionaler Tumorgebilde.

Auch diese Kollagen-Gel-Modelle beschranken ihre Aussagekraft auf die
Zusammensetzung der gewahlten Matrix. Invivo ist das Invasionssubstrat — die weil3e
Substanz - ein komplexes Netzwerk unterschiedlichster Proteine und neuraler
Strukturen in einer fein differenzierten Struktur, kein homogenes Gel eines einzelnen
Proteins.

2.2.4. Matrigel-Invasionsversuche

Beschreibung der Boyden Kammer
Eines der am haufigsten verwendeten in vitro Systeme ist die Messung der Invasionsrate
anhand des sogenannten Boyden Kammer Versuches. Da zudem Ahnlichkeiten mit dem
hier vorgestellten Modell bestehen, wird auf jenen etwas néher eingegangen.
Der Boyden Kammer Versuch besteht ebenfalls aus zwei durch eine porése
Filtermembran getrennten Kammern, von dem einige Charakteristika fur das
vorliegende Modell abgel eitet wurden, zu dem jedoch auch entscheidende Unterschiede
bestehen:
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Matrigel
- Beschreibung -
Der Filter im Boyden Kammer Versuch wird mit Matrigel - einer Mixtur extrazellulérer
Matrixkomponenten — beschichtet. Matrigel ist ein Produkt des Engel broth-Holm-
Swarm Sarkoms der Maus. Seine Hauptkomponenten sind Laminin mit geringem Antell
an Kollagen |V, Heparan-Sulfat-Proteoglykane, Entactin und Nidogen .
Wahrend Basalmembranen und andere extrazellulére Matrices komplexe
dreidimensionale Netzwerke sind, stellt Matrigel eine relativ einfache, homogene
Substanz dar. Im Matrigel Gberwiegen zwel weitgehend voneinander unabhangige
homopolymere Netzwerke aus Laminin und Kollagen Typ IV, die Gber Entactin- und
Heparan-Sulfat-Proteoglykan-Briicken miteinander verbunden sind. Diese
dreidimensionale Struktur dhnelt der komplex strukturierten Extrazellularmatrix in vivo
nur gering®.
Nicht nur die raumliche Struktur des Matrigels, auch die molekulare Zusammensetzung
(des Laminins und des Kollagens Typ 1V) unterscheidet sich von der humaner
Basal membranen® %°,
- Vergleich mit dem vorliegenden Modell -
Das Marklager des adulten Gehirns stellt in vivo das bevorzugte Substrat humaner
Gliomzellen dar und wird hier den Zellen als Invasionsmatrix in vitro nahezu
unverandert angeboten. Chemische oder sonstige kiinstliche Fixierungsmethoden zum

Erhalt des Schnittes konnten umgangen werden.

- Vorteile des Schweinehirnes als Invasionssubstrat -

Das Gehirn des Schweins wurde bewuf3t gewahlt, um ein Substrat zur Verfligung zu
haben, das in seiner Zusammensetzung dem menschlichen Gehirn méglichst &hnlich
und in beliebiger Menge verfugbar ist.

Es bietet den Vorteil, dal3 es ausreichend grofl3 ist, um die Fl&che von 18mmz, die den
Zellen angeboten wird, ausschliefdlich mit weil3er Substanz abzudecken. Lediglich auf
eine schnellstmdgliche Aufbereitung nach dem Tod des Schweinesist zu achten, um die
sensiblen Myelinscheiden zu erhalten.

Das Gehirn des Schweines bietet als Saugerhirn anatomische Ahnlichkeiten mit dem
des Menschen. Es gibt ausfuhrliche anatomische Abhandlungen, die die Anatomie und

Histomorphol ogie des Schweinehirnes beschreiben®”°.
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Aus Schweinehirnen wurden Kulturen von Endothelzellen und Mikroglia angelegt. Es
gibt Untersuchungen, die eine gréRere Ahnlichkeit der Mikroglia mit der des
menschlichen Gehirnes nachweist als dies firr das Gehirn von Nagern zutrifft®..
Schliefdich bietet das Gehirn des Schweines auch eine vergleichbare Histopathologie,

daauch hier astrozytare Tumoren beschrieben sind®**,

- Nachteile des Schweinehirnes al's Invasionssubstrat -

Die menschlichen Tumorzellen werden mit einem Material einer fremden Spezies
(Schwein) konfrontiert. Auch wenn die oben genannten Ahnlichkeiten mit dem
menschlichen Gehirn bestehen, 183t sich nicht ausschlief3en, dal3 die Ergebnisse dadurch
negativ beeinflufd werden. Die Verwendung von humanem Material al's Invasionsmatrix
ist zwar denkbar (etwa nach Hemispherektomien oder nach epilepsiechirurgischen
Eingriffen), esist aber fur die Routineanwendung doch zu selten erhaltlich. Fir
ausgewahlte Fragestellungen kénnte jedoch ohne jede Umstellung des V ersuchsaufbaus

humanes Gewebe zur Anwendung kommen.

Verglichen mit anderen haufig verwendeten in vitro-Invasionsmatricesist die
Ahnlichkeit des Marklagers vom Schwein mit dem Invasionssubstrat humaner Gliome
in vivo jedoch sehr viel grof3er. Solche anderen Invasionsmatrices wéren zum Beispiel
das vom Engelbroth-Holm-Swarm—Sarkom der Maus produzierte Proteingemisch - das
Matrigel der Boyden Kammer Versuche (worauf weiter unten noch ndher eingegangen

wird) - oder andere homogene Proteingemische.

Die Untersuchung erfolgt am toten Gewebe, die in vivo stattfindende I nteraktion mit
Astrozyten, Mikrogliazellen oder Endothelzellen des Wirtes kann ein in vitro Versuch
naturgemal3 nicht erfassen. Auch die Substratversorgung im vitalen Hirngewebe ist
denkbar anders a's im nahrstoffreichen Zellkulturmedium. Dennoch wird den Zellen in
vitro ein strukturell erhaltenes Stiick weil3er Substanz zur Invasion angeboten. Durch die
schnelle Préparation des Invasionssubstrates innerhalb von zwei Stunden nach der
Totung des Schweinesist der Erhalt der empfindlichen Myelinscheiden Uberhaupt erst
maoglich.
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- Standardisierbarkeit des | nvasionssubstrates -

Es sind immer nur Ergebnisse ein und derselben Versuchsreihe mit einem
Gehirnpréparat miteinander vergleichbar:
das Gehirn von verschiedenen Schweinen kdnnte (noch so geringe) Unterschiede in
der Zusammensetzung aufweisen
exakt dieselbe anatomische Region kann nicht mit beliebiger Genauigkeit aus
verschiedenen Gehirnen prapariert werden
innerhalb eines Blockes kdnnen verschiedene Faserverlaufe kreuzen, die Einflufd auf
die Invasion haben kénnten.
Dies sind Nachteile, die in Kauf genommen werden missen, wenn man bedenkt, dal3
der Vorteil der einzigartigen Komplexitét des Invasionssubstrates ,, weil3e Substanz®
auch ein Nachteil hinsichtlich der Standardisierbarkeit ist. Dennoch konnte durch die
Art der Versuchsanordnung ein gewisses Mal3 an Standardisierbarkeit erreicht werden,
dadie Menge an Invasionssubstrat bei jedem Versuchsansatz konstant ist: Dessen
Volumen ist durch die Schnittdicke (20um) einerseits und die Flache der
Deckel schraube (18mm?) andererseits gegeben.

[Rand der Deckelschraube |

r |18 mm? X 20 um | T

Ansicht von oben

Seitenansicht
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Auch bel noch so sorgfatiger Behandlung des gefrorenen Hirnschnittes 183t sich eine
vergleichbar homogene Abdeckung des pordsen Filters wie mit dickfllssigen
Substanzen (wie zum Beispiel das Matrigel der Boyden Kammer Versuche) nicht
erreichen.

Gleichwohl konnte ausgeschlossen werden, dal3 Zellen falschlich erfasst werden, die

nicht mit dem Gehirn, sondern mit dem Filter interagieren.

Konzentration des Matrigels
- Beschreibung -

Die Konzentration des Matrigels, in das die Zellen einwandern sollen, 1803t sich beliebig
einstellen, was erheblichen Einflufd auf das Ergebnis hat. Mit zunehmender Matrigel -
Konzentration sinkt die Invasionsrate. Als eine mogliche Konzentration werden
100ug/cms® angegeben- ein relativ willkdrlicher Wert, der sich nicht an in vivo
gemessenen Proteinkonzentrationen orientiert” , sondern nur empirisch ermittelt wird.
Manche Autoren favorisieren die halbe Konzentration (50pg/cm3), ohne dies naher zu
begrinden, fiihren aber abweichende Ergebnisse auf unterschiedliche Konzentrationen
zurtick?.
Dem Matrigel kénnen beliebige Konzentrationen anderer Proteine zugesetzt werden, um

deren EinflulR auf die Invasivitat zu bestimmen.

- Vergleich mit dem vorliegenden Modell -
Die Menge des angebotenen Substrates im vorliegenden Versuchsaufbau |1&03t sich durch
die Schnittdicke und die durch die Deckel schraube abgedeckte Flache gut
reproduzierbar steuern. Trotzdem muf3 davon ausgegangen werden, dal3 eine so
homogene Abdeckung des porosen Filters wie durch Matrigel bedingt durch
Schnittartefakte nicht immer erreicht wird. Eine Anderung der Zusammensetzung des
Préparates (der Zusatz von einzelnen Proteinen oder Proteingemischen) ist nicht
madglich, ohne die dreidimensionale Struktur des Hirnschnittes zu verandern. Angesichts
der Zielsetzung, eine moglichst unverénderte Matrix den Gliomzellen anzubieten,

erscheint dies auch nicht notwendig.
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Aussagekraft der Invasion in Matrigel

- Beschreibung -
Die Invasion von Gliomzellen in Matrigel erfolgt durch Adhasion, enzymatischen
Abbau und Migration, erneute Adhasion und Neubeginn des enzymatischen Abbaus.
Dabei spielen nicht nur sezernierte Proteasen eine Rolle, es kommt auch unabhangig
von ihnen zur Bildung von sogenannten ,, freien Sauerstoffradikalen”, die ebenfalls zum
Abbau des Matrigels beitragen. Beim Abbau des Matrigels entstehen in Abhangigkeit
von der Konzentration der freien Radikale in zeitlicher Reihenfolge Entactin, Laminin
und Kollagen Typ IV. Weiterhin verursachen die freien Radikale eine partielle
Dissoziation der Matrix™®.
Diese Prozesse fuhren zur Bildung eines haarfeinen Tubulus im Matrigel, in den die

einzelne Gliomzelle einwandert und ihn unidirektional verlangert®.

In dicken Matrigel schichten konnte eine Invasionstiefe von 1,8mm in 4 Tagen fur C6-
Z€ll-Linien nachgewiesen werden. Anschlief3end stellten die Zellen eine weitere
Invasion ein. Jeweils einzelne Zellen bildeten feine Gange im Gel und an deren Enden
kleine Taschen, in denen sich nach 7 Tagen kleine Zellaggregate als Vorléufer einer
Tumorformation darstellten. Diese Zellaggregate entstanden teils durch Proliferation
einzelner Zellen teils durch konfluierende Gange mit mehreren Einzelzellen®.

Die Beschreibungen der Ergebnisse miissen sich bei den typischen Boyden Kammer
Versuchen immer auf das Zellverhalten in Matrigel beschranken. In wieweit das
Matrigel von den Invasionssubstraten des Gehirnsin vivo abweicht 183t sich - wie oben
bereits dargestellt - nur vermuten. Es wird als rekonstruierte Basalmembran bezeichnet,
mit deren Hilfe das Metastasi erungsverhalten humaner (zum Beispiel gastrointestinaler
Tumoren *, Mamma:, Ovarial-, Endometriumskarzinome® Tumoren vorhergesagt
werden sollte. Andere Autoren konnten diese Korrelation des klinischen Verhaltens
metastasierender Tumore mit Matrigelversuchen hingegen widerlegen®. Sie stellten
eine Invasion des Matrigels durch normale (nicht transformierte) epitheliale
(Keratinozyten) und mesenchymale (mesangiale, dermale Fibroblasten) Zellen fest.
Hoch maligne Zellen mancher metastasierender Tumoren (Mamma-Adenokarzinome,
Chorionkarzinome) konnten sie nicht zur Invasion in Matrigel bringen, andere
(Fibrosarkome und Retikulumzellsarkome) hingegen schon. Sie folgerten, dal? das

Invasionsverhalten in Matrigel nicht mit dem malignen Phanotyp korreliert. Zudem
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konnten sie nachweisen, dal3 eine Invasion in Matrigel ohne nennenswerten
proteolytischen Abbau moglich ist —was einer Entsprechung der Invasion in situ mit
enzymatischem Abbau der Matrix widerspricht.

Fetale Astrozyten kénnen in Matrigel nicht invadieren — im Gegensatz zu Gliomzellen®
und manchen metastasierenden Tumorzellen®. Die Invasion der vaskul &ren
Basalmembran des ZNS und damit die systemische Metastasierung oder die meningeale
Dissemination sind jedoch seltenste Ereignisse im klinischen Verlauf von gliomattsen
Prozessen, jedoch haufig bei metastasierenden Prozessen zu beobachten. Metastasen
hingegen invadieren im amorphen Extrazellularraum des ZNS wenig®. Postuliert man
nun, dal3 Matrigel ein gutes Imitat der Basalmembranen des ZNS ist, dann durften
Gliome nicht oder nur wenig invadieren, metastasierende Tumoren hingegen schon.
Behauptet man hingegen, das Matrigel kdnnte den amorphen Extrazellularraum des
ZNS gut imitieren, dann missten gliomatGse Tumoren gut invadieren, Metastasen nicht.
Beidesist nicht der Fall. Die Ubertragbarkeit der Matrigelversuche auf das
Invasionsverhalten von metastasierenden und gliomatésen Tumoren im Gehirn ist somit
kritisch zu sehen®, auch, wenn man einschrankend mit beriicksichtigen muR, dai3in vivo
weitere Faktoren wie Angiogenese und Immunantwort des Wirts eine Rolle spielen, die
in vitro nicht imitiert werden konnen. Eine @nliche Invasionsmorphol ogie mit
unidirektionaler Ausbildung haarfeiner Gange einzelner Zellen liefd sich bislang in vivo
nicht nachweisen. Dennoch sind einzelne Vorlauferzellen weit entfernt vom

Haupttumor zu finden, die den Ausgangspunkt fir spétere Rezidive darstellen.
- Vergleich mit dem vorliegenden Modell -

Im vorliegenden Versuch konnten erstmals auch in vitro die in vivo-
Invasionscharakteristika von Gliomen imitiert werden. In vivo erfolgt die Invasion
bevorzugt entlang des vorgegebenen Substrates — parallelen myelinisierten Fasern des
Marklagers, des Corpus callosum, der Sehstrahlung, der Capsula interna. Dazu
korrelierend konnte bei dem vorliegenden Versuchsaufbau eine gesteigerte Invasion
entlang der Faserrichtung des Hirnschnittes nachgewiesen werden.



Variationen des Matrigels

- Beschreibung -
Manche Autoren fligten dem Matrigel fehlende Einzelkomponenten hinzu, um deren
Einflul? zu bestimmen, zum Beispiel Hyaluronsaure. Hyaluronsaure ist Bestandteil der
cerebralen Extrazellularmatrix und in gliomatésen Tumoren in erhdhter Konzentration
vorhanden®. Dabei stellten die Autoren eine dosisabhangige Zunahme der Invasion einer
Einzelzellsuspension in Matrigel mit Hyaluronséure fest, eine Blockade des CD44-
Rezeptors fuhrte zu einer Abnahme. Dem widersprechen Ergebnisse einer anderen
Arbeitsgruppe, die C6-Zell-Spheroide in ein Kollagen Typ | — Gel implantierten und die
Invasivitét durch Zusatz von Hyaluronsaure dosisabhéngig vermindern konnten™.
Kollagen IV, Laminin und Fibronectin hatten in VVersuchen mit Monolayer-Zellkulturen
einen nachweisbaren Einflul? auf die Zellmotilitét, in Versuchsaufbauten mit Spheroiden
in dreidimensionalen Gelen jedoch keinen konzentrationsabhangigen Einflul® auf die

Invasivitét in vitro.

- Vergleich mit dem vorliegenden Modell -
Nicht nur in vitro Versuche mit verschiedenen Parametern konnen zu untereinander
differierenden Ergebnissen fuhren. Auch |&3t das Invasionsverhalten in vitro nicht
automatisch auf die Invasivitét in vivo schlief3en.
Diese Unterschiede sind am ehesten auf Variationen des Milieus zuriickzufthren, auf
das die Tumorzellen treffen.
Dadie vollkommen ,, natur-identische® synthetische Produktion der cerebralen
Extrazellularmatrix aus Einzelkomponenten nicht méglich ist, war das Ziel, in dem
vorliegenden Versuchsaufbau den Gehirnschnitt méglichst gut zu erhalten und als eine
Art ,black box* den Tumorzellen anzubieten-ohne dal3 die molekularen Komponenten
bisins Detail bekannt waren. Die Ahnlichkeit der , black box* mit dem
Invasionssubstrat in vivo ist wichtig, dadie Invasion als interaktiver Prozef3 von
zelluldrer Adhasion, lokaler Proteolyse und Migration das Resultat einer komplexen
Reaktion der Gliomzelle auf die Umgebung darstellt. Je &hnlicher die Umgebung dem
natirlichen Substrat ist, desto relevanter sind die Versuchsergebnisse fur die Situation in
vivo (8). Es gelang, das Invasionssubstrat, den Hirnschnitt, ohne Zusatz von
Protei nbeschichtungen, Filtervorbehandlungen oder sonstige biochemische Methoden
zu fixieren. Durch die rein mechanische Anheftung am Filter ist eine Invasion ohne

Beeinflussung durch Fremdstoffe moglich.
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Auswertungsmethoden des Boyden-Kammer — Versuches

- Beschreibung -
Manche Autoren farbten den Filter zusammen mit der Matrigelschicht und zéhlten die
Zellen *® oder analysierten die Zellzahl spektrophotometrisch®. Zumeist wird der Assay
jedoch nicht in der Form ausgewertet, dal3 die Invasion unmittelbar anhand von in das
Gel invadierten Zellen gemessen wird. Vielmehr wird das Gel (mit den darin eventuell
enthaltenen Zellen ) abgeschabt und jene Zellen werden gezéhlt, die durch das Gel zum
Filter, entlang der Filteroberfl&che zu den Poren, durch die Poren an die Unterseite des
Filters gewandert und dort haften geblieben sind. Manche Autoren variierten diese Art
der Auswertung, indem sie den Zelliberstand verwarfen und die mit einem Wattetupfer
abgeschabten Zellen im Gel z8hlten. Die Beschichtung des Filters mit dem Gel wurde
als uneben kritisiert und die Zellz8hlung an der Unterseite des Filters als schwierig zu
objektivieren **. Manche Autoren fiigten an Stelle der Zellzahlung an der
Filterunterseite eine spectrophotometrische Auswertung an “3*% Weiterhin wurde auch
in Versuchen mit unbeschichteten Filtern nachgewiesen, dal3 die Invasivitét in das
Matrigel und das Verhalten an der Membran ( Adhérenz, Migration und schliefdlich
Anheftung an die Unterseite ) nicht miteinander korrelieren®. Somit ist das gemessene
Zéellverhalten nicht nur der Prozef3 der Invasion sondern auch die artifizielle Interaktion
mit einem pordsen Filter. In einer anderen Auswertungsmethode werden nur die Zellen
gezéhlt, die durch den Filter in die untere Kammer gefallen sind. Manche Autoren
beschreiben, dal? mehr al's 90% der Zellen von der Unterseite des Filters fallen * und
analysierten dies, andere zahlten hier (bei ansonsten identischer Versuchsdurchfiihrung)
Uberhaupt keine Zellen und schlossen daraus, dal3 alle invadierten Zellen an der
Unterseite des Filters haften bleiben’. Diese Differenzen lassen nur auf die Unsicherheit
schlief3en, diein der Interpretation der Ergebnisse der Matrigel-V ersuche besteht.

- Vergleich mit dem vorliegenden Modell -
In dem vorliegenden V ersuchsaufbau konnen die invadierenden Zellen unmittelbar in
ihrem invadierten Substrat bestimmt werden. Eine erneute Interaktion der Tumorzellen
mit der Filtermembran nach der Invasion ist nicht notwendig. In der unteren Kammer

konnten keine Zellen nachgewiesen werden.
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Inhibition der Invasion im Matrigel durch Chemotherapeutika

- Beschreibung -
Durch Invasionsversuche sollen die Mechanismen dieses V organges untersucht werden,
aber auch Chemotherapeutika auf ihre eventuelle klinische Wirksamkeit getestet
werden. Kommt es dabel zu einer dosi sabhangigen Invasionshemmung kann diesin
einem stufenartigen Vorgehen zu in vivo-Tests bei Tieren fiihren und schlief3lich zu
ersten klinischen Tests an Patienten. Der Boyden Kammer Versuch ist ein haufig
verwendeter Ansatz fur unterschiedlichste humane Tumoren, um die Wirksamkeit von
M edikamenten zu testen® — auch wenn seine Aussagekraft fiir die Situation des Gehirns

in vivo aus oben genannten Griinden diskutiert wird.

- Vergleich mit dem vorliegenden Modell -
Ein neu entwickelter Versuchsansatz sollte daher auch die Méglichkeit bieten,
M edikamente wechselnder Dosierung zuzusetzen und eine Wirksamkeit nachzuweisen
oder auszuschlief3en. Dies erfolgte im vorliegenden Modell anhand der Wirksamkeit
von Vincristin Taxol, die dosisabhangig zu einer reduzierten Invasion fihrten und in

hoher Dosi erung auch keine Invasion mehr zulief3en.

3.3.2.5. Versuche an Hirnschnitten in vitro

Elektrophysiologische Versuche

Die Verwendung von Hirnschnitten bel in vitro Versuchen hat im Bereich der
Neurophysiologie langere Tradition. Dabel wird insbesondere auf den Erhalt der
Zytoarchitektur Wert gelegt und in vitro die elektrische Aktivitdt gemessen. Die
erhaltene Morphologie der Dendriten von Pyramidenzellen in vitro wurde beschrieben.
Exzitatorische und inhibitorische Potentiale sowie Potenzierungen von synaptischen
Potentialen konnten gemessen werden®*®. Verwendet werden Schnitte, die zumeist von
Gehirnen wenige Tage alter Ratten stammen und der Situation in situ auch wahrend der
Versuche dhneln und mehrere Wochen erhalten werden konnen. Diese Ahnlichkeit
wurde auch genutzt, um die biochemischen Mechanismen der Bluthirnschranke an einer
Kokultur aus einer Monolayer-Kultur von Endothelzellen in Interaktion mit einem
Hirnschnitt zu untersuchen *.

Entscheidend ist zum Erhalt von Zytoarchitektur und elektrischer Aktivitét der Zellen
des Hirnschnittes die Kultivierung an der Grenzschicht zwischen Flissigkeit (Medium)
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und Luft*. In einem sehr einfachen und zuverlssigen Modell beschrieben die Autoren
auch die Kultivierung von Hirnschnitten in einer Petrischale auf einer pordsen
Membran, die elnen diffusionsabhangigen Substrataustasch hinreichend gewéahrleistet.
In aufwendigeren V ersuchsaufbauten wurden Hirnschnitten in Apparaturen kultiviert,
die einen Anstieg des Flussigkeits-Pegels nur bis maximal zum Hirnschnitt, jedoch
nicht dartiber hinaus zulieRen*’ oder die den Hirnschnitt auf einer sanften Schrage
kultivierten, tber die das Medium kontinuierlich um den Schnitt herumfloR*®,

Andere Versuche mit Hirnschnitten, die auf beiden Seiten mit FlUssigkeit bedeckt
waren, liefien zwar bessere Untersuchungen tiber den Stoffwechsel der Zellen zu, da auf
beide Seiten des Schnittes zugegriffen werden konnte, die Morphologie des Schnittes
war jedoch schlechter erhalten as bei Versuchen an einer FlUssigkeits-L uft-Grenze.
Dies betraf sowohl die Cytoarchitektur wie auch die anatomische Integritédt des
Gehirnschnittes. Als eine Erklarung fihrten die Autoren an, dal3 bei einem vollstandigen
Bedecken des Schnittes mit Medium ein Heraus-,, waschen von Proteinen die Struktur

und die Funktion storen konnten “°.

Invasion von Gliomzellen in Hirnschnitte in vitro

Es gab auch Versuche, um die Invasion von Gliomzellen in derartige Hirnschnitt-
Kulturen durchzufiihren. Dabei wurden Gehirne wenige Tage alter Ratten verwandt, die
in 300um dicken Schnitten in Kultur an einer FlUssigkeits-L uft-Grenze gehalten
werden. Die Analyse der Zellinvasion erfolgte anhand der Zellen, die den Schnitt
Uberwunden hatten und dann durch die 8um grof3en Poren eines Filters zwischen diesen

und einen weiteren Filter mit 0,4um Poren gewandert waren™.
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Die Flussigkeits-L uft-Grenze spielt auch in dem vorliegenden Versuchsaufbau die

entscheidende Rolle, um den (nur 20 bis 40um dicken) Hirnschnitt strukturell zu

erhalten. Nur wurde der Versuchsaufbau ,,auf den Kopf gestellt“: Bei den

elektrophysiologischen Versuchen ,, schwamm® der Schnitt mit dem Filter auf dem

Medium. Im vorliegenden Versuchsaufbau befindet sich die Luft unter der Membran,
auf der der Schnitt liegt — bedeckt von Medium.

Boyden - Kammer

(Invasion)

Matriael
Filter

Hirn
p Filter

Hirnschnitt - Versuch

(Elektrophysiologie)

<'.:I| Medium
Hirn
Filter

<= |

Neu entwickelter
V ersuchsaufbau

(Invasion)
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Das hier vorgestellte Modell bietet weiter den Vorteil, dal3 das Gehirn adulter Schweine
verwendet werden kann und nicht das neugeborener Tiere oder von Foten. Die Autoren
des oben vorgestellten Modells fanden eine erheblich schlechtere Invasion bei
Verwendung adulten Materials. Das vorliegende Modell ist auch auf Versuche mit
humanem Material (aus der Epilepsiechirurgie oder nach Hemispherektomien)
erweiterbar.

Weiterhin bietet die Grofse des Schweinehirns den Vorteil, dal3 die Ausel handersetzung
mit einer beliebigen anatomischen Region ( hier: Marklager ) studiert werden kann. Da
das Marklager auch die Pré&dilektionsstelle der Gliome in vivo darstellt, erscheint eine
Untersuchung hier sinnvall. In den oben genannten Rattenmodellen wird hingegen die
Invasion in einen kompletten Hirnschnitt inklusive der grauen Substanz untersucht,
wobel das Verhdtnis von grauer zu well3er Substanz bei Nagern sicher andersist als
beim Menschen. Auch konnten die Autoren das Invasionsverhalten in beiden Substraten
nicht unterscheiden, obwohl gerade dies fir das Invasionsverhalten in situ entscheidend
ist. Das oben genannte Modell hat den Nachtell, dal3 die V ersuche schlecht validierbar
sind. Diesist im vorliegenden V ersuchsaufbau gel6st worden, indem den Zellen in jeder
Versuchsreihe eine standardisierte Menge an Substrat angeboten wird. Diese ist
einerseits definiert durch den Durchmesser der Deckel schraube, die in dem darunter
liegenden Hirnschnitt eine konstante und reproduzierbare Flache Gberdeckt.
Andererseits wird der Hirnschnitt in einer konstanten Schnittdicke verwendet. Die
Tumorzellen haben somit in jedem Versuchsansatz eine konstante Menge an
Invasionssubstrat zur Verfligung, dessen VVolumen durch die Fl&che der Deckelschraube
und die Schnittdicke definiert ist.

Das vorliegende Modell bietet auch den Vorteil, dal3 die Zellen im oberen Schacht im
Medium Uber dem Hirnschnitt in identischer Weise zur Invasion gebracht werden wie
im Boyden Kammer Versuch. Somit kdnnen zu untersuchende Substanzen
(insbesondere Chemotherapeutika) in beliebiger Menge hinzugefiigt und in ihrer
Wirkung auf die Invasion untersucht werden. Die FlUssigkeits-L uft-Grenze befindet
sich erst jenseits des zu invadierenden Substrates und kann die bereits erfolgte Invasion
nicht mehr negativ beeinflussen, sie spielt jedoch fir den Erhalt des Hirnschnittes die
entscheidende Rolle.

Im oben genannten Ratten-Hirnschnittmodell werden die Zellen gezahlt, die an der
Unterseite der Membran haften. Die Uberwindung der Membranporen ist ein von der
Invasion eines Substrates unabhangiger Prozef3, der anderen Faktoren unterliegt und
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nicht mit der eigentlichen Invasionseigenschaft der Zellen im Substrat korrelieren mul3
% aber in diesem Modell in die Auswertung mit einflief:.

Im vorliegenden Modell kdnnen die Zellen unmittelbar im invadierten Substrat
bestimmt und somit auch morphol ogische Charakteristika der Invasion wie zum
Beispiel die Bildung oben beschriebener Zellanhaufungen erfasst werden.

Schluf3folgerung
Das neu entwickelte System zur Ermittlung der Invasivitét von Gliomzellen in vitro
stellt eine Erganzung der bisher zur Verfligung stehenden Versuchsansétze dar. Es bietet
neben der Standardisierbarkeit, einer hohen Reliabilitét und Validitét den Vorteil, dal3
erstmals die Interaktion mit dem naturlichen Invasionssubstrat — der weil3en Substanz —

in vitro untersucht werden kann.
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