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1. Einleitung

1.1. Tumoren des Zentralen Nervensystems

1.1.1. Definition und Epidemiologie

Tumoren des Nervensystems machen etwa 7-9% aller menschlichen Tumoren aus. Sie
betreffen alle Altersstufen, v.a. auch Kinder, wobei sie unter den padiatrischen Neoplasien
nach Leukdmien und extrakraniellen Lymphomen beziiglich der Haufigkeit an zweiter

Stelle stehen [CiTOW, 2001].

Die Inzidenz von Hirntumoren wird mit 15 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner im
Jahr geschitzt, die Prévalenz soll bei etwa 30-50 pro 100.000 Einwohner liegen [POECK,
1998, DAvis, 2001]. Man unterscheidet zwischen hirneigenen oder primédren
Hirntumoren, die etwa 5% aller Tumorkrankheiten ausmachen, und Metastasen oder
sekunddren Hirntumoren, deren Ursprung auflerhalb des Zentralnervensystems (ZNS)
liegt, und die etwa 3% aller Tumorkrankheiten ausmachen. Unter den hirneigenen
Tumoren des ZNS, insbesondere des GroBhirns, treten mit 4-5 Neuerkrankungen pro

100.000 Einwohner und Jahr (ca. 40%) die Gliome am héufigsten auf [POECK, 1998].

Prinzipiell konnen sich Neoplasien in allen Abschnitten des Nervensystems und aus
jedem Zelltyp entwickeln. Gliome entstechen aus der Glia, dem Stiitzgewebe des
Hirnparenchyms, die zum Erhalt und zur Lebensfahigkeit der Nervenzellen beitragen. Sie
haben neben der Stiitz- und Erndhrungsfunktion auch die Aufgabe, die Entwicklung, die
Aufrechterhaltung der Signaltransduktion und den Schutz der Neuronen zu gewahrleisten

[KESSEL, 1998].

Die Gliome werden nach der Differenzierung ihrer glialen Ursprungszelllinie in
astrozytidre Gliome, Oligodendrogliome, oligoastrozytire Mischgliome, Ependymome
und Tumoren des Plexus Choroideus unterteilt. Des Weiteren ist eine mikroskopische
Unterteilung z.B. der astrozytiren Gliome in fibrillire, protoplasmatische,

gemistozytische und gemischte Varianten moglich [BERLIT, 1999].



Die klassischen Malignititsmerkmale wie infiltrativ-destruierendes Wachstum und

Metastasierung gelten fiir Tumoren des ZNS nur eingeschrinkt. Die Tumorinfiltration

findet normalerweise nur im Hirnparenchym statt. Die Infiltration benachbarter Gewebe,

wie Knochen und Dura, stellt die Ausnahme dar, wogegen die Metastasierung iiber den

Liquor cerebrospinalis bei z.B. Medulloblastomen eine klinisch erhebliche Relevanz

besitzt [SCHWEITZER, 2001].

Die Dignitit eines intrakraniellen Tumors richtet sich nach dessen Anaplasiegrad. Eine

allgemein giiltige Klassifikation erfolgte durch die Weltgesundheitsorganisation (WHO)

1993.
Tabelle 1: WHO- Klassifikation astrozytirer Tumoren
WHO- WHO-Bezeichnung Histologische Kriterien Uberlebenszeit
Grad (ca.- Angaben)
I Pilozytisches geringe Zelldichte mit > 5 Jahre
Astrozytom gleichformigen Zellen, keine
atypischen Mitosen, keine
GefaBwandproliferation, bipolare,
,»piloide* Zellen, Rosenthal-
Fasern, eosinophile Korperchen
II Niedriggradiges geringe bis mafige Zelldichte mit 5 — 8 Jahre
Astrozytom UnregelmaBigkeiten in Grofe,
Form und Chromatingehalt der
Kerne, einige typische Mitosen,
keine GefdaBBwandproliferation
11 Anaplastisches erhebliche Zelldichte mit miBiger 2 —5 Jahre
Astrozytom bis starker Zell- und

Kernpolymorphie, zahlreiche,



teilweise  atypische = Mitosen,

GefaBBwandproliferation moglich

v Glioblastoma hohe Zelldichte mit starker Zell- 9 Monate
multiforme und Kernpolymorphie,
Riesenzellen, zahlreiche atypische
Mitosen und ausgedehnte
Nekrosen, starke

GefaBBwandproliferationen

( Tab.1) WHO- Klassifikation astrozytérer Tumoren nach KLEIHUES 1993

1.2. Glioblastoma multiforme (GBM)

1.2.1. Definition und Epidemiologie

Das Glioblastoma multiforme ist ein hochmaligner, glialer Tumor astrozytiren Ursprungs
(WHO-Grad 1V). Der Haufigkeitsgipfel befindet sich zwischen dem 50. und 60.
Lebensjahr, wobei Ménner beinahe doppelt so hiufig als Frauen betroffen sind. Es ist der
héufigste astrozytire Tumor und macht 15-20% aller Hirntumoren aus [POECK, 1998].
Das Glioblastom kann unterschiedlichen biologischen Tumorgruppen angehdren. Es kann
sich aus einem Gliom niedrigerer Malignitdt (sog. sekundires Glioblastom) entwickeln
und jiingere Patienten mit einer geringfiigig besseren Prognose betreffen. Oder, mit sehr
kurzer klinischer Anamnese, als de novo- Glioblastom (priméres Glioblastom) des élteren

Patienten mit ungiinstiger Prognose auftreten [GOETZ, 2003].

1.2.2. Pathologie

Charakteristisch fiir das Glioblastoma multiforme sind makroskopisch das ,,bunte®
Schnittbild mit dem Auftreten zentraler Nekrosen und Einblutungen mit einer
Pseudozystenbildung aufgrund von Kolliquationsnekrosen. Die makroskopisch schlechte
Abgrenzbarkeit ist Folge der hohen Invasivitit der Tumorzellen, die sich vorzugsweise

entlang myeliner Strukturen ausbreiten. Eine Ausbreitung iiber das Corpus callosum zur



gegenseitigen Hemisphére filhrt zur Bildung eines sogenannten Schmetterlingsglioms.
Wird das Hirngewebe mit mindestens zwei Hirnlappen befallen, so liegt eine Gliomatosis
cerebri vor. Typische Merkmale des Glioblastoms sind das infiltrative Wachstum und
perifokale Odem. Ebenso kommt es zu einer Verdringung des Hirngewebes, zu einem
erhohten intrakraniellen Druck, zur Verlegung der vendsen Abflusswege und zu

Blutungen [ROTH, 1999].

Abb. 1: ctMRT eines rechts frontalen
GBM- Rezidivs mit Anschluss an die
Resektionshohle und typischer
ringformiger Kontrastmittelaufnahme

(Bilder zur Verfligung gestellt durch
die Abteilung fiir Neuroradiologie der
Universitit Wiirzburg)

Mikroskopisch ist das Glioblastom durch multiforme Zellen unterschiedlicher Gréf3e und
Form mit bizarren Kernen charakterisiert [BERLIT, 1998]. AuBerdem sind Mitosen und
flichenhafte oder strichférmige Nekrosen, um die sich die Tumorzellkerne radidr
anordnen (Palisadenstellung der Kerne) typisch [KLEIHUES, 1995]. Des Weiteren sind
GefaBproliferate zu erwdhnen, die u.a. durch ein von den Gliomzellen sezerniertes

angiogenetisches Protein (VEGF, vascular endothelial growth factor) induziert werden.



Abb. 2: H.E.-Farbung (200x) eines Glioblastoms: Buntes
histologisches Schnittbild mit Nekrosen (Ne), palisadenartigen
Tumorzellanordnungen (Pfeile) und GefaBproliferaten (Ge).

1.2.3. Klinik und Diagnostik

Klinisch manifest werden Glioblastome hédufig durch Zeichen erhdhten intrakraniellen
Druckes, wie z. B. Kopfschmerzen, Sehstérungen, Nausea und Vomitus. Daneben kann je
nach entsprechender Lokalisation der Tumor durch Gang- und Sprachstérungen,
Wesensverdnderungen,  epileptische  Anfille und  Gesichtsfeldeinschrankungen

symptomatisch werden.

Klinische Symptome entwickeln sich innerhalb eines Zeitraumes von 3-5 Monaten, die

mittlere Uberlebenszeit betriigt ca. 9 Monate [PARNEY, 2000, SCHLEGEL, 1998].

Die Diagnostik der Wahl besteht in der kraniellen Computertomographie (CCT) nach
Kontrastmittelgabe, da sich dabei typische Anreicherungen mit girlandenartigen
Ringstrukturen erkennen lassen. Die Magnetresonanztomographie (MRT) erlaubt den
meist genaueren Nachweis eines Glioblastoms, da eine exaktere Einschitzung der
Tumoranteile, die Abgrenzbarkeit zwischen Tumor und Odem und schlieBlich die
Einbeziehung anatomischer Strukturen in den Tumorprozess moglich sind. An weiteren
diagnostischen Moglichkeiten sei die Angiographie erwéhnt, die bei der Kldrung der
Lagebeziehung zwischen Tumor und Geféllsystem in der praoperativen Phase eine Rolle
spielt. Die endgiiltige Diagnose erfolgt nach histologischer Untersuchung eines Biopsates

oder Operationspréparates.



1.2.4. Therapie und Prognose

Das aktuelle Therapieschema besteht in der moglichst radikalen Glioblastom- Resektion.
Sollte die Tumorlokalisation und die Operationsfahigkeit des Patienten dies nicht
zulassen, kann zumindest eine Teilreduktion des Tumors versucht werden. Die operative
Resektion dient der Gewebegewinnung fiir eine histologische Diagnose, der Verringerung
der Tumormasse und somit dem Senken des intrakraniellen Drucks. Dadurch schafft man
eine bessere Ausgangssituation fiir eine adjuvante Therapie. Seit der BTSG- Studie ist die
palliative Wirksamkeit einer externen Bestrahlungstherapie bei Glioblastomen
nachgewiesen [WALKER, 1978]. Fiihrt man eine postoperative Radiatio durch, so sind
signifikant verlingerte Uberlebenszeiten nachzuweisen [KRETH, 1993]. Als Standard gilt
heute der multimodale Therapieansatz der Resektion und der perkutanen Strahlentherapie.
Damit lassen sich Uberlebenszeiten von 10-11 Monaten erreichen [LACROIX, 2001,

LAws, 2003].

Eine adjuvante Chemotherapie hat bislang nicht im erhofften Umfang dazu beigetragen,
die Prognose des GBM wesentlich zu verbessern. Z.B. zeigten Wong et al., dass
verschiedene Chemotherapeutika keinen nennenswerten Einfluss auf die Uberlebenszeit

von Gliompatienten erzielen konnten [WONG, 1999].
1.2.5. Alternative Therapieansitze
1.2.5.1. Temozolamid

Die bislang nicht befriedigenden Therapiemoglichkeiten verstirken das grof3e Interesse an
neuen Konzepten, wie z.B. dem Zytostatikum Temozolamid (Temodal®). Es ist ein gut
oral bioverfiigbares Derivat der Dacarbazine und kann u.a. die Apoptose von Tumorzellen
induzieren [D'ATRI, 1998]. Studien zeigen eine héhere mittlere Uberlebenszeit mittels
Temozolamide im Vergleich zu den Dacarbazinen [YUNG, 2000]. Dennoch ist es noch zu

friith, Schlussfolgerungen daraus abzuleiten [BROWN, 2003].



1.2.5.2 Gentherapie

Daneben ist die Gentherapie als weiterer Ansatzpunkt flir eine neue Therapiestrategie zu
sehen [PARNEY, 2003]. Mittels der Gentherapie versucht man durch gezielte
Veranderungen des Erbgutes einer erkrankten Zelle einen therapeutischen Effekt zu
erzielen [SCHLEGEL, 1997]. In den bisherigen Therapiestudien maligner Gliome gibt es
zwei unterschiedliche Strategien zu unterscheiden: direkte und indirekte Gentherapie. Die
direkte Gentherapie versucht z.B. durch das Adenovirus mittels Gentransfer sogenannte
Tumorsuppressorgene zu ersetzen. Also Gene, die den Tumor unterdriicken, aber in den
Tumorzellen verlorengegangen sind. Die zweite Mdglichkeit der direkten Gentherapie
besteht in der Ausschaltung tibermiBig aktivierter Onkogene (z.B. Wachstumsfaktoren).
Die indirekte Gentherapie korrigiert keine zellulédren Fehlfunktionen, sondern verdndert
Tumorzellen, damit sie Vorstufen von chemotherapeutischen Substanzen spezifisch
intrazelluldr aktivieren und abtdten konnen. Vorreiter dieser Therapie ist die VDEPT,
virus directed enzymatic prodrug therapy [CULVER, 1992]. Abschliefend ist zu sagen,
dass es noch zu friih fiir Aussagen liber die Wirksamkeit dieser Therapieform ist.
Nichtsdestoweniger ist dies ein interessanter Therapieaspekt, der eine Vielzahl an

Forschungsmoglichkeiten bietet [FINE, 1995].
1.2.5.3 Anti- Angiogenese

Folkman beschrieb 1971, dass ein Tumor sich mit GefdB3en versorgen muss, um an Grof3e
zuzunehmen. Diese These stellt die Grundlage der anti-angiogenen Krebstherapie dar.
Dies macht klar, dass die Vaskularisation maligner Gliome einen weiteren
Therapieansatzpunkt darstellt [FOLKMAN, 1971]. Des Weiteren folgerte Folkman, dass
sich Tumoren eines angiogenen Stimulus bedienen miissen, um sich mit neuen Gefdf3en
zu versorgen. Inzwischen wurde eine Vielzahl pro- und anti-angiogenetischer Substanzen
gefunden. VEGF (vaskuldrer endothelialer Wachstumsfaktor) stellt den Faktor mit der
hochsten Konzentration in Tumoren dar [PLATE, 1999]. VEGF ist ein
Endothelzellmitogen, das iiber Endothelzellproliferation, -aktivierung und -migration zu
einer Regulation der Angiogenese fiihren kann. Eine geringe Menge an VEGF ist fiir das
Uberleben und zur Funktion jedes GefdBnetzes notig. Die Blockade von VEGF-

Rezeptoren ist als Therapieansatz der Tumorbekdmpfung zu sehen. Daneben besteht die



Moglichkeit, Endothelzellen direkt anzugreifen. So scheinen Angiostatin und Endostatin
geeignet zu sein, die Gefd3versorgung von Tumorzellen zu verschlechtern, indem sie ihre
Wirkung nur auf Endothelzellen entfalten konnen. Angiostatin hemmt die Proliferation
und induziert die Apoptose dieser Zellen. Endostatin erhoht die Apoptoserate in
Endothelzellen. Daneben sind Matrixmetalloproteinasen (MMP) in Gliomen von
Bedeutung [VINCE, 1999, 2001]. Die Hemmung dieser Proteinasen hemmt die Migration
der Endothelzellen. Fiir den MMP- Hemmer Marimastat konnten zwar positive Effekte
gezeigt werden, aber eine Verbesserung der Uberlebensrate bei Gliomen konnte noch

nicht nachgewiesen werden [STEWARD, 2000].

Neben den beschrieben Substanzen werden noch eine ganze Reihe anderer in der anti-
angiogenen Tumortherapie bei Gliomen eingesetzt. Es miissen aber noch endgiiltige
Ergebnisse abgewartet werden. Dennoch scheint klar, dass die anti-angiogene
Tumortherapie in den kommenden Jahren bei verschiedenen Malignomen eine grof3e

Rolle in der Klinik spielen kdnnte [NELSON, 1998, GRADISHAR, 1997].
1.2.5.4. Immunologische Therapien

SchlieBlich bleibt zu erwédhnen, dass die humorale und zellvermittelte Immunitit in
Gliompatienten verringert ist. Alle bisherigen Gehirntumorbehandlungen aus Operation,
Bestrahlung, Chemotherapie, sowie die Unterstiitzung durch Steroide (Hirndemtherapie)

schwichen das Immunsystem deutlich

Die bisherige Lehrmeinung, dass sich das Gliomwachstum in einer ,,immunologischen
Nische* abspielt, fiihrte zu Uberlegungen iiber eine Stimulation des Immunsystems, um
die  Immuntherapie neben Operation und  Strahlentherapie als  weitere
Behandlungsmethode zu etablieren [TONN, 1997]. In diesem Zusammenhang sind
mehrere Therapiemoglichkeiten zu nennen: Immunstimulation, aktive, adoptive und

passive Immuntherapie, sowie die genetische Modifikation.

Mit der Immunstimulation erhofft man eine Stirkung des Immunsystems des Patienten,
um eine Immunantwort gegen den Tumor zu induzieren. In der Tumorbekdmpfung wird
mittels Thymushormonen, Leukozytenextrakten, Interferonen, Interleukinen sowie TNFo

versucht, eine Verbesserung der Immunstimulation zu erreichen. Nach klinischen



Versuchen konnten keine therapeutisch relevanten Immunantworten gegen diese Stoffe
festgestellt und kein Effekt auf die Tumorreduktion nachgewiesen werden

[ZINKERNAGEL, 1997, LAMPSON, 1997].

Diese aktive Immuntherapie versucht durch aktive Immunisierung eine protektive
Immunitit gegen neoplastische Zellen zu induzieren. Eine Methode besteht in der
Injektion abgetoteter oder bestrahlter Tumorzellen. Dieses Vorgehen griindet auf der
Uberlegung, mit  antigenhaltigen = Tumorzellen eine  Immunantwort und
Lymphozytenaktivierung auszuldsen. Die bisherigen Versuche enttduschten. Die
reinjizierten tumor-assoziierten Antigene flihrten nicht zu einer signifikanten

Immunantwort.

Als adoptive zellulire Immuntherapie bezeichnet man den Transfer in vitro kultivierter
Immunzellen mit Anti-Tumor-Reaktivitit in einen immunsupprimierten Empfanger. T-
Zell- Effektorklone oder —Populationen werden in vitro mittels Antigenstimulation
vermehrt (lymphokinaktivierte Killerzelle, LAK- Zellen) und dann zuriicktransfundiert.
Neueste klinische Versuche mit malignen Gliomen haben sich auf die intratumorale
Anwendung von LAK- Zellen konzentriert. LAK- Zellen werden durch die Inkubation
von peripheren Blut-Lymphozyten mit IL-2 hergestellt und bewirken eine zytolytische

Aktivitit gegen Tumoren und greifen normales Hirngewebe nicht an [ROTH, 1999].

Eine Moglichkeit der passiven Immuntherapie besteht in der Verwendung von
Antikdrpern, die an Antigene auf der Oberfliche neoplastischer Zellen binden. Die
Antikorper dienen als Vehikel fiir toxische Substanzen und damit zur selektiven

Elimination neoplastischer Zellen.

Das Konzept {tiber monoklonale Antikérper eine selektive Tumorbehandlung
durchzufiihren setzt die Generierung eines tumorspezifischen Antikorpers voraus. Dieser
soll nicht mit ,,normalen* Zellen kreuzreagieren. Ein solcher hochspezifischer Antikorper
ist fiir Gliome noch nicht gefunden worden. Zellen maligner Gliome weisen eine
ausgepragte Antigen- Heterogenitét auf, so dass es nicht wahrscheinlich erscheint, dass

ein einzelner Antikorper ausreicht [ROTH, 1999].



Im Rahmen der genetischen Modifikation fand eine molekularbiologische Studie statt, in
der Méuse- cDNA in ein zytotoxisches T-Lymphozyten-Genom inseriert wurde. Das
Ergebnis war die gesteigerte Ausschiittung von Interferon und die verminderte
Zytotoxizitdt von Gliomzelllinien. Dieser Versuchsansatz steckt noch in den Anfingen

und lisst somit keine Schlussfolgerung auf seine Wirksamkeit zu [GREENBERG, 1999].

Diese Ausfithrungen machen deutlich, dass die Prognose des Glioblastoms insgesamt

noch nicht entscheidend verbessert werden konnte.

1.3. Spontane Tumorregression

Neben den oben erwéhnten ,klassischen® klinischen Verlaufen und unabhéngig von
samtlichen Therapieversuchen sind in der Literatur wenige Fille der spontanen
Tumorregression beschrieben. Diese ist definiert, als das teilweise oder vollstindige
Verschwinden eines Neoplasmas ohne Behandlung. Die spontane Regression von
humanen Tumoren ist sehr selten und betrifft hochst immunogene Tumoren [PAPAC,
1998]. Sie schlieBt auch Therapien mit ein, bei denen ein signifikanter Einfluss auf die
systemische Tumorerkrankung nicht zu erwarten ist. Dies kann z.B. eine palliative Gabe
von Steroiden beinhalten [HIROSE, 1998]. Des Weiteren bedeutet spontane Regression
nicht, dass die systemische Krankheit geheilt oder die Regression von Dauer ist [BODEY,
2002]

Sie konnte bei Gliomen des Nervus Optikus [PARSA, 2001, ZuccoLl, 2001] und der Pons
[LENARD, 1998], bei verschiedenen Astrozytomen [KERNAN, 1998, ZizkA, 2000],
priméren cerebralen Lymphomen [AL-YAMANY, 1999], sowie Tumoren anderer Organe
nachgewiesen werden. Vergleichsweise hdufig tritt dieser klinisch bemerkenswerte
Verlauf im Rahmen von Phakomatosen, wie z.B. der Neurofibromatose Typ I

[GOTTSCHALK, 1999] auf.

Die zellbiologischen Mechanismen, die diese TumorabstoBungsreaktion bedingen, sind
heute noch weitgehend unbekannt. Wie oben bereits erwihnt, liegen diesem Phinomen
zahlreiche verschiedene Mechanismen zu Grunde. Einige dieser Mechanismen nutzbar zu
machen, wiirde einen entscheidenden Vorteil in der Therapie maligner Gliome mit sich

bringen.
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1.4. Beschreibung des Tiermodells
1.4.1. Historie und Anforderungen an Tiermodelle

Tiermodelle gelten seit den frithen 70iger Jahren als addquate Moglichkeit die
Wirksamkeit neuer Therapieansitze in der Behandlung von Gehirntumoren zu erforschen.
Tiermodelle dienen in erster Linie der Untersuchung der Mechanismen der
Tumorentstehung, Progression, Angiogenese und Metastasierung, sowie in zweiter Linie
der Erforschung verschiedener Therapieformen [BARTH, 1998]. Neben Katzen und
Hunden finden Ratten am hdufigsten in Tiermodellen Anwendung. Peterson beschrieb,
dass die Versuchstiere moglichst klein und giinstig zu unterhalten sein sollten, damit auch
grofBere Mengen fiir die Versuchsreihen zur Verfligung stehen [PETERSON, 1994]. Seit
Mitte der 70iger Jahre wurden Ratten intensiver zu Versuchszwecken in der
Gehirntumorforschung untersucht, da sie u.a. diese Anforderung erfiillen. Im Folgenden
wird v.a. auf Rattentiermodelle eingegangen. Die Ausgangsstudien bezogen sich auf die
intravenose Injektion von z. B. N-Methyl N- Nitrosoharnstoff, womit man die Induktion
von Tumoren im zentralen Nervensystem erreichte [DRUCKREY, 1964]. Diese Studien
fiihrten zu einer Anzahl von Gehirntumormodellen, die gut charakterisiert, einfach
reproduzierbar und applizierbar sind. Auch wenn sicherlich kein Tiermodell das humane
Gehirntumorwachstum exakt simulieren kann, sollte es moglichst nahe an die Situation

des menschlichen Tumors heranreichen.

Folgende Anforderungen sind an Gehirntumormodelle zu stellen: Die Tumorzellen sollten
von glialen Zellen abstammen. Daneben sollte die Wachstumsrate des Tumors, genauso
wie die malignen Charakteristika vorhersehbar und reproduzierbar sein. AuBerdem sollten
sie Gliom- spezifische Merkmale, wie invasives Wachstum, Neovaskularisation und
Verdnderungen der Blut- Hirn-Schranke besitzen. Das Tumorwachstum sollte lange
genug andauern, um Therapiestudien und Qualitdtskontrollen (Auswertungen der
Wirksamkeit) zu erlauben. Die Minimierung immunologischer Zusammenhinge und die
Moglichkeit der Uberwachung des Tumorwachstums gehdren ebenso zu den
Anforderungen an die Tiermodelle [PETERSON, 1994]. Tiermodelle sollten mdglichst viele
der hier erwdhnten Anforderungen erfiillen. Je nach Fragestellung wird das Modell

ausgewdbhlt.
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Verschiedene Fille extrazerebraler Tumorlokalisation zeigten ein fehlendes invasives
Tumorwachstum, welches die Prognose der Patienten bestimmt. Das invasive Wachstum
menschlicher Gliome ist das Ergebnis aus komplexen Interaktionen zwischen
Gliomzellen und gehirnspezifischer extrazelluldrer Matrix. Deshalb ist die orthotope
Implantation (also die Implantation von Hirntumorzellen ins Hirngewebe) und das dortige
Wachstum als wichtige Anforderung an Tiermodelle zu erwdhnen [GOLDBRUNNER,
2000b]. Aufgrund des zeitaufwendigen und komplizierten Vorgangs der
Tumorimplantation in das Gehirn, gibt es nur wenige Studien iiber orthotope Modelle in

der Erforschung des Gliomwachstums.
1.4.2. C6- Zellen

Durch wiederholte Behandlung mit N-Methyl N- Nitrosoharnstoff (MNU) gelang es
erstmals Benda und Schimek einen sogenannten C6- Tumor herzustellen [BENDA, 1971].
C6- Zelllinien werden héufig in Gliomstudien verwendet [NAGANO, 1993, BARTH, 1998].
Die C6- Zelllinie beinhaltet astrozytische Kennzeichen und wird in neurobiologischen
Studien wegen des Vorkommens von glialen Zellmarkern, wie z.B. GFAP (glial fibrillary
acidic protein) und S- Protein untersucht. Es findet eine Untersuchung in in vivo und in
vitro Transplantationsmodellen statt. Ein unterschiedliches Wachstumsverhalten zeigt
sich im Hinblick auf verschiedene Rattenpopulationen. So fillt ein zu humanen Gliomen
homologes Wachstum bei der Implantation in Wistarratten auf. Diese wiesen eine

parenchymatdse Invasion, Neovaskularisation und Nekrose auf [BENDA, 1971].

Da die C6 Zellen in einem Wistar- Auszuchtstamm generiert wurden, ist es nicht moglich
diese in einen syngenen Wirt zu implantieren. Das heif3t, der Wirt, aus dem der Tumor
generiert wurde, steht flir eine Implantation nicht zur Verfligung. Die Tumorzellen
miissen folglich in Tiere implantiert werden, von denen eine gewisse Abstoungsreaktion
gegeniiber den Gliomzellen von vornherein zu erwarten ist. Dies stellt eine bedeutende
Einschrinkung in der Validitit von Uberlebenszeitstudien dar, da der Tumor eine

ausgepragte immungene Wirkung in allogenen Wirten aufweisen kann [BARTH, 1998].

12



1.4.3. C 6 Gliomzellen im Tumor- Sphéroidmodell

Sphédroide sind kugelformige Tumorzellaggregate, die aus Zelllinien und aus
Gewebeproben hergestellt werden. Dreidimensionale Sphiroide aus Gliomzellen dhneln
soliden Tumoren, indem sie einen natiirlichen Aufbau ihrer extrazelluldiren Matrix
aufweisen und ihre Wachstumsgeschwindigkeit der anderer Neoplasien &hnelt. Die
Implantation eines solchen Sphéroids in das passende Zielgewebe ermdglicht die Bildung
eines kleinen Tumorherdes. Diese Methode wird z.B. bei der Implantation von
Sphiroiden genutzt, die aus C6-Rattengliomzellen gewonnen werden [FARRELL, 1988,
GOLDBRUNNER, 1999, PARSA, 2000]. Aus den implantierten neoplastischen Zellen
entsteht ein schnell wachsender Tumor mit vielen Eigenschaften des Glioblastoma
multiforme. Die Vorteile dieses Systems bestehen einerseits in der dreidimensionalen
Struktur des Primdrtumors, der leichten Reproduzierbarkeit und der definierten
Tumormasse [FARREL, 1987]. Die genaue Positionierung des Sphéroids im Wirtsgewebes
stellt einen groBen Vorteil gegeniiber der stereotaktischen Implantation von
Zellsuspensionen dar, da hierbei nicht immer ersichtlich ist, wie weit sich die Zellen von
der primdren Lisionsstelle entfernen und anwachsen. Die Nachteile sind dagegen im
Implantationsaufwand und im Setzen einer groBen Wunde zu sehen. Das Sphéroidmodell
dhnelt den physiologischen Gegebenheiten in vivo. Kultiviert man Zellen dagegen als
Monolayer, so entspricht das nur begrenzt den Eigenschaften eines dreidimensionalen
Tumors, da die Zellen weitgehend die gleichen Bedingungen vorfinden. Die Zellen eines
dreidimensionalen Tumors dagegen sind einem unterschiedlichen Angebot an Sauerstoff
und Nahrungsstoffen sowie physischen und chemischen Stress in unterschiedlicher Stirke
ausgesetzt [SANTINI, 1999]. Dies hat groBen Einfluss auf die Morphologie der
Gewebsneubildung, da in Bereichen schlechter Sauerstoffversorgung Zellschiden und
Nekrosen auftreten konnen [FOLKMAN, 1971]. Das Sphéroidmodell dient auch als
Grundlage fiir die Beobachtung des Tumorwachstums. Dieses wird mittels MRT-
Technologie iiber einige Tage verfolgt [GOLDBRUNNER, 2000a]. Eine derartige

Beobachtung iiber einen lingeren Zeitraum fand bis jetzt noch nicht statt.

Bereits in der Vergangenheit wurden immunsupprimierte Versuchstiere verwendet
[SARIS, 1984]. So implantierten Rana et al. 1977 [RANA, 1977] menschliche

Glioblastomzellen in 3 thymektomierte Mause. Die Tumoren wuchsen in allen Miusen
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und entwickelten morphologische Merkmale der Ausgangsspezies. Die Gruppe um Saini
[SAINI, 1999] stellte einen morphologischen Vergleich zwischen C6- und 9L —Zelllinien
in immunkompetenten und immunsupprimierten Ratten an. In immunkompetenten Wistar
Ratten zeigten sich die 9L- Gliome demarkiert und weniger infiltrativ als in
immmunsupprimierten Nacktratten. Hier zeichneten sich die implantierten Tumoren, wie
bei den C6- Gliomen, durch ein multiformes und infiltratives Wachstum aus. Bei 9L-
Zellen handelt es sich um Gliomzellen mit ausgeprégter sarkomatdser Komponente und
entsprechender Immunogenitit [BARKER, 1973, BLUME, 1974]. Zusétzlich kommt auch
die Tatsache, dass C6-Zellen in einem Wistar- Auszuchtstamm generiert wurden und

keinen syngenen Wirt zur Verfiligung haben bei diesen Untersuchungen zum Tragen.

1.5. MRT im Rahmen des Tiermodells

Lange Zeit stellte die histologische Aufarbeitung eines Tumorgewebes den Abschluss
einer Tiermodellstudie, z.B. im Hinblick auf die Invasion des Tumors dar. Der Gedanke,
das Tumorwachstum mittels der MRT- Bildgebung zu beobachten ist nicht neu
[BEDERSON, 1986]. In den letzten Jahren allerdings fiihrten technische Fortschritte dazu,
die MRT- Technik zur nicht- invasiven Darstellung von Gehirntumoren in Ratten zu
verwenden [BENDSzUS, 2002]. Des weiteren ermdglichen spezielle Softwareprogramme
eine  Volumenanalyse @~ von  intrazerebralen = Tumoren [RAILA, 1999].
TumorgréfBenmessungen in vivo kdnnen nun wesentlich einfacher durchgefiihrt werden
[DENNIE, 1998]. In vielen Arbeitsgruppen hat die MRT- Bildgebung einen bedeutenden
Stellenwert bei in vivo Verlaufskontrollen intrazerebraler Gliome in Ratten erlangt

[ GOLDBRUNNER, 2000 a, b].

1.6. Tumorimmunologie

Das zentrale Nervensystem (ZNS) gilt als “immunologisch privilegiert [MEDAWAR,
1948]. Neben der Vorderkammer des Auges, der Schilddriise und dem Hoden gehort es
zu den Organsystemen, die kein lymphatisches System aufweisen. Ein wichtiger Faktor,
der zur Regelung einer Immunantwort im Gehirn beitrdgt ist die Blut-Hirnschranke. Sie
verhindert den Eintritt von Entziindungszellen und immunregulierenden Molekiilen in das
Gehirn. Nur Wasser und kleine, inerte und lipophile Molekiile mit einem Molekiilgewicht

bis zu 200 Dalton koénnen passiv die Blut-Hirnschranke durchwandern. Fiir
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Immunglobuline (Ig) und Zytokine ist die intakte Blut-Hirnschranke nicht durchgéngig
[GREENBERG, 1999]. Zytokine sind biologisch aktive Hormone, meistens Glykoproteine,
die auf Zellen mit entsprechenden Rezeptoren verschiedenste biologische Effekte ausiiben
[ZINKERNAGEL, 1997], z.B. die Vermittlung von Abwehrreaktionen bei bakteriellen

Infekten.

Gliome flihren im Gehirn zu einer immunologischen Reaktion. Studien zeigen, dass
Gliompatienten eine beeintrichtigte zellulire Immunantwort und eine reduzierte T-Zell-
Aktivitit aufweisen. AuBBerdem besteht eine kutane Anergie, eine reduzierte Aktivitit von
,Natural-killer-(NK) Zellen sowohl einer verminderten IL-2-Produktion von
mitogenaktivierten T-Zellen [TONN, 1997]. IL-2 wird v.a. von T-Zellen produziert und ist
als T-Zell-Wachstumsfaktor flir die Proliferation der T-Zellen zustindig. Fiir die
Erklarung dieser Phinomene wurden bislang 2 Zytokine, die in Gliomen gebildet werden,
verantwortlich gemacht: TGF-B2 (Transforming growth factor ) und Prostaglandin E2
(PGE2). TGF-B2 wird von Gliomzellen sezerniert und es zeigt sich eine steigende
Expression bei Zunahme des Anaplasiegrades des Glioms. TGF-f2 unterdriickt die T-
Lymphozytenaktivitit in malignen Gliomen [GREENBERG, 1999]. Dariiber hinaus wurde
auch die IL-10-Produktion bei Gliompatienten erhoht gefunden. IL-10 behindert die
Synthese einer Reihe anderer Zytokine, einschlieBlich IL-1, Interferon (INF-o), TNF und
IL-6, die fiir die T-Zell- und Makrophagenaktivierung zustindig sind [PARNEY, 2000].

Gehirntumorzellen besitzen Antigene (Ag), die im Zytoplasma oder auf der
Zelloberflache lokalisiert sind. Tenascin, ein gliom-spezifisches Antigen, wird auf der
extrazelluldren Oberfldche des Glioms exprimiert [KURPAD, 1995]. Aullerdem ist Mel-14
ein neuroektodermales Antigen, das neben Melanomen, Neuroblastomen auch in Gliomen
nachweisbar ist. Gegen diese beiden Antigene wurden monoklonale Antikorper
entwickelt und mit Iod 131(1311) behandelt fiir die Tumorlokalisation und Behandlung
eingesetzt [GREENBERG, 1999]. Mit der Induktion einer Immunantwort gegen
tumorantigenprasentierende Zellen ist die Hoffnung verbunden, die spezifische
Bekédmpfung maligner Zellen zu bewirken, wahrend das normale Gewebe unberiihrt

bleibt [PROESCHOLDT, 2001].
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1.7. Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit fand eine systematische Analyse der spontanen Regression
experimenteller Gliome statt. Um die Wertigkeit des etablierten und weit verbreiteten C6-
Implantationsmodells zu spezifizieren, priiften wir den grundlegenden Einfluss der
Immunkompetenz auf dieses Modell. Dies geschah im Rahmen des Vergleichs des
Spontanverlaufs intracerebraler Gliome bei immunkompetenten und thymektomierten

Ratten.
Fiir unsere Versuche wurde folgende Hypothese erarbeitet:

Mittels dieser Versuchsreihe fand eine ldngere Beobachtung (bis zu 72 Tage) des
Tumorwachstums mittels eines C6- Sphéaroidmodells statt. Anhand dieser Untersuchung
kann der zeitliche Verlauf des Tumorwachstums und sein Einfluss auf die

Tumormorphologie untersucht werden.

Dafiir werden den Versuchstieren orthotop Zellsphiroide implantiert, wobei es sich um
C6-Gliomwildtypzellen handelt. Die Tumorvolumina wurden an definierten Terminen
magnettomographisch gemessen. Nach den jeweiligen MRT-Terminen wurde eine
bestimmte Anzahl reprasentativer Tumorproben entnommen. Dabei mall man einerseits
per Lichtmikroskop die jeweilige Tumorgrof3e, andererseits fanden immunhistochemische
Féarbungen statt. Hierbei standen die CD 8 (zytotoxische T-Zellen)- und die ED 1
(Makrophagen)-Farbung im Vordergrund. Daneben wurden die Gewebsproben auf die
CD 31- GefaBdichte untersucht. Mogliche immunologische Einfliisse auf die Wirt-
Immunantwort wurden anhand des Vergleichs zwischen dem Tumorwachstum

thymektomierter und immunkompetenter Ratten in Betracht gezogen.
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2. Gerite, Materialien und Chemikalien

2.1. Gerite und Laborhilfen

Biofuge Pico

Brutschrank

(IR Autoflow CO, Water-Jacketed Incubator)

Hohlmeif3elzange FO 409
Instrumente mikrochirurgische

Kopthalter

Kryostat
Magnetriihrer MR 3001 K

Magnetriihrstabchen, div. Grossen
Megafuge 1.0 R

Messzylinder, div. Volumina

Mikropippetten
Mikroskop, Wilovert
Mikrowellenherd R-2V26
Multipette plus
Operationsmikroskop OPMi II
PH-Meter 525

Pipetten, Glas, 5, 10, 20 ml
Pipettor (Stripettor)
Skalpell ,,Cutfix*
Tischzentrifuge 5417 C
Vortex-Genie 2

Wirmeplatte
Waage Sartorius BP 300 S
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Heraus Instruments, Hanau
Nuaire, Plymouth,

U.S.A.

Aesculap, Tuttlingen
Aesculap, Tuttlingen
Werkstatt Neurologie,
Universitidt Wiirzburg
Leica, Wetzlar

Heidolph, Schwabach
Heinse und Ziller, Wiirzburg
Heraeus Sepatech, Hanau

Schott, Mainz

Eppendorf, Hamburg
Hund , Wetzlar
Sharp, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Zeiss, Oberkochen
WTW, Weilheim
Hartenstein, Wiirzburg
Costar, Bodenheim
B.Braun, Melsungen
Eppendorf, Hamburg
Scientific Industries,
Bohemia, U.S.A.
Medex, Kiel

Sartorius, Gottingen



Wasserbad

2.2. Verbrauchsmaterialien
Cryordéhrchen

Deckgléser

Einmalkaniilen, div. Gréf3en
Einmalspritzen, div. Gro3en
Faltenfilter

Farbfilme

Histowachs

Hautklammergerat

Objekttrager

Pasteurpipette

Petrischalen

Pipettenspitzen, Kunststoft, 10, 100, 1000 ul
Tubes, Kunststoff, 15, 50 ml
Zellkultur-24-Well-Platten
Zellkulturflaschen (75 cm?)

2.3. Chemikalien
Aceton

Agar Noble

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Einschlussmittel fiir mikroskopische OT
Eosin

Ethanol absolut (EtOH)

Methanol (MetOH)
Natriumchlorid

Isotonische Kochsalzlosung (Nacl)

Natriumcitrat
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Hartenstein, Wiirzburg

Nalgene, Briissel

Hartenstein, Wiirzburg

B.Braun, Melsungen

B.Braun, Melsungen

Schleicher und Schiill, Dassel
Agfa, Leverkusen

Cambridge Instruments, Nussloch
B.Braun, Melsungen

Hartenstein, Wiirzburg

Samco, San Fernando, U.S.A.
Becton Dickinson, Oxuard; U.S.A.
Greiner, Wiirzburg

Becton Dickinson, Oxuard, U.S.A.
Costar, Bodenheim

Costar, Bodenheim

Roth, Karlsruhe

Nordwald, Hamburg

Roth, Karlsruhe

Zymed, San Francisco, U.S.A.
Merck, Darmstadt

J.T.Baker, Deventer, NL

J.T. Baker, Deventer, NL
Merck, Darmstadt

Braun, Melsungen

Merck, Darmstadt



Natronlauge (NaOH) Merck, Darmstadt

Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Paraformaldehyd (PFA) Sigma, St. Louis, U.S.A.
Salzsdure (HCI) Merck, Darmstadt

Tissue Tek Saluna, Torrance, U.S.A.
Wasserstoffperoxid, 30% (H202) Sigma-Aldrich, Steinheim

24. Antikorper und Reagentien fiir Immunhistochemie

CD 31 Santa Cruz, Santa Cruz, U.S.A.
CD 8 Santa Cruz, Santa Cruz, U.S.A.
ED 1 Serotec, Oxford, U.K.
Histostainkit Zymed, San Francisco, U.S.A.
2.5. Medikamente

Ather Chinosol, Seelze

Magnevist® Gadolinium DTPA Schering, Berlin

Ketamin Ketanest® Parke-Davis, Berlin
Neo-Kodan Hautantiseptikum Schiilke und Mayer, Norderstedt
Rompun® Xylazin Bayer, Leverkusen

2.6. Puffer und Lésungen

Phosphat gepufferte Kochsalzlosung (PBS)
8 g Nacl
+ 0,2 g KCI
+ 1,44 g Na2HPO4 * 12 H20
+ 0,24 g KH2PO4
werden in 1000ml A.d. gelost und auf ph 7,4 eingestellt.
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2.7. Reagentien fiir die Zellkultur

Amphotericin B

100x BME nicht essentielle Aminosduren
Dulbecco’s modified Eagle’s Medium
(DMEM) mit 1g/ | Glucose

Fetales Kélberserum (FCS)

Genetecin G 418

L-Glutamin (200 mM in 0,85% NaCl)
Penicillin (10000 U) /

Streptomycin (10 mg/ ml)

Phosphate Buffered Saline (PBS)
Trypsin-EDTA (0,05 M/ 0,02%)
Ultra-reines Wasser (Seromed)

100x MEM Vitamine

Zellkulturmedien

fiir C6 - Gliomzellen:

Gibco-BRL- Life Technologies, Eggenstein
Cytogen, Berlin
Cytogen, Berlin

Bio Whittaker {iber Boeringer Ingelheim
Gibco-BRL- Life Technologies, Eggenstein
Cytogen, Berlin

Cytogen, Berlin

Bio Whittaker tiber Boeringer Ingelheim
Cytogen, Berlin
Biochrom, Berlin

Gibco-BRL- Life Technologies, Eggenstein

500 ml DMEM mit 1g/l Glucose
60 ml FCS, hitzeinaktiviert

6 ml Vitamine (= 1x)

6 ml NEAs (= 1x)

2 ml L-Glutamin (0,65mM)

2 ml Penicillin (=32u/ml) / Streptomycin (=32mg/ ml)

Einfriermedium:

50 ml DMEM-Vollmedium mit 20% FCS

40 ml FCS

—> Lagern bei 4°C

bei Gebrauch 9 ml mit 1 ml DMSO ansetzen.
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(=10 % DMSO und 50 % FCS)

Alle Medien und Zusétze werden, sofern nicht anders angegeben, mit einer Temperatur
von 37°C verwendet. Die Medienzusitze werden aliquotiert bei —20°C aufbewahrt. Erst

kurz vor Gebrauch werden sie aufgetaut und dann max. zwei Wochen bei 4°C gelagert.
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3. Methoden

3.1. Zellbiologische Methoden

3.1.1. Monolayer-Zellkultur von C6 Wildtyp- Gliomzellen

Der erste Schritt besteht im Auftauen der C6 Wildtyp- Gliomzellen, die in fliissigem
Stickstoff gelagert werden. Man gibt diese Zellen unter sterilen Bedingungen in
Zellkulturflaschen mittlerer GroBe. Danach  wachsen sie als Monolayer
(Einzelzellschicht), wobei 15 ml des jeweiligen Zellkulturmediums als Néhrstoffe
dienen. Die Zellen inkubieren anschlieend bei 37°C, 5% CO, und 100%
Luftfeuchtigkeit im Brutschrank.

Dabei handelt es sich um Standardbedingungen bei der Kultur der Gliomzellen, die
auch bei allen anderen genannten Inkubationen Anwendung finden. Das
Weiterverarbeiten der konfluenten, d.h. den Boden der Zellkultur vollstindig
bedeckenden Zellen, erfolgt durch Abnehmen und Verwerfen des Mediums. Darauf
folgt das Spiilen der Flasche mit 3ml vorgewdrmten Trypsin EDTA. Die am
Flaschenboden haftenden Zellen lockert man mit 1,5 ml Trypsin (unter genannten
Inkubationsbedingungen). Nach kurzer Wartezeit (5 Minuten) und Beobachten des
Losungsvorganges unter dem Mikroskop kann man die restlichen, noch am Plastik
haftenden, Zellen durch Klopfen I6sen. Der nédchste Schritt besteht in der
Neutralisierung des Trypsins, in dem 8,5 ml des vorgewdrmten Medium aufgenommen
werden. Danach zieht man die gesamte Zellsuspension auf und gibt eine bestimmte
Menge an Zellen wieder in die Zellkulturflasche zuriick. Die Menge dieser Zellen hingt
davon ab, wann eine mit Gliomzellen konfluent bewachsene Flasche z.B. zum Anlegen
von Sphiroiden gebraucht wird. Je nach Bedarf kann man die restliche Zellsuspension
auf andere Flaschen verteilen, einfrieren oder verwerfen. Schliefllich wird die

Zellkulturflasche mit Medium wieder auf 15 ml aufgefiillt.
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3.1.2. Einfrieren und Auftauen von C-6 Gliomzellen

Uberschiissige Zellsuspensionen oder Zelllinien, die fiir aktuelle Versuche nicht
gebraucht wurden, konnen fiir den spdteren Gebrauch eingefroren werden. Die
Aufbewahrung erfolgt in fliissigem Stickstoff bei —196°C. Die Zellen werden
trypsiniert, anschliefend in kaltes Medium (4°C) (ad 10 ml) aufgenommen und bei 4°C
mit 800 rpm 10 min ungebremst zentrifugiert. In der Zwischenzeit werden
Kryorohrchen beschriftet und das Einfriermedium mit DMSO auf Eis angesetzt. Nach
der Zentrifugation wird der Uberstand des Zellpellets abpippetiert, verworfen und die
Zellen in 1 bis 3 ml Einfriermedium resuspendiert. Diese Zellsuspension wird zu je 1 ml
pro Kryordhrchen verteilt und umgehend auf Eis gestellt. AbschlieBend werden die
Rohrchen fiir einen Tag bei —80°C zwischengelagert und danach in fliissigen Stickstoff
tiberfiihrt, wo sie mehrere Jahre gelagert werden konnen.

Das Kryorohrchen wird im 37°C Wasserbad aufgetaut, bis noch ein kleiner Eisrest
sichtbar ist. Anschliefend gibt man den Inhalt des Kryor6hrchens in ein vorher
beschriftetes 15 ml Tube. Danach wird das Réhrchen fiir 10 Minuten bei 4°C und 800
rpm zentrifugiert. Wéhrenddessen wird eine Zellkulturflasche beschriftet und mit 10ml
warmen Medium versehen. Nach dem Zentrifugieren wird der Uberstand des Réhrchens
abgekippt und verworfen. Das Pellet (Zellen, die am Boden des Zentrifugenréhrchens
haften) wird mit Medium aufsuspendiert. Danach gibt man die Zellsuspension in die

Zellkulturflasche, die sich bis zur Weiterverarbeitung im Brutschrank befindet.

3.1.3. Anlegen von Tumorsphéroiden

Gliomzellen haften am Boden von Zellkulturflaschen. Diese Adhdsion kann man durch
vorheriges Beschichten der Flaschen mit Agar verhindern (coaten). Dadurch kénnen
sich die Zellen nicht festsetzen und lagern sich statt dessen zu einem kugelférmigen,
dreidimensionalen Zellverband, dem Sphdroid zusammen. Zum Anlegen dieser
Kulturen werden die als Monolayer konfluent gewachsenen Zellen wie im Fall des
Passagierens trypsiniert. 8 ml dieser Zellsuspension werden in eine beschichtete
Kulturflasche gegeben, in die bereits 15 ml vorgewédrmtes Medium vorgelegt wurde.

Der Rest wird zum Umsetzen verwendet. Die Inkubation der Sphiroidflasche erfolgt
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unter Standardbedingungen. Am folgenden Tag wird der Inhalt auf zwei frische,
gecoatete Zellkulturflaschen verteilt. Die Flaschen werden dann wieder auf insgesamt
15 ml mit Medium aufgefiillt.

Nach vier Tagen haben viele der entstandenen Sphéroide eine Grofle von 200-250 pm
erreicht und sie konnen vereinzelt werden. Unter sterilen Bedingungen werden sie mit
einer Kolbenhub-Pasteur-Pippette unter Mikroskopsicht vereinzelt und auf gecoatete 24
Well Platten iiberfilhrt. In einem einzelnen Well werden dafiir mindestens 1,5 ml
warmes Medium vorgelegt. Bei der Auswahl der Sphiroide fiir die folgende
Implantation ist darauf zu achten, dass keine nekrotischen Exemplare ausgewdhlt
werden. Diese konnen im Phasenkontrastmikroskop durch ihren dunkelgrauen bzw.
schwarzen Kern erkannt werden. Sphéroide aus durchgingig lebenden Zellen haben

keinen dunklen Kern; sie sind hell und durchscheinend.

3.1.4. Beschichtung der Zellkulturflaschen und 24 Well Platten

Bei der fiir die Sphéroidkultur nétigen Beschichtung mit Agar (1% Agar in Medium,
Verfahren nach Yuhas 1977) wird Agar-Noble verwendet. Dieser wird zu 10 ml Ultra-
Pure-Water gegeben und bis zur vollstindigen Losung ca. 3 min in der Mikrowelle
aufgekocht. Ist der Inhalt vollstdndig geldst, so gibt man 40 ml Medium hinzu. Danach
wird vorsichtig gemischt und schnell auf Zellkulturflaschen und Well-Platten verteilt.
Um zu kaltes Medium zu vermeiden, ist es sinnvoll, das Zellkulturmedium ca. 10 min
vor Beginn dieses Schrittes ins 37°C warme Wasserbad zu stellen. In eine 75 cm’

Flasche gibt man10 ml, in ein Well der 24 Well-Platte 1 ml Agar.

3.2. Tierversuche

3.2.1. Implantation von Tumorsphéroiden

Der folgende Versuch wurde unter Projekt Nummer 621-2531.01-28/99 vom Ausschuss
fiir Tierschutz der Universitit Wiirzburg genehmigt. Als Tumorwirte wurden 16

immunsupprimierte Ratten des Typs Sprague-Dawley ausgewihlt, die im Alter von 7

Tagen thymektomiert wurden. Des Weiteren wurden 16 immunkompetente Ratten des

24



gleichen Typs ausgewdihlt. Alle Tiere waren mannlich und wiesen zum Zeitpunkt der
Implantation ein Gewicht von 300 — 350 g auf. Die Ratten teilten sich zu viert einen
Kifig und hatten eine Woche Zeit, sich vor der Operation an die Umgebung zu
gewoOhnen. Vor der Implantation wurden die Tiere mit 100mg/ kg KG Ketamin
(Ketanest®) und 10 mg/ kg KG Xylazin (Rompun®) narkotisiert, die beide i.m. in den
Oberschenkel injiziert wurden. Um Wundheilungsstorungen und Infektionen zu
vermeiden, wurden der Kopf der Tiere rasiert und das Operationsgebiet mit
Betaisodona® gespiilt. Danach wurde der Kopf der Tiere in einem Kopfhalter fixiert,
und die Haut in sagittaler Richtung von etwas rostral der Augen bis in etwa Hohe der
Ohren inzidiert. Der Schidel wurde im Bereich des Bregma mit der Diamantfrise unter
fortlaufender Spiilung trepaniert und die Dura offengelegt.

Um die Durchblutung der Duragefile zu unterbinden, wurde diese nach ihrer
Offenlegung im Bereich des Knochens entfernt. Die weiche Hirnhaut und Hirnrinde
wurden mit einem Mikroskalpell in Form eines Halbkreises (2 mm) eingeschnitten und
ein einzelner, frisch dem Medium entnommener, Sphéroid wurde unter Mikroskopsicht
subkortikal in die Inzision plaziert.

Anschlieend wurde das Bohrloch mit Knochenwachs verschlossen, um ein
extrakranielles Tumorwachstum zu vermeiden.

Der Verschluss der Hautnaht erfolgte mittels Klammern. Fiir die gesamte Dauer der
Narkose wurden die Tiere auf 37°C Wirmeplatten vor Auskiihlung geschiitzt und erst

nach dem Aufwachen in ihre Kéfige zuriickgebracht.

3.2.2. Kernspintomographie

Mit der Magnet-Resonanz-Tomographie ist ein Hinweis auf die Morphologie des
Gewebes moglich. Die Wichtung des Bildkontrastes erfolgt durch physikalische
Faktoren, wie z.B. der Protonendichte und den T1- und T2- Relaxationszeiten.

Auf Tl-gewichteten Aufnahmen erscheinen Fliissigkeiten oder pathologische
Strukturen signalarm (hypointens), wéhrend sie auf T2-gewichteten Aufnahmen
signalreich (hyperintens) abgebildet werden. Des Weiteren ermoglicht die T2-Wichtung
eine genauere Beurteilung des perifokalen Odems sowie eine exaktere Abgrenzung des

infiltrativen Wachstums des Tumors. Die Gabe von Kontrastmittel erlaubt es, durch
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Charakterisierung der Bluthirnschrankenstérung und der dortigen Anreicherung solide
Tumoranteile von Odemzonen zu unterscheiden [POECK, 1998]. So kann das Signal aus
dem Gewebe zudem durch die Gabe von Gadolinium DTPA (Prohance 0,1 ml/ kg)
gesteigert werden, da es zu einer Verkiirzung der Relaxationszeit kommt [THURN,

1998].

Die Kernspin-Untersuchungen fanden bei den thymektomierten Ratten am 7., 15., 21.,
28., 35., 43., 58. und 72. Tag nach Implantation statt. Die nicht- thymektomierten
Ratten wurden am 7., 12., 15., 19., 22., 29., 36., 42., 56. und 72. Tag nach Implantation
MRT-technologisch auf das Tumorwachstum untersucht. Um die Auswertungen der
MRT-Termine zu vereinfachen, wurden die Versuchstiere zu Gruppen
zusammengefasst. So bilden die Ratten, die am 12-15. Tag nach Implantation getotet
wurden Gruppe 1. Gruppe 2 setzt sich aus den am 19.-21. Tag explantierten Ratten
zusammen. Gruppe 3 sind die Versuchstiere, die zwischen dem 28.-30. Tag nach
Implantation starben. Gruppe 4 umfasst die Daten der Tiere, die zwischen den Tagen
35-48 Tag nach Implantation getotet wurden und die 5. Gruppe wird von den Tieren
gebildet, die zwischen dem 49. und 72.Tag nach Implantation starben.

Dabei kam ein NMR-Tomograph (Siemens, Magnetom Vision®) mit einer Feldstirke
von 1,5 Tesla zur Anwendung. Die Versuchstiere wurden vor der MRT-Untersuchung
wie vor der Implantation narkotisiert. Die Ratten befanden sich in Riickenlage und der
Kopf war in einem provisorischen Halter fixiert. Die Messung wurde in einer selbst
angefertigten Spule mit einem Durchmesser von 30 mm durchgefiihrt. Die Messung
bestand aus einer T2-gewichteten (T2-w) TSE Sequenz (TE 3000 ms, TR 96 ms,
Schichtdicke 2 mm) und einer T1-gewichteten (T1-w) SE Sequenz (TE 460 ms, TR 14
ms, Schichtdicke 2 mm). AuBlerdem wurde bei allen Tieren eine CISS 3-D Sequenz (TE
12,2 ms, TR 5,9 ms, Schichtdicke 0,5 mm) durchgefiihrt. Die bei der CISS 3-D Sequenz
gewonnenen Daten wurden mit Hilfe einer Workstation (Silicon Graphics ®) und
entsprechender Software (Siemens Virtuoso®) volumetrisch ausgewertet. Dies wurde
erreicht durch manuelles Markieren des Tumors in jedem Schichtbild. Dafiir waren eine
genaue coronare, sagittale und axiale Ausrichtung der einzelnen Schichten notig.
Berechnet wurde das Volumen des Tumors schlieSlich aus der mittleren Flache der

Lésionen in coronarer, axialer und sagitaler Schnittrichtung.
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Die Messungen wurden in Kooperation mit PD Dr. M. Bendzus, Abt. fiir

Neuroradiologie der Universitit Wiirzburg durchgefiihrt.

3.2.3. Entnahme der Gewebeproben

Nach dem 12. Tag nach Implantation wurden nach jeder Kernspin-Untersuchungen 1-2
Versuchstiere noch unter Narkose durch intrakardiale Injektion von 50 mg/ kg
Pentobarbital getdtet. Thre Hirne wurden mittels Skalpell und Hohlmeiflelzange
freigelegt. Der Tumor wurde dann zusammen mit dem zugehdrigen Segment der
ipsilateralen Hemisphédre entnommen. Die Gefrier (Kryo-) schnitte wurden durch
Befestigen des Gewebsblockchen mittels Tissue Tek © an einem kleinen Korkplittchen
hergestellt. Danach wurde es in Isopentan, das mit fliissigem Stickstoff gekiihlt wird,
schockgefroren und sofort in den —80°C Schrank {iberfiihrt.

Von den in Kryo eingebetteten Gewebe wurden nach dem Schneiden 9um dicke
Schnitte angefertigt, die auf Poly-L-Lysin beschichteten Objekttrigern aufgenommen
wurden. Diese wurden dann entweder fiir Hématoxylin-Eosin-  oder

immunhistochemische Farbungen verwendet.

3.3. Konventionelle Farbungen

3.3.1. Héamalaun-Eosin Farbung

Die Kryoschnitte wurden vor dem Firben ca. eine Stunde lang aufgetaut und getrocknet.
Die Férbung mit Hé@malaunlosung dauerte ca. 10 Min. Die Schnitte wurden
anschlieBend mit Leitungswasser ca. zehn Minuten flieBend gewissert. Nach Abstoppen
der Reaktion in Aqua dest. wurde das Material ca. 25 Sekunden in 1% iger Eosinlésung
gegengefirbt. Danach wurden die Schnitte nach Spiilung in Aqua dest. in aufsteigender
Alkoholreihe (Ethanol 70%, 96% sowie 100% ) entwissert. Schlielich wurde das
Material fiir zehn Minuten in Xylol eingestellt und mit Eukitt eingedeckt.
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3.4. Immunhistochemische Férbungen

34.1. Farben von CD 31 Protein, CD 8 Protein und EDI Protein mit

Histostain® Kit.

Fiir die CD 31, CD 8 und ED 1 Féarbungen wurden Kryoschnitte verwendet. Das CD 31
Protein kommt spezifisch auf Endothelzellen vor und kann somit fiir eine
Endothelzellfarbung verwendet werden. Das CD 8 Protein ist spezifisch fiir
zytotoxische T-Zellen und ED 1 fiir Makrophagen, weswegen diese Farbungen fiir den
Nachweis dieser Zellen verwendet werden.

Die Kryoschnitte wurden nach Entnahme aus dem -20°C Fach fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur getrocknet. Danach wurde das Material 10 Min. lang in 4°C Aceton
fixiert. Nach der Fixation wurden die unspezifischen Bindungsstellen zweimal durch
Spiilen mit PBS geblockt. AnschlieBend trockneten die Schnitte fiir 15 Minuten bei
Raumtemperatur. Darauf folgt die Hemmung der endogenen Peroxidase durch
Einstellen der Schnitte fiir 45 Sekunden in einem Gemisch aus kurz vorher angesetztem
Methanol und Wasserstoffperoxid (135 ml MetOH+ 15 ml H,0O;). Nach griindlichem
Waschen in PBS wurden die Objekttrager mit Pferdeserum betrdufelt, um die
unspezifischen Bindungsstellen zu blockieren. Nachdem das Serum abgekippt, aber
nicht abgewaschen war, wurden 50 pl Losung mit Primérantikorper auf einen einzelnen
Gewebeschnitt gegeben und eine Stunde in der feuchten Kammer bei 37°C inkubiert.
Der Antikdrper wurde im Falle des CD 31 1:30, im Falle des ED 1 1:300 und bei CD 8
1:100 in PBS verdiinnt.

Nach der Inkubationszeit wurden die Schnitte dreimal in PBS gewaschen und der
Sekundérantikorper aufgetragen. Nach zehnminiitiger Einwirkzeit wurden das Material
erneut gewaschen und die Schnitte mit Enzymkonjugat benetzt. Nach weiteren zehn
Minuten wurden dieses wieder abgewaschen und frisch angesetzte DAB Reagenz
aufgetragen. Wihrend der Inkubationszeit von drei bis zehn Minuten sollte man den
Féarbevorgang kontrollieren und bei ausreichender Farbung den Vorgang mit Aqua dest.
abstoppen. Die Schnitte konnten jetzt mit Hdmalaun gegengefirbt und mit einem

wasserlOslichen Eindeckmittel konserviert werden.
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3.5. Quantifizierung der GefdBdichte, der zytotoxischen T-Zellen, der

Makrophagen und der Tumorvolumina

Um das AusmalB der erfolgten Vaskularisation festzustellen, wurden die mit der CD-31
Féarbung sichtbar gemachten Gefiale und Endothelzellsprosse von zwei unabhidngigen
Personen (Kiderlen M, Hildebrandt S) unter dem Lichtmikroskop quantifiziert. Dazu
wurden sechs zufillig ausgewdhlte Gesichtsfelder (100x Vergroferung), in denen nur
vitales Tumorgewebe zu sehen war, ausgezéhlt.

Die ED 1 Bestimmung der Makrophagen erfolgte an einem Olympus BH 2. Pro Schnitt
wurden 5 Raster 4 200pum des Tumors (25x VergroBerung) ausgezahlt.

Die GroBenbeurteilung des Tumors erfolgte ebenso an einem Olympus BH 2. Dabei
wurden die von den Versuchstieren angefertigten HE- Schnitte in einer 25- fachen
Vergroflerung  betrachtet. Aus den gemessenen maximalen Léngs- und
Querdurchmessern wurde niherungsweise das Tumorvolumen bestimmt.

Die CD 8 Auszdhlung wurde ebenso von zwei unabhidngigen Personen (Dr. Tilgner J,
Hildebrandt S) durchgefiihrt. Die Auszéhlung der zytotoxischen T-Zellen erfolgte an
einem Leica DM RX Mikroskop (20iger Objektiv). Pro Schnitt wurden 5 Felder a
160000 um? ausgezahlt.

SchlieBlich wurden die Ratten nach Explantationsterminen zu Gruppen
zusammengefasst. So gehoren die Ratten, die am 12. —15. Tag nach Implantation
starben zu Termin 1. Die Ratten von Tag 19- 21 nach Implantation zu Termin 2, die
Tiere von Tag 28- 30 nach Implantation zu Termin 3. Letztlich wurden die Tiere von
Tag 35- 48 nach Implantation zu Termin 4 und die Ratten von Tag 72 nach Implantation
zu Termin 5 gezdhlt. Der Zahlunterschied zwischen beiden Begutachtern betrug in

samtlich Féllen weniger als 10%.
3.6. Statistische Auswertung
Fiir die Auswertung der MR-Volumetrie, der zytotoxischen T-Zellen, der Makrophagen

sowie der Vaskularisation wurde der Student’s t-test verwendet. Ein p-Wert von < 0,05

galt als statistisch signifikant.
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4. Ergebnisse

4.1. Sphéroidimplantation

Alle Tiere haben sowohl die Implantation als auch die MRT- Messungen gut toleriert.
Abgesehen von einer thymektomierten Ratte haben alle Tiere solide Hirntumoren
entwickelt. Wiahrend des 70-tdgigen Versuchsablaufs wurden die Ratten tdglich auf
neurologische Ausfallserscheinungen untersucht, welche aber nicht festgestellt werden

konnten.

4.2. Die Rolle der Immunkompetenz im Hinblick auf die MRT- Morphologie

Die Tumoren der thymektomierten Ratten zeichnen sich durch ein starkes
GroBenwachstum aus. Dieses geht mit der Verdringung benachbarter Strukturen zur
Gegenseite einher. In T2-gewichteten Aufnahmen kann man intratumorale Nekrosen
und Einblutungen erkennen, die sich als hypo- bzw. hyperdense Resonanzsignale
darstellen lassen. Ebenso spricht ein perifokales Odem sowie eine inhomogene
Aufnahme von Kontrastmittel fiir den Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke.

Die immunkompetenten Ratten zeigen eine differente NMR- Morphologie.

Die Volumetrie ergibt kleinere Tumoren, ebenso ist die lokale Raumforderung weniger

ausgeprigt. Die Kontrastmittelaufnahme sowie das perifokale Odem fallen geringer aus.

Abb. 3: Obere Zeile T1-w mit KM, Untere Zeile T2-w A,B: 14. Tag post OP,  C,D: 21. Tag
post OP, E,F: 28.Tag post OP, G,H: 70. Tag post OP
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An Tag 14 nach Implantation ist in den MRT- Bildern (A,B) eine kleine
Signalanreicherung an der Implantationsstelle zu sehen. An Tag 21 post OP fillt neben
einer deutlichen GroBenzunahme des Masseneffektes, ein perifokales Odem sowie eine
homogene Kontrastmittelanreicherung auf (C, D). An Tag 28 post OP ist das maximale
Tumorwachstum zu verzeichnen. Daneben kommt es zu einem Ansteigen des
intrakraniellen Drucks mit Aufbrauchen der cerebralen Liquorrdume. Der Tumor fallt
durch ein heterogenes Signal in T2 gewichteten MRT-Bildern und einer zentralen
Kontrastmittelaussparung, dem Indikator einer Nekrose, auf (E, F). An Tag 70 nach
Implantation wurden die Tumoren kleiner und die iiberlebenden Versuchstiere zeigten
einen grolen Gehirngewebsdefekt an der Implantationsstelle mit einem erweiterten
ipsilateralen Seitenventrikel. Es fiel keine Kontrastmittelanreicherung als Indikator fiir

Tumorrestgewebe auf.
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4.3. Der Einfluss der Immunkompetenz auf die Tumorvolumina MR-

tomographisch gemessen

Die Tumorvolumina der thymektomierten Ratten unterscheiden sich bei der MRT-

Volumetrie deutlich von den

immunkompetenten Ratten. Diese zeigen eine

GroBenreduktion der Tumoren um 31% im Gegensatz zu den thymektomierten Ratten.

Tumorvolumen (MR-Tomographisch)
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12-15 19-21 28-30 35-48 49-72
Tage nach Implantation (POD)
Abb. 4: Tumorvolumen der immunkompetenten Ratten im Vergleich zu den
thymektomierten Ratten gemessen anhand MRT
4.4 Der Einfluss der Inmunkompetenz auf das Tumorvolumen gemessen an

HE- Schnitten

Die Tumorvolumina bei beiden Rattenpopulationen weisen einen unterschiedlichen

Verlauf auf, der von dem Zeitraum nach Implantation beeinflusst wird. Zwischen dem

12. und 15. Tag nach Implantation ist das Tumorvolumen der immunkompetenten

Ratten mit 4,3 mm’ (+ 5,0 mm’) nur gering kleiner als das der thymektomierten Ratten

(5,4 mm’ + 3,1 mm’).
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Zwischen dem 19. und 21. Tag nach Implantation ist das Tumorvolumen der
immunkompetenten Ratten mit 37,4 mm® 7 mal groBer als das der thymektomierten
Ratten (5,1 mm’). Diese Entwicklung der TumorgroBe bei den thymektomierten Ratten
zeigt sich auch bei den zwischen dem 28. und 30. Tag nach Implantation explantierten

Tieren. Die thymektomierten Ratten sind mit 86,3 mm’

ca. 4 mal groBer als die
immunkompetenten Ratten mit 19,7 mm’. Ebenso ist die Tumorvolumendifferenz an
Termin 4 (d.h. zwischen dem 35. und 48. Tag nach Implantation) zwischen beiden
Rattenpopulationen deutlich zu sehen. Die thymektomierten Ratten weisen ein

’ auf, die immunkompetenten Ratten 7,4 mm’. Das

Tumorvolumen von 78,2 mm
bedeutet, dass zu diesem Zeitpunkt die Lésionen der thymektomierten Ratten ca. 10 mal
grofer sind als die immunkompetenter Ratten. Im weiteren Verlauf gleicht sich das
Tumorvolumen beider Populationen wieder an: Am letzten Termin (entspricht dem
Zeitraum groBer 72. Tag) sind die intracraniellen Raumforderungen der

thymektomierten Tiere mit 0,71 mm® zu 0,54 mm’ nur unwesentlich groBer als die der

immunkompetenten.
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Abb. 5: Tumorvolumina der immunkompetenten Ratten im Vergleich mit den
thymektomierten Ratten gemessen anhand HE- Farbungen
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4.5. Ergebnisse der Immunhistochemie bei beiden Rattenpopulationen

4.5.1. Zytotoxische T- Zellen (CD 8 -Féarbung)

Die zytotoxischen T- Zellen erkennen mit ihrem CD 8-assoziierten T- Zell- Rezeptor
das zugehorige Antigen auf z. B. Tumorzellen und fithren zur Apoptose dieser Zellen.
Immunkompetente Ratten zeigen ein deutlich héheres Vorkommen an zytotoxischen T-
Zellen im Vergleich zu den thymektomierten Tieren.

Bereits zwischen den Tagen 12 und 15 nach Implantation weisen die
immunkompetenten Ratten eine deutlich hdhere Anzahl an zytotoxischen T- Zellen
(20,5) auf als die immunsupprimierten Ratten (0). Dies zeigt sich ebenso an den
Terminen 3 und 4 (d.h. an den Tagen 28-30 und 35-48 nach Implantation). Dabei
betrdgt die Anzahl der zytotoxischen T-Zellen bei den immunkompetenten Ratten 14
bzw. 68,5 zu 0 und 12,8 zytotoxischen T-Zellen bei den thymektomierten Ratten.

Dies ist ebenso an den Terminen 1, 2 und 5 der Fall. Die immunkompetenten Ratten
zeigen eine hohere die Anzahl an zytotoxischen T-Zellen, wenn auch mit niedrigerem

Maximum.

CD 8 (zytotox. T-Zellen)
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Abb.6 : Vergleich zwischen immunkompetenten und immunsupprimierten Ratten in
Bezug auf zytotoxische T- Zellen
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4.5.2. Makrophagen (ED 1- Féarbung)

Anhand der ED 1- Férbung lassen sich Makrophagen darstellen. Sie befinden sich
zumeist im nekrotischen Anteil des Tumors. Der Antikorper bindet spezifisch an
lysosomales Oberflichenantigen auf den meisten Makrophagen der Ratten.

Unter Betrachtung der Graphik kann man erkennen, dass an Termin 1 die
Makrophagenanzahl der thymektomierten die der immunkompetenten iibersteigt. An
Termin 2 und 3 kann man dagegen sehen, dass die immunkompetenten Tiere mehr
Makrophagen aufweisen als die immunsupprimierten Tiere. An Termin 4 ndhern sich
beide Gruppen wieder an, aber die immunkompetenten Tiere haben noch immer eine
groBere Menge an Makrophagen. SchlieBlich verdeutlicht Termin 5 dieses Ergebnis
noch einmal.

Insgesamt ist festzustellen, dass der Vergleich zwischen der Anzahl der Makrophagen

der thymektomierten und immunsupprimierten Ratten nicht signifikant ist.

Makrophagenanzahl
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Abb.7 : Anzahl der Makrophagen im Vergleich zwischen
thymektomierten und immunkompetenten Ratten
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453 Gefille (CD 31- Farbung)

Im Hinblick auf die Geféf3beurteilung fillt einem auf, dass an den Terminen 1 und 2 die
GefaBanzahl pro Gesichtsfeld der immunsupprimierten (7,2 und 8,1 Gefdle) die der
kompetenten Tiere (6,9 und 7,2) geringfiigig libersteigt. An Terminen 4 und 5 dagegen
fallt die Anzahl der Gefde bei den immunsupprimierten (6,85 und 7,1) unter die der
kompetenten Ratten (7,2 und 7,5) zuriick.

Bereits bei der morphologischen Betrachtung der CD 31- Férbung viel kein
signifikanter Unterschied zwischen thymektomierten und immunkompetenten Ratten

auf, die Vaskularisierung schien bei beiden Rattenpopulationen gleich ausgeprégt.

CD 31 (GefiRe)
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Abb. 8: Anzahl der GefdBanschnitte bei immunkompetenten und immunsupprimierten
Ratten
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5. Diskussion

5.1. Tumor- Modelle in vivo

5.1.1. Sphéroidimplantation als in vivo Modell

Diese Arbeit basiert auf einem Ratten-Hirntumormodell, anhand dessen die zeitliche
Abfolge einer experimentellen Tumorerkrankung von der Implantation bis zur spontanen
Remission bzw. neurologischer Ausfille und Tod der Tiere untersucht wird. In den letzten
3 Jahrzehnten gab es zahlreiche neue Tumor - Tiermodelle, die dazu fiihrten, dass Ratten-

Hirntumormodelle gut charakterisiert und leicht anwendbar wurden [Barth, 1997].

Die Tumoren unserer C6- Sphéroid- Studie erreichten zwischen dem 7. und 32. Tag post
implantationem ihr Wachstumsmaximum, ab dem 32. Tag nach Implantation nahmen sie
wieder an Grofle ab und es kam zu einer spontanen Regression der Tumoren. Ab dem 21.
Tag nach Implantation kam es zum Einwachsen der Tumorzellen in den umgebenden
Cortex und weiter entlang der neuralen Faserstrdnge in Richtung Corpus callosum und
Capsula interna. Das Ausbreitungsmuster dhnelt dem humaner Glioblastome. Dennoch
ermoglicht kein Modell die identische Wiedergabe des humanen Tumorwachstums. Die
folgenden Vorgaben sollen allerdings dazu beitragen, dem humanen Tumorwachstum so

nahe wie moglich zu kommen [GOLDBRUNNER, 2000b]:

1. Gliale Zellen als Ursprungszellen des Tumors

Orthotope Implantation

Reproduzierbarkeit der Wachstumsrate

Gliomartige Wachstumscharakteristika im Gehirn

Ausreichende Dauer des Tumorwachstums, um Therapiestudien zu erlauben

Beriicksichtigung der immunologischen Situation

A o

Moglichkeit des in vivo- Wachstummonitorings

Bei der Forschung an Gehirntumoren sollten orthotope Tiermodelle zur Anwendung

kommen. Gliome weisen ein organspezifisches Wachstums- und Invasionsverhalten auf
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und nur innerhalb des Gehirns wird ein gliomtypisches Tumorwachstum erreicht. Dies ist
durch die Abhingigkeit der Gliomzellen von komplexen Interaktionen zwischen
Gliomzellen und gehirnspezifischer extrazelluldrer Matrix bedingt. Die Forderung nach
orthotoper Implantation wird wegen des intrakraniellen Implantationsaufwandes nur von

wenigen Modellen erfiillt.

Sphéroide sind dreidimensionale Tumoren von definierter Groe und Zellzahl, die aus
Zelllinien und aus Gewebeproben hergestellt werden. Sphéroide aus Gliomzellen weisen
charakterisierte,  organspezifische  Expressionsmuster fir =~ Komponenten der
Extrazelluldrmatrix, Rezeptoren und Wachstumsfaktoren auf und &hneln dadurch soliden

Tumoren. Ebenso dhnelt die Wachstumsgeschwindigkeit der normaler Neoplasien.

Die Implantation eines solchen Sphiroids in das passende Zielgewebe ermdoglicht die
Bildung eines kleinen asymptomatischen Primartumors. Diese Methode wird z.B. bei der
Implantation von Sphéroiden genutzt, die aus C6-Rattengliomzellen gewonnen werden
[FARRELL, 1988, GOLDBRUNNER, 1999, PARsA, 2000]. Aus den implantierten
neoplastischen Zellen entsteht ein schnell wachsender Tumor mit vielen Eigenschaften

des Glioblastoma multiforme.

Die Vorteile dieses Systems bestehen einerseits in der

1. dreidimensionalen Struktur des Primartumors,
2. der leichten Reproduzierbarkeit

3. der definierten Tumormasse [FARREL, 1987].

Die genaue Positionierung des Sphdroids im Wirtsgewebe stellt einen groBen Vorteil
gegeniiber der stereotaktischen Implantation von Zellsuspensionen dar. Hierbei ist nicht
immer ersichtlich, wie weit sich die Zellen von der priméren Lésionsstelle entfernen und

anwachsen.
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Die Nachteile des Sphéroidsystems liegen dagegen

1. im Implantationsaufwand

2. 1im Setzen einer groBen Wunde und damit einhergehender Entziindungsreaktion

3. im Nichterkennen des Vitalitidtszustandes der implantierten Zellen. Sphéroide
werden nach Grofle implantiert, der Vitalitdtszustand im Inneren ist nur schwer

beurteilbar.

Kultiviert man Zellen als Monolayer, so entspricht das nur begrenzt den Eigenschaften
eines dreidimensionalen Tumors. Die Zellen eines dreidimensionalen Tumors sind einem
unterschiedlichen Angebot an Sauerstoff und Nahrungsstoffen sowie physischen und
chemischen Stress in unterschiedlicher Stirke ausgesetzt [SANTINI, 1999]. Dies hat
grof3en Einfluss auf die Morphologie der Gewebsneubildung, da in Bereichen schlechter

Sauerstoffversorgung Zellschiden und Nekrosen auftreten konnen [FOLKMAN, 1971].

Die Monolayer- Zellen finden dagegen weitgehend die gleichen Bedingungen vor, was

die in situ- Situation solider Tumoren nicht exakt widerspiegelt.

Monolayer-Zellen wachsen deswegen auch exponentiell, wihrend solide Tumorzellen
und Spheroide durch eine Phase exponentiellen Wachstums gefolgt von verlangsamtem
Wachstum charakterisiert sind (bedingt durch die abnehmende Erndhrungssituation)

[SUTHERLAND, 1988].

5.1.2. C6- Sphéroidimplantation

Das C6- Gliom- Sphéroid- Modell wurde intensiv genutzt, Wachstumskriterien,
Mechanismen der Neoangiogenese, ebenso wie die Expression von Wachstumsfaktoren
und —Rezeptoren anhand des Wachstums eines astrozytischen Tumors zu beobachten

[FARRELL, 1987].
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Unsere Ergebnisse sind in der Reihe anderer Ergebnisse zu betrachten, die bestitigen,
dass das Modell gut die biologischen Zellstadien friithen Gliomwachstums im Menschen

nachahmt.

Die prisentierten Daten zeigen zuséitzlich, dass die implantierten C6-Gliomzellen iiber
einen Zeitraum von 4 Wochen wachsen, um dann spontan zu verschwinden und zu einer

kompletten Regression fiihren.

Obgleich derartige Vorginge schon beobachtet wurden, bleiben die genauen
Mechanismen weiterhin unklar [MOKRY, 1992]. Diese Ergebnisse sollten aber mit in die
Uberlegungen einbezogen werden, wenn die Entscheidung zu einem bestimmten Studien-
und Tiermodell aussteht.

Das C6-Tiermodell ist ein addquates Modell um die verschiedenen Abldufe des

Phénomens der spontanen Tumorregression zu beobachten.

5.2. Spontane Tumorregression beim Menschen — und im Tiermodell.

Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, treten vor allem bei hochst immunogenen Tumoren
selten Félle spontaner Regression auf [PAPAC, 1998]. Darunter versteht man das teilweise
oder vollstindige Verschwinden eines Neoplasmas ohne Behandlung. Des weiteren
bedeutet spontane Regression nicht, dass die systemische Krankheit geheilt oder die

Regression von Dauer ist [BODEY, 2002]

Spontane Regressionen traten bei den verschiedensten intracraniellen Raumforderungen
auf, so z.B. bei Gliomen des Nervus Optikus [PARSA, 2001] und der Pons [LENARD,
1998], verschiedenen Astrozytomen [KERNAN, 1998] und priméren cerebralen

Lymphomen [AL- YAMANY, 1999].

Diese klinischen Berichte erinnern an die prisentierten Ergebnisse der orthotopen C6-
Gliomsphéroid- Implantation. Hier kam es zum grofften Wachstumsdurchmesser am 32.

Tag post implantationem. AnschlieBend kam es gleichermaflen bei den
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immunkompetenten als auch thymektomierten Ratten zu einer Grof3enabnahme, zu einer

kompletten Tumorregression.

5.3. Immunologie der Tumoren

Das Gehirn ist immunologisch privilegiert [MEDAWAR, 1948].

Die Blut- Hirn- Schranke wirkt regulierend auf den Eintritt von Entziindungszellen und
immunregulierenden Molekiilen [ROTH, 1999]. Die Blut- Hirn- Schranke (BHS) wird
durch Kapillarendothelien gebildet, welche durch tight junctions verkniipft sind. Diese
erlauben nur Partikel kleiner 2 Nanometer den Durchtritt durch die BHS.
Tumorerkrankungen fiihren zu einem Aufbrechen des Endothelzellverbandes und zu
einem Verlust der Schutzwirkung der Blut- Hirn- Schranke. Dadurch kommt es zu einem
Ausbreiten der Tumorzellen. Diese kdnnen bis zu 5 cm vom makroskopisch sichtbaren
Tumor entfernt gefunden werden. Diesem invasiven Wachstumsverhalten entgegen zu

wirken, mag eine Hauptrolle der extrazelluldren Zielenzyme sein.

So fiihren membran- assoziierte Zytokine, wie z.B. CD 95 (APO-1/FAS- Ligand) und
durch TNF- vermittelte Apoptose zum Zelltod der Tumorzelle mittels T- Zellen und NK-
Zellen. Dies geschieht durch direkte Lyse. Die C6- Zellen sind nicht die Zielzellen
zytotoxischer Lymphozyten (durch MHC- Klasse I vermittelt). Sie werden vielmehr von
natiirlichen Killerzellen angegangen, die ein nicht MHC- vermitteltes Erkennen
voraussetzen. Die durch natiirliche Killerzellen vermittelte Tumorzerstorung beinhaltet
einen komplexen Vorgang des Erkennens, Aktivierens und der Vermittlung von NK-
Zellen. Die Natiirlichen Killerzellen durchléchern die Opfer- Zellmembran durch

Perforine, induzieren Nekrose und Apoptose, was schlieBlich zur Zytolyse der Opferzelle

fiihrt.

In Wistar- Ratten wurde gezeigt, dass eine verminderte Ausprigung von NK- Zellen
(durch anti- sialo GM 1 Antikorper) die AbstoBBung von implantierten AK- 5 Tumoren

verhinderten.
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Die zellbiologischen Mechanismen, die die Tumorabstoung bedingen, werden nur
teilweise verstanden. Die experimentellen Daten lassen vermuten, dass kein
Einzelmechanismus dieses Phidnomen erkldren kann. Die Zerstdrung von Tumorzellen
durch Perforin- vermittelte Nekrose und Tumorzell- Apoptose scheint eher das Ergebnis

einer Reihe von tumor- und wirtabhéngigen Mechanismen darzustellen.

Die humorale und zellvermittelte Immunantwort des Wirtsorganismus auf die
implantierten Tumoren stiitzt sich auf die Aktivierung von Phagozyten- abhéngigen T-
Helfer und zytotoxischen Typ 1-Reaktionen. Diese Reaktion wird zusitzlich durch die
Zytokine IFN-y, IL 2 und TNF-a gestirkt. TNF-a stimuliert das Wachstum von T- Zellen

und erhdht die Zytotoxizitit von Monozyten, Granulozyten und Natiirlichen Killerzellen.

Gehirntumoren 16sen keine starke Immunantwort aus. Ein Grund mag in der verminderten
Expression von MHC- I und II- Komplexen in C6-Zellen liegen [PROESCHOLDT, 2001].
Tatséchlich exprimieren viele Gehirntumoren wenige MHC I- und II- Allele. Zu diesem
Ergebnis kam die Forschergruppe um Proescholdt, die den Unterschied zwischen
intrakraniellen und subkutanen Glioblastomimplantationen untersuchte. Sie stellten eine
verminderte Ausprigung der intrakraniellen MHC I-und II- Proteine im Gegensatz zu

subkutanen Glioblastomen fest.

Des Weiteren stellte diese Forschergruppe zu Beginn des Tumorwachstums eine
verminderte Anzahl an CD 4/ CD 8 Lymphozyten intrakraniell fest. Mit der Studiendauer
und zunehmendem Wachstum nahm aber die Anzahl an CD 4/ CD 8 Lymphozyten

intrakraniell zu.

Dies ist auch ein Ergebnis, das wir in unserer Studie feststellen konnten. Zwischen dem
21.und 32. Tag nach Implantation nahm die Zahl der CD 8 zytotoxischen Leukozyten zu,

um gegen Ende des Versuchs wieder abzunehmen.

Diese Tatsache konnte Grund fiir das Verschwinden von Tumoren sowohl in der Gruppe

der immunkompetenten als auch thymektomierten Tieren unserer Serie sein.
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Wie viele Tumorzellen nun der CD 4- und CD 8- T- Zellen vermittelten

Tumorimmunreaktion zum Opfer fallen, ist nicht ermittelt.

Trotz intensivster Forschungen, auch anhand verschiedener Tiermodelle, konnte noch
keine entscheidende Verbesserung der Uberlebenszeit der Patienten erreicht werden.
Diese liegt auch bei Einsatz aller therapeutischer Optionen im Mittel unter 1 Jahr
[PARNEY, 2000, SCHLEGEL, 1998]. Dennoch bleibt festzustellen, dass anhand der
Tiermodelle viele Stadien der Tumorerkrankung besser verstanden werden. Ebenso
konnten dadurch Studien zur Wachstumskinetik, der Neoangiogenese und der Expression

von Wachstumsfaktoren stattfinden.

Anhand dieser Studie konnte eine Parallele zur sehr seltenen spontanen Tumorregression

von Gehirntumoren im Menschen gezogen werden.

Dennoch bleibt es unklar, weswegen der C6- Tumor zuerst wéchst, um einen riesigen

Masseneffekt zu bewirken und dann wieder verschwindet.

Das C6- Gliommodell ist ein Ansatz, die einzelnen Schritte der spontanen
Tumorregression in der Ratte zu studieren und somit auch Zusammenhédnge der
Tumorentwicklung im Menschen zu verstehen. Nichtsdestoweniger herrscht weiterer
Forschungsbedarf im Hinblick auf Tumorgenese im Menschen, um wirkungsvolle

Therapie zu finden und die Uberlebenszeit der Patienten zu verléngern.
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6. Zusammenfassung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Beschreibung einer in fritheren
Versuchsserien zufillig gemachten Beobachtung, dass es zu einer Spontanregression
experimenteller Gliome kommt. Dies geschah mittels eines Vergleichs des
Spontanverlaufs intracerebraler Gliome bei immunkompetenten und thymektomierten

Ratten anhand immunologischer und MRT- Studien.

Verwendet wurden C6-Rattengliomzellen. Daraus wurden ca. 300 pm grofe
Tumorsphédroide hergestellt, die beiden Rattenstimmen (16 immunkompetenten und 16
immunsupprimierten Sprague- Dawley-Ratten) in den Kortex des linken Frontallappens
implantiert wurden. Mittels der MR-Tomographie wurden die Tiere an definierten
Terminen auf das Tumorwachstum hin untersucht. AnschlieBend wurde jeweils eine
bestimmte Anzahl an Tumorproben entnommen und mittels der Himatoxylin- Eosin-

bzw. immunhistochemischen Farbungen aufgearbeitet.

Mittels der Kernspintomographie konnte gezeigt werden, dass die thymektomierten
Ratten um 31 % groBere Tumoren aufweisen als die immunkompetenten Ratten. Dies
wird ebenso bei der histologischen Auswertung der Tumorvolumina (anhand von HE-

Schnitten) verdeutlicht.

Ebenso konnte aber auch gezeigt werden, dass die Tumorvolumina nach Erreichen des
Volumenmaximums (zwischen dem 28.- 30. Tag nach Implantation) in beiden
Populationen stark riicklaufig sind, um nach dem 72. Tag nach Implantation fast

vollstindig zu verschwinden.

Im Hinblick auf mogliche immunologische Einflussfaktoren, die bislang noch nicht
geklart werden konnten, sind folgende Ergebnisse zu nennen: Zytotoxische T- Zellen sind
in immunkompetenten Ratten in etwas hoherer Anzahl nachzuweisen als in

thymektomierten Ratten.
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Mittels der ED- 1- Fiarbung kénnen Makrophagen nachgewiesen werden, welche bei den
immunkompetenten Ratten kaum in hoherer Anzahl zu sehen sind. Im Hinblick auf die
GefaBBbeurteilung der Tumoren beider Rattenpopulationen kann kein signifikanter

Unterschied festgestellt werden.

Diese Arbeit zieht eine Parallele zwischen der bisher seltenen klinischen spontanen
Tumorregression von Gehirntumoren im Menschen und einer C6- Sphéroidimplantation

in Ratten.
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