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1. Einleitung und Aufgabenstellung

1. Einleitung und Aufgabenstellung

Die urspriinglich aufgrund ihrer hypnotischen und antiemetischen Eigenschaften eingesetzte
Substanz Thalidomid wurde in letzter Zeit vermehrt aufgrund neu entdeckter Wirkungen im
Hinblick auf Proliferation, Immunologie und Angiogenese bei immunologischen wie
neoplastischen Erkrankungen eingesetzt. Hierbei sind jedoch die tatsdchlichen
Wirkmechanismen nicht vollstindig geklart.

Trotz erfolgter klinischer Studien iiber die Wirkung von Thalidomid bei Patienten mit
Glioblastoma multiforme, wurde im Vorfeld keine Studie in vivo am orthotopen

Glioblastommodell durchgefiihrt.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der Wirkung von Thalidomid auf die
Proliferation des syngenen malignen Implantationsgliommodell F98 der CD Fischer Ratte.
Als Voraussetzung fiir die Tumorproliferation wird die antiangiogenetische Wirkung speziell
untersucht.

Neben der Histologie, der Apoptose und der Verteilung von Thalidomid im Gewebe und
Serum (HPLC) wurden hierfiir bei F98er Zellen sowie in situ einzelne Schliisselfaktoren der
Angiogenese wie Tumor Necrosis Alpha (TNF-a), Fibroblastic Growth Factor 2 (FGF2)
sowie Vascular Endothelial Growth Factor(VEGF) direkt (Immunhistochemie, Western-Blot)
oder indirekt — durch ihre Expression (RT-PCR) — untersucht.




2. Theoretische Grundlagen

2. Theoretische Grundlagen

2.1 Glioblastoma multiforme

2.1.1 Epidemiologie

Mit einem Anteil von 15% ist das Glioblastoma multiforme (GBM) der hdufigste hirneigene
Tumor im Erwachsenenalter. Gemidl WHO-Klassifikation handelt es sich um einen
astrozytiren Tumor des IV. Grades. Er wird den neuroektodermalen Tumoren zugeordnet.
Der Héufigkeitsgipfel liegt zwischen dem 40. und dem 60. Lebensjahr, wobei Ménner fast

doppelt so haufig betroffen sind wie Frauen.
2.1.2 Lokalisation, Symptomatik und Histopathologie

Bevorzugt in den GroBhirnhemisphdren infiltrierend wachsend, bietet das Glioblastom
histologisch ein vielgestaltiges Bild mit Zellpolymorphie, mehrkernigen Riesenzellen,
Nekrosen (durch mangelhafte Versorgung), Blutungen und zystischen Tumorzerfallshohlen.
Zusitzlich findet man ein peritumordses Odem. Durch das rasche Wachstum bilden sich

pathologische Gefa3e mit arteriovendsen Anastomosen.

Klinische Zeichen sind Kopfschmerzen und Hirndruckzeichen. Anfille sind selten.
Lihmungen treten wegen der grolen Ausdehnung von Tumor und Hirnddem hiufiger auf.
Insultartige Verschlechterungen sind nicht selten.

Die extradurale Metastasierung ist - wie bei anderen Hirntumoren - extrem selten.

Marker zur Gewebetypisierung

GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein), ein 55 kDa grofes intermedidres Proteinfilament des
Zytoskeletts, ist unter anderem im zentralen Nervensystem nachweisbar. Es lédsst sich in
Gliazellen, z.B. Astrozyten, in interstiticllen Zellen in der Glandula pinealis und Pituizyten
bzw. follikulostelldren Zellen der Hypophyse nachweisen. In manchen Strukturen ist es nur
voriibergehend wihrend der Ontogenese nachweisbar und negativ im adulten ZNS, wie in
Oligodendrozyten, Ependymzellen (wobei sie in den hypothalamischen Tanyzyten im adulten

ZNS positiv verbleiben) und im Plexus choroideus.




2. Theoretische Grundlagen

S100, ein 21 kDa grof3es Protein, gehort zu den Kalzium-bindenden Proteinen und existiert als
l6sliche zyoplasmatische Form und als Membran-gebundene Form. Es befindet sich im
Zellkern und wird im neuroektodermalem Gewebe exprimiert (u.a. in Neuronen,
Schwann’schen Zellen, Melanozyten, Langerhanszellen der Haut und in Retikulumzellen im

Parakortex und in Lymphknoten).

Das 57 kDa grof3e Intermedidrfilament Vimentin kommt in einer Vielzahl unterschiedlicher
Zelltypen aller Keimbldtter, entweder als alleiniges Intermedidrfilamentprotein oder in
Koexpression mit einem oder mehreren anderen Intermedidrfilamentproteinen vor.

Insbesondere in vitro exprimieren nahezu alle Zelltypen und Zelllinien Vimentin.

2.1.3 Immunologie

Im Wirtsorganismus flihren Gliome zur Immunsuppression, vor allem durch den von
Tumorzellen sezenierte Transforming Growth Factor beta (TGF-B), was T-Zelllinien zum
Wachstumsstillstand bis hin zur Apoptose fithrt. (Weller und Fontana 1995). Glioblastome
exprimieren auBlerdem Basic Fibroblast Growth Factor (FGF2) und Vascular Endothelial

Growth Factor (VEGF), die beide zusammen mit TNF-a die Angioneogenese stimulieren.

2.1.4 Dignititskriterien

Als wesentliche histopathologische Parameter flieBen die Differenzierungsmerkmale der
Tumorzellen, die Zelldichte, die zelluldre und nukledre Polymorphie, die mitotische Aktivitét,
die pathologische Endothelproliferation und Tumorgewebsnekrosen sowie Apoptose in die

Bewertung ein.
Proliferation

Einerseits ist die Bestimmung der Tumorzellproliferation in der Zellkultur moglich, anderseits
ermoglichen Proliferationsmarker die Quantifizierung der Proliferationsrate in Situ (s.
Abbildung 1). Die Tumorvolumetrie gibt Auskunft {iber die erreichte TumorgréBe in situ zu
einem bestimmten Zeitpunkt. Die Proliferationsrate wurde hinsichtlich der Prognose

relevanter beschrieben als die TumorgroB3e oder die Mitoserate (Conns et al. 1997).

In Kapitel 2.3 wird die Angiogenese als Voraussetzung der Proliferation ndher dargestellt.

-10 -
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Immunhistochemische Proliferationsmarker in situ

Der Anti-Mib5-Antikdrper, ein Klon des Anti-Ki-67-Antikdrpers bei der Ratte, markiert ein
250 kDa groBBes nukledres, nicht zu den Histonen gehorendes Nuklearprotein im Nukleolus
der Phasen G1, S, G2, M. In Go und in der frithen G1-Phase ist es nicht nachweisbar.

Ki67 ist dafiir bekannt, eine starke Korrelation zwischen dessen Markierungsrate und
histologischen und klinischen Malignitétskriterien aufzuweisen, und somit prognostische
Relevanz beziiglich der Uberlebenszeit zu haben. Damit ist der Proliferationsindex bei
Glioblastom hoher als bei niedrig malignen Tumoren. Ki-67 iibt mdglicherweise eine
Funktion bei der strukturellen Organisation von Meta- und Anaphasenchromosomen aus. Bei
Glioblastomen findet sich ein durchschnittlicher Proliferationsindex mit Werten von 7 %.
Dieser Wert liegt unter dem Proliferationsindex einiger anaplastischer Gliome WHO-Grad
III. Die Ki-67 Expression zeigt bei Glioblastomen eine enorme intra- und intertumordse
Variabilitit (< 1% - 22,1%) was Ausdruck der beim Glioblastom typischerweise

ausgeprigten Heterogenitit in Differenzierung und Anaplasie ist.

Das Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA), ein 36 kDa groBles Kernprotein, wirkt als
Cofaktor der Polymerase delta. Die PCNA-Synthese korreliert damit direkt mit der DNA-
Replikation und somit der Zellproliferation. Die Expression steigt in der spiten G1-Phase und
erreicht ihren Hohepunkt in der S1-Phase, wobei es einen Komplex mit dem p21 Inhibitor
bildet, um danach wieder abzufallen. In den anderen Zyklusphasen ist PCNA fast nicht
nachweisbar. Im Gegensatz zu Mib bzw. Ki67 ist die Verldsslichkeit der PCNA-Expression

als Map fur die Proliferationsaktivitdt umstritten.

&y

| G | parmanent ruhsnde
o Zellen

\

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Phasen des Zellzyklus und korrespondierender charakteristischer
Markerproteine (nach Boehringer Mannheim)

KIiG7
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Apoptose

Als wesentlicher Mediator des programmierten Zelltodes, der sogenannte Apoptose, gilt der
Faktor Fas (APO-1 /CD95). Das 48 kDa grofle glykosylierte membrangebundene Protein
gehort zur TNF/NGF-Rezeptor-Superfamilie. Es wird auf eine Reihe von B- und T-Zelllinien
auf verschiedenen Tumorzellen und auf mehreren normalen menschlichen Gewebetypen
exprimiert. Das Andocken einer seiner Liganden (Fas L / CD95 L / ApolL) oder eines
adidquaten Antikorpers gegen APO-1 (z.B. BMS 138 ioder 142) 16st die schnelle Induktion
der Apoptose in empfanglichen Zellen aus, was iliber die Caspaseaktivierung vermittelt wird.

Astrozyten exprimieren FasL konstitutiv und regulieren es im geschidigten Hirn hoch.

Der Apo2-Ligand (Apo2L/TRAIL = TNF-related apoptosis-inducing ligand) interagiert mit
verschiedenen agonistischen (DR4, DRS5) und antagonistischen (DcR1, DcR2) Rezeptoren.
Uber antagonistische Rezeptoren blockiert Apo2L die Propagation des Todessignals.

2.1.5 Diagnostik

Diagnostisch hilfreich sind neben der Anamnese und der klinischen Untersuchung die
Computer Tomographie (CT) und die Magnetresonanztomographie (MRT). Die
Angiographie ldsst in 60-70% der Félle eine Kontrastmittelanreicherung mit pathologischen

Gefiallen erkennen.

2.1.6 Therapie

Die multimodale Therapie des Gliobastoms umfasst neben einer mdglichst radikalen
operativen Tumorresektion, die Bestrahlung, die Chemotherapie (mit direkt alkylierend
wirkenden Nitrosoharnstoffen wie Bischoloethyl Nitrosoharnstoff (BCNU) oder 1-(2-
Cholroethyl)-3-cyclohexyl-1-Nitrosoharnstoff (CCNU) und dem oral wirksamen Alkylans
Temozolomide (Bower et al, 1997)) und die antiddematdse Therapie mit Glukokortikoiden.
Die operative Resektion bleibt haiifig durch die Lokalisation und das stark invasive Verhalten

des Tumorwachstums subtotal.

Stand der experimentellen Therapie

In der klinischen Forschung wurden Substanzen mit immunmodulatorischer (Fujimiya et al.
1997, Knupfer et al. 2000, Kominsky et al. 1998, Wang et al. 1999) oder anti-
angiogenetischer Wirkung (endogene Faktoren wie Endostatin und Angiostatin (Kunkel et al.

2001, Ma et al. 2002, Peroulis et al. 2002) sowie exogene Faktoren wie Anti-VEGF

-12 -



2. Theoretische Grundlagen

Antikorper (Kirsch et al. 1998, Wang et al. 1999, Wesseling et al. 1997) eingesetzt. Eine
Reihe von gentherapeutischen Strategien fiihrte bislang zu keiner signifikanten Verldngerung
der Uberlebenszeit (Culver et al. 1992, Sasaki und Plate, 1998). In letzter Zeit zeichnet sich
ein erneutes Interesse am FEinsatz von Nanopartikeln ab, beispielsweise bei der
Glioblastomtherapie als Carrier fiir chemotherapeutische Substanzen wie Doxorubicin zur
Uberwindung von zelluldren Resistenzmechanismen und der Blut-Hirn-Schranke (Gulyaev et
al. 1999). Parallel dazu werden lokale Applikationsformen von Chemotherapeutika (Brem et

al, 1995) weiterhin untersucht.

2.1.7 Prognose
Trotz der verbesserten interdiszipliniren Behandlung liegt die mittlere Uberlebenszeit von

Patienten zwischen 6 und 12 Monaten, die 5-Jahre-Uberlebensrate bei nahezu 0%.

2.2 Das F98 Tumormodell

Erstmals 1980 beschrieben Ko et al 1980 die Erzeugung eines Nitrosoharnstoff-induzierten
glialen Hirntumors der CD Fischer Ratte, aus dem die Zelllinie F98 hervorging. Histologisch
entspricht dieser stark proliferierende, hochmaligne syngene Implantationstumor der Ratte am

ehesten einem kleinzelligen Glioblastom.

Im Hinblick auf die Ubertragbarkeit auf das humane Glioblastom limitieren allerdings die
unzureichende Grofe und die einfache Struktur des Rattenhirns die Bedeutung dieses
Modells. Das typische Bild eines groBen, fingerformig das Marklager infiltrierenden
Glioblastoms kann haufig nicht reproduziert werden.

Laut Barth scheint das F98 Modell schwach bzw. nicht immunogen zu sein. Dieser Tumor
zeigte sich refraktir gegeniiber verschiedenen therapeutischen Modalititen. Sein invasives

Wachstumsverhalten macht ihn dagegen attraktiv (Barth 1998).

Beziiglich der Lokalisation der Implantation zeigten Arosarena et al. 1994 in einer Studie
zum Vergleich von intrazerebral versus subkutan implantierten F98 Gliomen, dass das
peritumorale Umfeld die endotheliale Differenzierung innerhalb des glialen Tumors
beeinflusst. Die intrazerebrale Implantation ist deshalb fiir die Hirntumorforschung eine

wesentliche Voraussetzung.

-13 -



2. Theoretische Grundlagen

2.3 Angiogenese

Bei der Vaskulogenese entstehen Blutgefile, indem Angioblasten-Vorlauferzellen sich in
Kolonnen organisieren, die sich dann in Gefd3e mit Lumen differenzieren. Die Angiogenese
hingegen bedingt das Aussprossen von neuen Gefdlen aus breiteren, vorbestehenden
BlutgefiBen (Riseau, 1995). Bei anderen Autoren ist die Arteriogenese mit der Erweiterung
von praexistenten Gefdfen definiert. Die Angiogenese hingegen ist als Ausbildung neuer
GefaBe definiert. Da die Definition je nach Literaturquelle variiert, wird hier immer prézisiert,

worum es sich im Einzelfall handelt.

Das Wachstum neuer BlutgefdB3e ist fiir eine Vielzahl physiologischer Prozesse von der
embryonalen Entwicklung iiber die Wundheilung (Battegay 1995, Or et al. 1998), dem
Reproduktionszyklus der Frau (Phillips et al. 1990; Kamat et al. 1995) bis hin zur Entziindung
eine wesentliche Voraussetzung. Es findet ansonsten im normalen Gewebe bei Erwachsenen

keine Angiogenese mehr statt (Ausprunk et al. 1975).

Im Gegensatz zu nicht-hirneigenen ZNS-Tumoren, wéchst das Glioblastom diffus in das
gesunde Gewebe und erreicht mit seinen Tumorausldufer praexistente Hirngefdlle, aus denen
es sich versorgt (Wesseling et al. 1997). Ab einer bestimmten TumorgréBe, laut Folkman
Imm?, ist jedoch die Versorgung von der Bildung eigener erndhrender Gefdlle abhingig
(Folkman 1971, Gimbrone et al. 1972).

Die Angiogenese ist somit eine Mitvoraussetzung fiir das Entstehen eines Tumors (Folkman

et al. 1989).

2.3.1 Stand der Forschung auf dem Gebiet der Angiogenese

Die Pathogenese der Angiogenese bei Tumoren wird auf das Einschalten eines
»angiogenetischen Schalters® zuriickgefiihrt, der von positiven und negativen Faktoren
reguliert wird, die von Tumorzellen, Endothelzellen, peritumoralen Entziindungszellen und
Immunzellen stammen (Hanahan and Folkman 1996): Es wird einerseits durch Tumor
necrosis factor alpha (TNF a) (u.a. aus Makrophagen und Tumorzellen), Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) und Fibroblast Growth Factor 2 (FGF2) (aus

Tumorzellen) und Interleukin-8 unter anderen stimuliert, andererseits von Granulocyte-

-14 -
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Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF) (aus Makrophagen), Interferon,

Thrombospondin-1, Angiostatin und anderen Faktoren inhibiert (s. Abbildung 2).

Man nimmt an, dass die Inhibitoren der Angiogenese in der ,,Aus“-Position {iberwiegen, bis

die Aktivatoren durch einen Stimulus - z.B. Hypoxie in den Tumorzellen — iiberwiegen und

der Schalter in die ,,Ein“-Position gerat.

The switch:
<+— On
<+ Off

@ Activators @ Inhibitors
aFGF Thrombospoendin-1
bFGF 16 kD Prolactin
VEGF Interferon a/f8
. Platelet factor-4
Angiostatin

Abbildung 2: Die Hypothese der Waage als Modell des angiogenetischen Schalters
nach D.Hanahan und J.Folkman , Cell Vol. 86, 353-364, 1996.

Nach Pepper et al. 1996 wird die Angiogenese in zwei Phasen mit Zwischenschritten

unterteilt:

1. Phase: Aktivierung mit a) Degradation der Basalmembran, b) Migration und
Invasion der Endothelzellen in die extrazellulire Matrix (Chemotaxis), wo sie
proteolytische Enzyme, sogenannte Matrixmetalloproteasen (MMP) und Urokinase-
dhnlichen Plasminogenaktivator (uPA) produzieren c¢) Proliferation der
Endothelzellen, d) Ausbildung eines Lumens aus Vakuolen

2. Phase: Reifung mit a) Einstellen der Migration, b) Hemmung der Proliferation der
Endothelzellen, c) Rekonstruktion der Basalmembran, d) Reifung der Zell- Zell und
Zell- Matrix Verbindungen
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Die Schliisselfaktoren der Angiogenese und deren Wechselwirkung werden in der folgenden

Abbildung dargestellt (s. Abbildung 3).
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_y  Aliviert, induziert
o Inhibiert
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Angiogenese bei Tumoren
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2.3.1.1 Wachstumsfaktoren

VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor, ein dimerisches 34-45 kDa groB3es Glycoprotein,
ist unter vier verschiedenen Formen bekannt, die jeweils aus 121, 165, 189 und 206
Aminosduren bestehen, wobei die Hauptform 165 als frei diffusionsfidhiges Protein
vorkommt, wirend z.B. die Form 189 membrangebunden ist. Es wird von Epithelzellen und
Myozyten ausgeschieden (nicht jedoch von Endothelzellen). Wéhrend es im humanen Fetus
ubiquitdr nachgewiesen werden kann, wird im erwachsenen Organismus die Expression von
VEGF-mRNA auch bei Abwesenheit einer Neoangiogenese in verschiedenen Organen,
(insbesondere in Niere, Nebenniere, Lunge und Herz) gefunden. In Tumoren mit einem
groBBen Nekrose-Anteil (wie beim Glioblastom) wird ebenfalls eine starke VEGF-Expression
gefunden, insbesondere in Zellsiumen an der Grenze zwischen vitalem und nekrotischem
Tumorgewebe, also in relativ ischdmischen Arealen.

VEGF wird unter besonderen Bedingungen - wie bei Hypoxie - und durch verschiedene
Zytokine u.a. IL-18, IL-6, TGF-B, and Prostaglandin E2 and E1 hochreguliert (Li et al. 1995).
NO induziert ebenfalls VEGF iiber die Regulation von HIF-1 (Hypoxia Inductible Factor).
VEGF induziert die Proliferation der Endothelien. Es ist mitogen und 6deminduzierend
(Machein et al. 1999). Dazu reguliert es die Expression von uPA, tPA und PAI-1 hoch und
kann die Freisetzung von vWF und die Aktivitit des humanen endotheliales Thromboplasmin
sowie die Expression interstiticller Kollagenasen und Gewebefaktoren induzieren. VEGF
zeigt ausserdem mit FGF eine synergistische Wirkung. Dazu bewirkt VEGF (wahrscheinlich
durch Fenestrierung der Endothelien) eine Erhohung der Gefdllpermeabilitit (Senger et al.
1986), so dass Plasmabestandteile und Proteine, darunter Fibrinogen, austreten konnen. Daher

wurde fiir VEGF auch das Synonym VPF fiir Vascular Permeability Factor vergeben.

Kirsch et al. haben 1998 gezeigt, dass die Inhibition von VEGF-mRNA bei
Gliomimplantationstumoren bei der Maus mit Angiostatin, einem endogenen Plasminogen-
Derivat, zu einer Reduktion der GeféBproliferation um 38% fiithrte und den Apoptose-Index
um das 6-fache erhohte. Die VEGF-Expression korreliert mit der Tumorgrofe, der
GefaBdichte und dem Malignititsgrad des Tumors (Yoshimura et al. 1998, Kleihues et al.
2002, Kleihues et Sobin 2000).

Drei Rezeptoren von VEGF sind bisher bekannt: VEGF-R1, -R2 und -R3. Im normalen

menschlichen Gehirn kommen sie beim Erwachsenen nur im Endothelium des Plexus
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choroideus vor. VEGF-R1 (flt-1, fms like tyrosine kinase) gilt als funktioneller Rezeptor fiir
Chemotaxis und Zellaktivierung von Monozyten. VEGF-R2 (KDR, Kinase Domain Region /
flk-1, fetal liver kinase) wirkt hauptsdchlich {iber Endothelzellen und beeinflusst
GefaBwachstum und -permeabilitit (Kunkel et al. 2001). Plate et al. haben 1994 gezeigt, dass
sowohl VEGF-R1 als auch —R2 bei hochmalignen Gliomen hochreguliert werden, wéhrend
VEGF-R1 allein bei niedrigmalignen Gliomen hochreguliert wird.

Das 18 kDa grof3e bFGF basic fibroblast growth factor (FGF2) ist in der Basalmembran und
in der extrazelluliren Matrix vieler Gewebetypen lokalisiert, aber auch in Endothelzellen von
einigen, aber nicht allen Blutgefdflen. Im Zytoplasma ist bFGF homogen verteilt. Der Nukleus
ist hingegen bFGF-negativ. In der Regel exprimieren die groflen Zellen (,,gemistotic
astrocytes” und ,,polymorphic giant cells) bFGF, wihrend kleine Zellen mit sparlichem
Zytoplasma eher bFG-negativ sind. Es wird ebenfalls von Fibroblasten, Gliazellen und glatten
Myozyten synthetisiert, aber auch von Tumorzellen und TAM (Tumor Associated
Macrophages) wobei der Sekretionsmechanismus heutzutage nicht bekannt ist. Unter den
Hirntumoren zeigen die Glioblastome die grofite Expression von bFGF, wobei es sich hier in
der perivaskuldren Matrix befindet, was beim normalen Gehirn nicht der Fall ist. Ansonsten
findet man FGF in Muskelschichten von gréferen Gefdflen und in Purkinje Zellen (David et
al 1991).

Da FGF keine nachweisbare Signalsequenz hat, kann es nicht iiber das endoplasmatische
Retikulum freigesetzt werden. Es wird vermutet, dass FGF den extrazelluldren Raum durch
Zellnekrose erreicht. Infolgedessen konnten grole Mengen von bFGF dadurch die
Proliferation benachbarter Endothelzellen und Tumorzellen induzieren und zur Bildung der
gesteigerten perinekrotische GefaB3dichte beitragen (,,pseudopalisading* in Gliomen). Da FGF
die Proliferation von diversen neuroektodermalen Zellen wie Astrozyten, Oligodendrozyten
und Neuroblasten induziert, konnte man FGF fiir die heterogene zelluldre Zusammensetzung
bei Glioblastomen verantwortlich machen (Paulus et al. 1990).

An zwei Tyrosin Kinase Rezeptoren - FGF1 (flg) und FGF2 (bek) - bindet FGF mit grofler
Affinitdt, an Heparansulfat-Proteoglykane mit niedriger Affinitdt. Es wirkt direkt auf die
Endothelzelle (im Gegensatz zu anderen Faktoren, die die Angiogenese indirekt stimulieren).
bFGF wirkt ebenfalls mitogen auf mesodermale Zellen. Ferner verzogert es die Seneszenz
von Zellen, moduliert die Freisetzung von Hormonen (z.B. Steroiden), spielt eine wichtige
Rolle bei der Wundheilung und Geweberegeneration und ist in der Embryonalentwicklung an

der Ausbildung des Mesoderms beteiligt. Es gehort zu den Schliisselfaktoren der
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proteolytischen Antwort auf Endothelzellen wahrend der Zerstérung der perivaskuldren
Matrix. Zudem reguliert bFGF die Expression von uPAR (Urokinase Plasminogen Aktivator
Rezeptor) in Endothelzellen hoch. Bekannt ist, dass FGF eine synergistische Wirkung mit
VEGF aufweist. Fraglich ist dagegen, ob FGF die Synthese von VEGF in Tumorzellen
stimuliert (Tsai et al. 1995).

2.3.1.2 Immunologische Faktoren

TNF-o (Tumor Nekrosefaktor alpha), ebenfalls Cachektin genannt (ein trimeres Protein von
52 kD) wird iiberwiegend von Zellen des mononukledren Phagozytensystems, Monozyten und
Makrophagen, aber auch von THI-Zellen, Mikrogliazellen und Astrozyten sowie
Fibroblasten, Neutrophilen, Natural Killer Zellen (NK) und Lymphokin-aktivierten
Killerzellen (LAK cells) sezeniert.

Rezeptoren von TNF-a sind zum einen ein 16slicher 60 kDa groBer Rezeptor, zum anderen ein
membrangebundener 80 kDa groB3er Rezeptor, der sich auf neutrophilen und eosinophilen
Granulozyten, Fibroblasten, Osteoklasten, Endothelzellen, Muskelzellen, Adipozyten, und B-
Lymphozyten befindet.

TNF stellt ein multipotentes Zytokin mit einer ganzen Reihe physiologischer Effekte
einschlieBlich zytotoxischer Wirkung gegen viele maligne Zellen in vitro und vivo dar. Es ist
pyrogen lber Freisetzung von PGE2 und IL-1, aktiviert Makrophagen und zytotoxische
Zellen; bei eosinophilen Granulozyten stimuliert es die zytotoxische Aktivitdt, bei
neutrophilen Granulozyten steigert es die Phagozytose, die Antikorper-Zellvermittelte
Zytotoxizitidt und die Adhédrenz an Endothelzellen. Es verstirkt die Expression von MHC-
Klasse-I Molekiile auf Fibroblasten und Endothelzellen und von Adhésionsmolekiilen
(ICAM-1) auf Fibroblasten der Synovia. In niedrigen Konzentrationen wirk TNF-a
angiogenetisch. In hohen Konzentrationen wirkt es dagegen antiangiogenetisch (Fajardo et al.
1992). Mit IL-1 induziert TNF-o die Makrophagenaktivierung. Wie IL-1 reduziert es die
Expression von Thrombomodulin auf Endothelzellen Protein C wird dann vermindert und
verstirkt die Produktion und Freisetzung von Prokoagulantfaktoren, was auch zur
Thrombosebildung in TumorgefdBen in Rahmen einer Verbrauchskoagulopathie fiihrt. Es
fithrt dartiber hinaus zu hamorrhagischen Nekrosen. Es wirkt synergistisch mit IFN-y, z.B. bei
der Aktivierung von Makrophagen und bei der Expression von MHC-I- Molekiilen. Es
induziert die NO-Synthase und wirkt dariiber zelltoxisch. Auf Astrozyten wirkt TNF-a

mitogen und fiihrt zur Astrogliose.
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CD4 und CD8 sind Oberflichenmolekiile von T-Helfer-Lymphozyten bzw. zytotoxischen T-
Lymphozyten.

Mit TCR (T cells receptor) als Korezeptor und einer weiteren Oberflichenmolekiilklasse
CD3 sind sie fiir die Interaktion zwischen diesen Zellen und antigenprédsentierenden Zellen
(antigen presenting cells, APC Zellen) iiber deren Oberflaichenmolekiill MHC II bzw. MHC I
(major histocompatibility complex) zustdndig. Die spezifische Interaktion hédngt vom
Antigentyp ab und fiihrt bei exogenem Antigen (z.B. Bakterien, Zellwiirmer) iiber CD4-
MHCII zur Aktivierung von B-Lymphozyten mit Differenzierung zu Antikorper-
produzierenden Plasmazellen bzw. bei endogenem Antigen, Selbstantigen und Viren iiber
CD8-MHCI zum direktem Abtdten der Zelle.

1992 zeigten Ménage et al. den Mangel an CD4+ Lymphozyten im peripheren Blut von

Patienten mit Glioblastoma multiforme auf (Ménage et al. 1992).

CD68, cin transmembranes Glykoprotein von 110 kDa (auch Macrosialin) genannt, kommt
bei Zellen der Monozyten-Makrophagenreihe vor (Kupffer-Zellen, Makrophagen in der roten
Milzpulpa, in der Lamina propria des Darmes, in den Alveolen der Lunge und im
Knochenmark, Monozyten, dendritische Zellen, neutrophile und basophile Granulozyten,
Mastzellen, myeloide Zellen und aktivierte T-Zellen). Im Gehirn wird CD68 von aktivierten
Mikrogliazellen exprimiert.

Uber die Funktion des Proteins sowie das Substrat ist nichts Niheres bekannt.

Das Zytokin IFN-y (Interferon gamma), ein 40-70 kDa grofles Protein, wird von THI-
Lymphozyten und NK-Zellen sekretiert.

Makrophagen, NK-Zellen und zytotoxische Zellen werden von IFN-y aktiviert. Es 16st die
Freisetzung von TNF-a aus, was ihm eine antivirale und antitumorale (antiproliferative)
Aktivitdt verleiht. Es potenziert auBerdem die antiviralen und antitumoralen Effekte von IFN-
o und -B. Dazu fordert es die Differenzierung von B-Zellen und induziert die Expression von
MCH-I- und MCH-II-Molekiilen auf Antigen prisentierende Zellen (APC), Mikrogliazellen
und Astrozyten. Es fiihrt zu vermehrter Expression von Adhésionsmolekiilen, u.a. an den
Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke. AuBlerdem wurde gezeigt, dass es in Anwesenheit
von MDP (Muramyl Dipetid) die NO Produktion bei Mikrogliazellen und Makrophagen

verstarkt.

-20 -



2. Theoretische Grundlagen

2.3.1.3 Gefiifdichte

Laut Folkman basiert der Angiogenesegrad auf drei Parametern der endothelialen
Regeneration: Der GefaBproliferation, der Hyperplasie der Endothelzellen und der
endotheliale Zytologie (Folkman et al 1972). 1972 schlug Folkmann die Ermittlung der
Gefilidichte {iber das MAGS microscopic angiogenesis grading system vor. In diesem
bewertete er genau diese drei Parameter.

Seitdem dienten verschiedene Marker zur Ermittlung der Gefdldichte: Wahrend
Forschungsgruppen die Immunhistochemie von CD31 benutzen ( Lund et al. und Drevs et al.
2000), wurde von anderen die Gefafldichte mittels Farbung durch Faktor VIII (Peoc’h et al.
und Nathan et al. 1999), CD34 (Kitadai et al. 1998), Basalmembran (Kollagen IV, Laminin-1,
Perlecan) (Hagedorn et al. 2000), von Willebrand Faktor vWF (Coomber et al. 1998) und
Ulex Lektin (Gould 1988) ermittelt.

Das Platelet Endothelial Cell Adhesions Molecule (PECAM) oder CD 31, ein 120 — 130 kD
groBBes Kalzium-unabhingiges Membranglykoprotein, gehort zu den Adhésionsmolekiilen der
Immunglobulin-Superfamilie und wird an der Oberfliche von Thrombozyten, Monozyten,
Granulozyten, B-Lymphozyten und endothelialen intrazelluldren Junktions, CD8+ - T-
Lymphozyten, Zellen der myeloiden und megakaryozytischen Zellinien sowie
Solidtumorzellen exprimiert. Es bindet unter anderen an CD51/61 (s.u.).

Die intrazelluldire Domdne von CD31 vermittelt die endotheliale Zell-Zell-Adhésion. Es spielt
eine Rolle bei dem Kontakt mit Endothelzellen und kann dariiber hinaus die endotheliale
Einzelschicht stabilisieren. Damit ist CD31 in interaktiven Prozessen wie Angiogenese,
Thrombose und Wundheilung involviert. Es wird als frither und sensitiver Marker der durch

tumor-induzierten Angiogenese beschrieben (Berger et al. 1993).

Das Integrin avp3 (CD51/61) wird minimal bei endothelialen, intestinalen und uterinen
Myozyten der glatten Muskulatur exprimiert. Diese Expression wird bei Granulationsgewebe
und bei bestimmten invasiven Tumoren signifikant hochreguliert (u.a. bei Gliomen im spéten
Stadium) wo es moglicherweise eine Rolle bei der Regulierung der Tumorproliferation und
Metastasierung spielt (Gladson and Cheresh 1991, Brooks et al. 1994). Bei Glioblastomen
wird das Integrin CD51/61 sowohl in Endothelzellen als auch in benachbarten
Mesenchymalzellen in hyperplastischen kleinen Blutgefden exprimiert (Candece et al. 1996).
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Takano et al. haben gezeigt, dass Osteopontin und avp3 in den Mikrogefia3e bei Gliomen von
VEGF induziert werden. Rezeptoren von CDS51/61 sind auf bestimmten aktivierten
Leukozyten, Makrophagen und Osteoklasten zu finden (Takano et al. 2000). CD31 bindet an
CD51/61.

Brooks et al. haben gezeigt, da3 avp3-Antagonisten nicht nur das Wachstum neuer Gefille
verhindern, sondern auch die Tumorregression und die Apoptose von Endothelzellen
induzieren (Brooks et a.l. 1994).

Es sind zwei verschiedene Wege beschrieben, die zur Angiogenese fiihren. Der erste lauft
iiber avB3, TNF o und bFGF. Der zweite fiihrt tiber das Integrin avp5, VEGF, TGFa und
Phorbolester (Friedlander et al. 1995).

ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1) (CD54), ein integrales membrandses
Glykoprotein von 90-150 kDa, gehdrt wie PECAM-1 (CD31) zu den Kalzium-unabhéngigen
Adhisionsmolekiilen der Immunglobulin-Superfamilie. Es wird auf Monozyten und
Endothelzellen exprimiert. Es kann aber auch bei anderen Zellen wie B- und T-Lymphozyten,
Thymozyten, Fibroblasten, Keratinozyten und Epithelzellen induziert oder hochreguliert
werden.

Uber die Rezeptoren LFA-1 (Lymphozyten-Funktion-Antigen), Mac-1 und CD43 vermittelt
CD54 die Adhésion von T-Zellen mit Antigen-préisentierende Zellen und ist in T-Zell /T-Zell
und T-Zell / B-Zell Interaktionen involviert. Es spielt dadurch eine wichtige Rolle in der
Immunantwort und bei Entziindungen.

Auf Fibroblasten und Endothelzellen kann es durch inflammatorische Mediatoren wie IL-1,

TNF und IFN-Gamma induziert oder hochreguliert werden (Pober et al. 1986).

0X-43, ein 90 kDa grof3es Polypepid, befindet sich auf Endothelzellen groBerer Hirngeféle,
auf Makrophagen und auf Erythrozyten der Ratte (Robinson et al. 1986).

EBA, Endothelial Barrier Antigen, also ein Antigen der Blut-Hirn Schranke, (auch SMI71
genannt, rattespezifisch) ist in Bereichen der Blut-Hirn oder Blut-Neuronen Schranke sowohl
im zentralen als auch im peripheren Nervensystem zu finden. Der Anti-EBA Antikdrper
reagiert dagegen nicht mit Endothelien periventrikuldrer Organe (auch nicht mit fenestrierten
Endothelien (Area postrema, Plexus choroideus)) (Kaya et al. 1996). In der Milz zeigt sich

sehr unregelmifig eine positive Reaktion an der luminalen Seite mancher Blutgefdle. In der

-22 -



2. Theoretische Grundlagen

Epidermis der Haut reagiert der Anti-EBA-Antikdrper mit Langerhanszellen und spezifischen
Makrophagen (Sternberger et al. 1987).

Die Reaktivitit mit dem Antikdrper entwickelt sich bei neugeborenen Ratten mit dem
Reifungsprozess der Blut-Hirn Schranke und verschwindet in Lésionen bei experimentellem
allergischer Enzephalomyelitis, wenn Mikrogefdle von Entziindungszellen umgeben sind
(Sternberger et al. 1989).

Das EBA-Antigen scheint an der lokalen Immunantwort teilzunehmen. Es ist durchaus
moglich, dass die EBA Proteine Bestandteile von tight junction (Zonula occludens) der
Mikrogefifle sind. Immunhistochemisch dient damit EBA der Markierung der intakten Blut-

Hirn-Schranke.

Das Lektin RCA 1 (Ricinus communis Antigen) bindet spezifisch an Mikrogliazellen und
Endothelzellen. Seitz et al. haben 1988 gezeigt, dass RCA 1 ein sehr sensitiver
histochemischer Endothelmarker bei der Ratte in Paraffin- sowie Kryoschnitten von F98-

Transplantationstumoren ist (Seitz et al. 1988).

Der in Endothelzellen und Megakaryozyten synthetisierte von Willebrand Faktor (vWF)
kommt als heterogene Gruppe von groflen Polymeren (1000-15000 kDa) vor, die mit dem
Blutgerinnungsfaktor VIII einen Komplex bilden.

Dariiber hinaus spielt er eine wichtige Rolle bei der Adhidsion der Blutplattchen und ihrer

Aggregation. Integrin CD51/61vermittelt die zellulire Adhdsion von vWF.

2.3.2 Relevanz der Angiogenese in der Neuroonkologie: Antiangiogenetische Therapie

Die Angiogenese bei Tumoren mit endothelialer Hyperproliferation in hypoxischen und
nekrotischen Arealen ist ein Differenzierungsmerkmal bei der pathologischen Klassifikation
von malignen Astrozytomen (anaplastisches Astrozytom, Glioblastom multiforme) (Kleihues

et al. 1995).

Damit stellt die Hemmung der tumorzellinduzierten Neoangiogenese beim Glioblastom und
bei anderen Erkrankungen mit starker GefaBBneubildung (z.B. Erythema nodosum leprosum
bei Lepra, diabetische Retinopathie, Kaposi Sarkom) einen geeigneten Angriffspunkt fiir eine

rationale Tumortherapie dar.
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Theoretisch bietet die angiogenetische Therapie gegeniiber konventionellen Ansdtzen
folgende Vorteile: einen besseren Zugang zu Tumoren, das experimentell bestétigte Fehlen
von Resistenzen (durch die geringere Mutationsrate der nicht-tumordsen Zellen), die fehlende
Entwicklung von Zweitneoplasie bei rein angiostatischen Substanzen (bei fehlender Toxizitét
gegenibber des Genoms der Endothelzelle), einen antimetastatischen Effekt, die
Anwendbarkeit bei verschiedenen Tumortypen durch die geringere Spezifitit gegeniiber dem

jeweiligen Tumor.

Zu den Nachteilen der antiangiogenetischen Therapie zihlen u.a. die erforderliche langfristige
Anwendung, die Beeintrachtigung der physiologischen Angiogenese (v.a. in der Pédiatrie)

und die mogliche Unwirksamkeit einer Monotherapie.

Zur antiangiogenetischen Therapie sind unterschiedliche Strategien denkbar:

e der Finsatz endogener und natiirlich vorkommender Inhibitoren der Angiogenese
wie beispielsweise Angiostatin, Endostatin, Interferone, der Interleukine 1 Alpha/Beta
und 12, Retinolsdure, Vasostatin u. a,

e die Blockierung angiogenesestimulierender Faktoren wie VEGF, bFGF, oder deren
Rezeptoren (z.B. durch Thalidomid, Suramin, Antikorper Anti-VEGF, und Anti-
bFGF)

e die Blockierung von Adhésionsmolekiilen wie Integrin avp3 (CD51/61), die die
Adhision von Endothelzellen mit anderen Zellen ermdglichen (z.B. mit Antikorper
Anti- avB3)

e die spezifische Inaktivierung proliferierender Endothelzellen, also der Zellen, die
neue Gefdle bilden (durch TNP 470, Thalidomid, IL-12 u.a.)

e die Blockade von Molekiilen wie Metalloproteinasen (MMP), die das Eindringen
neuer Gefédfle in umgebendes Gewebe ermdglichen

e die Blockade der Expression verschiedener Faktoren wie beispielsweise VEGF
durch gentherapeutische Verfahren wie sog. ,,Antisense‘“-Konstrukte

e die Inhibierung von Faktoren involvierter Signaltransduktionsketten (ras
farnesyltransferase inhibitors (ras FTI's), Blockierung des Tyrosin Kinase Rezeptors
(ErbB2/neu) z.B. durch Herceptin)

e die Nuztung des EPR Effektes (Enhanced Permeability and Retention effect) des

Tumors mit makromolekularen antitumordésen Substanzen
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2.4 Blut-Hirn-Schranke

Durch die Blut-Hirn-Schranke ist das Gehirn bei Gesunden sehr effektiv vom restlichen
Organismus abgeschottet. Sie wird von den Kapillarendothelien gebildet, an deren
Basalmembran sich die FuBfortsidtze der Astrozyten (sog. Glia limitans) in einer liickenlosen
zelluldre Schicht anschlieBen (s. Abbildung 4). Endothelzellen des gesunden Gehirns
unterscheiden sich von Endothelzellen anderer Gewebe dadurch, dass sie durch
kontinuierliche tight-junctions (Zonula occludens) verkniipft sind und - mit Ausnahme
bestimmter Regionen wie Area postrema und Plexus choroideus - sehr wenig Vesikel
besitzen. Der Durchgang erfolgt also aktiv durch Offnung zwischen den Zellen fiir kleine

Molekiile - unter 2 nm - bzw. Pinozytose fiir groflere Molekiile.

Perizyt ™ Astrozyt

Zona occludens
mit EBA

Endothelzelle

Abbildung 4: Schematische Darstellung der intakten Blut-Hirn-Schranke

Verinderungen der Blut-Hirn Schranke z.B. bei Entziindung, durch das Offnen der tight-
junctions oder bei der Zunahme des endothelialen und Vesikel-Transports, ermoglichen den
Durchgang von Serumproteinen und Immunzellen, was zu einem vasogenen perifokalen

Odem mit nachfolgender Hirndruckerhdhung fiihrt.

Bei Tumoren ist die Blut-Hirn Schranke ebenfalls verdndert, wobei verschiedene Studien je

nach Tumormodell widerspriichliche Ergebnisse erbracht haben.
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So wurden breite sinusoidartige Gefal3e, unreife regenerierende Gefialle, Fenestrationen, und
eine Vielfalt an pinozytischen Vesikeln und anormalen Junktionen beschrieben (Bigner et al.
1981,Reinhold et al. 1983, Cox et al. 1976, Deane et al. 1981, Waggener et al. 1976, Hirano et
al. 1974 und 1975, Nishio et al. 1983). Im Hinblick auf die Gefdal3groe (Durchmesser erst ab
12 um erfasst), fanden sich hiufiger groBvolumige Gefille im Tumorgewebe (Stewart et al.

1985).

Weiterhin wurde in Tumoren ein inhomogenes Gefalnetz beschrieben, wobei der Tumorrand
meist besser durchblutet war als das Tumorzentrum. Die GefdBkaliberschwankung wurde
einerseits durch die starke Ausweitung aufgrund des Tumorwachstums, anderseits durch die
durch erhohten Gewebedruck entstandene Kompression erklart. Dazu wurde eine vermehrte
Gefalrichtungsinderung festgestellt, im Gegensatz zu der iiblichen dichotomen Aufzweigung
des Gefdlbaumes. Letztlich wurden vermehrte GefdBabbriiche in Folge von Nekrosen und

arteriovendsen Kurzschliissen gezéhlt, was zu Stromungsumkehr und Hamostase fiihrt.

Die endotheliale Nitric Oxide Syntase (eNOS) spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation
des Blutflusses im Tumor und der Gefdf8permeabilitit. Die Steigerung des Blutflusses fiihrt

wiederum zur Erweiterung der GefiaB3e (Nasu et al. 1999).

Blut-Hirn-Schranke-Marker
Wie unter 2.3.1 beschrieben, ist EBA (Endothelial Barrier Antigen) ausschlie3lich bei intakter

Blut-Hirn-Schranke nachzuweisen.

2.5 Thalidomid

2.5.1 Geschichte

1953 wurde erstmals das Glutaminséurederivat Thalidomid (a-Phthalimidoglutarimid)
synthetisiert. Zuerst wurde das Medikament rezeptfrei unter dem Handelsnamen Contergan ®
als Schlafmittel und Antiemetikum in der Schwangerschaft ab 1956 eingesetzt, bis es Ende
1961 aufgrund seiner schweren teratogenen Nebenwirkungen (u.a. Phokomelie) in
Deutschland aus dem Handel gezogen wurde. 36 Jahre spéter hat die amerikanische

Zulassungsbehorde FDA Thalidomid fiir den Einsatz bei Lepra zugelassen.
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2.5.2 Eigenschaften von Thalidomid

Thalidomid (N-(2,6-dioxo-3-piperidyl)-phthalimide), ist ein chirales Molekiil. Es existieren
zwei  Enantiomere: Das R-(+)-(5'-Hydroxythalidomid)- und das S-(-)-Enantiomer
(5-Hydroxy-thalidomid) bilden in vitro sowie in vivo aufgrund ihrer Instablitdt ein Racemat
(s. Abbildung 5).

H
H--m} 3 0

MH

[ [

R(+)-Thalidomid

Physiologischer pH

MH

S(-)- Thalidomid

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Enantiomere Thalidomids

Pharmakokinetik von Thalidomid

Die Absorption und Verteilung des schwach wasserloslichen Thalidomid (50pug/ml bei pH=7)
sind abhédngig vom gesundheitlichen Zustand und von der jeweiligen Krankheit. Die

Plasmaproteinbindung von Thalidomid ist unbekannt.

_27 -



2. Theoretische Grundlagen

Metabolismus

Untersuchungen mit Mikrosomen belegen, dass die Metabolisierung von Thalidomid bei der
Ratte sowie beim Menschen zu 5- und 5'- Hydroxythalidomid tiber Cytochrom P450 (CYP)
hepatisch erfolgt. Dies geschieht ohne Interaktion mit anderen Medikamenten (Teo et al.
2000).

Dieser Vorgang erfolgt jedoch spezies-abhingig, was wiederum die Unterschiede der
Thalidomid-Wirkungen bei den jeweiligen Spezies erklart. Wiahrend die 5- und 5'-
Hydroxylationen beim Menschen durch das Enzym CYP2C19 erfolgt, spielen die Enzyme
CYP2C6 und CYP2C11 bei der Ratte eine Rolle was zu einer deutlich hoheren erforderlichen
Thalidomiddosis bei der Ratte fiihrt als beim Mensch (Ando et al. 2002).

Zum groflen Teil wird Thalidomid nicht-enzymatisch bei einem pH-Wert > 6 hydrolysiert

und tiber die Niere ausgeschieden.

Thalidomidwirkungen

Sedative Wirkungen

Thalidomid ist eines der wenigen Hypnotika, die fiir eine verldngernde Wirkung des REM-
Schlafs bekannt sind. Dieser Effekt ist jedoch relativ unklar. In mehreren widerspriichlichen
Studien werden spezies-abhéngige Unterschiede beschrieben. Einerseits wird berichtet, dass
die sedative Wirkung von Thalidomid beim Menschen ausgeprégt ist, bei Mdusen und Ratten
jedoch nicht beobachtet werden konnte (Eriksson et al. 1999, Teo et al. 2000). Eine andere
Studie belegt, dass Spezies wie Ratten, Miuse und das Meerschweinchen erst bei hohen
Dosen Thalidomid sediert werden, wihrend Kaninchen dagegen resistent sein sollen (Fabro et

al. 1965).

Immunmodulatorische und antientziindliche Wirkungen

Es wurde bewiesen, dass Thalidomid selektiv die Ausscheidung bestimmter Zytokine
supprimiert und parallel die zytotoxische T-Zellen stimuliert sowie die Phagozytose
unterdriickt. Bei den Subtypen der T-Helfer Zellen induziert Thalidomid einerseits die
Bildung von T-Helferzellen des Typs 2 (die selber IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 produzieren),
wihrend es andererseits den Subtyp 1 inhibiert (die v.a. IFN-Gamma, IL-12 und IL-2

produzieren).
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Dariiber hinaus reguliert Thalidomid die Expression der Oberflichenadhdsionmolekiile
(Integrine) und Antigene des Major Histocompatibility Complex (MHC) auf endotheliale und
epithelialen Zellen, wodurch die Zelladhdrenz der Leukozyten eingeschrinkt wird (Neubert et
al. 1993).

Thalidomid inhibiert die TNF-a Produktion durch Degradierung seiner mRNA unter
bestimmten Faktoren. Uber diesen Effekt wirkt Thalidomid analgetisch. Diese Ergebnisse
werden jedoch von einer Studie widerlegt (Ishikawa 1998).

Antiangiogenetische Wirkung

D’Amato und Folkman zeigten 1994 die potente antiangiogenetische Wirkung Thalidomids
(D"Amato et al. 1994). Dies erfolgt iiber die direkte sowie indirekte Inhibition der vom
FGF2, TNF-a, VEGF, avp3 und (iiber die Cyclooxygenase-2) Prostaglandine E2 vermittelten
Angiogenese durch seine Metaboliten einerseits und die Aktivierung von IFN-y anderseits (Li
et al. 2003, Stephens et al. 2000, Fujita et al. 2001, Yamada et al. 1999, Daniel et al. 1999).
Hierbei wurde die Spezies-Abhingigkeit dieser Wirkung gezeigt. Der Metabolit, der fiir die
antiangiogenetische Wirkung Thalidomids verantwortlich ist, entsteht zwar bei Mensch und
Kaninchen, jedoch nicht bei kleinen Nagern (Bauer et al. 1998). Durch die intraperitoneale
Applikation von Thalidomid kann bei ihnen jedoch eine antiangiogenetische Wirkung erzielt
werden.

Die verschiedenen antiangiogenetische Effekte Thalidomids werden in Abbildung 6

dargestellt.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der antiangiogenetischen Effekte des Thalidomids

Nebenwirkungen von Thalidomid

Teratogene Wirkung
Die Einnahme Thalidomids wéihrend der Schwangerschaft ist bekannt dafiir, die Entstehung

fetaler Organe zu gefdhrden. Dies wird einerseits durch die antiangiogenetische Wirkung von

Thalidomid verursacht, anderseits durch die von Thalidomid generierten freien Radikale, die

zu oxidativem Stress fiihren.
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Die frither angenommene stereospezifische Teratogenitit, wobei das S-Enantiomer als
teratogen beschrieben wurde, hat Petersen widerlegt (Petersen 2000).

Hierbei werden ebenfalls spezies-abhingige Unterschiede beschrieben. Das teratotoxische
Metabolit wurde nicht bei hepatischen Mikrosomen der Ratte produziert, im Gegensatz zu

Mikrosomen bei Kaninchen, Affen und Menschen (Gordon et al. 1981).

Der Feststellung der Teratogenitit von Thalidomid folgte der Riickruf des Medikamentes aus
dem Markt. Seit der erneuten Zulassung sind bei Frauen ein Schwangerschaftstest zu Beginn
sowie ein Konzeptionsschutz wihrend der Einnahme Thalidomids erforderlich. Da
Thalidomid im Sperma nachgewiesen wurde, gilt der Konzeptionsschutz ebenfalls fiir

Manner.

Weitere Nebenwirkungen
Zu den hiufigsten Nebenwirkungen Thalidomids zdhlen Miidigkeit, periphere Neuropathie,
Schwindel, Obstipation, Hautreaktionen und Leukopenie.

Deshalb sind regelmifige klinische Untersuchungen sowie Laborkontrollen nétig.

2.5.3 Experimentelle und klinische Erfahrungen mit Thalidomid

Der ersten tierexperimentellen Studie, die antiangiogenetische sowie antitumordse Effekte
von Thalidomid bei Prostata-Karzinom belegte, folgten weitere Untersuchungen bei
malignem Melanom, Kolon- und Lewis-Lungenkarzinom.

Experimentelle Voruntersuchungen zu Thalidomidwirkungen bei Hirntumoren wurden vor
Einleitung der klinischen Studien nicht verdffentlicht. Erst vor kurzem wurde die
antitumordse Wirkung von Thalidomid bei subkutan implantierten C6 Gliomen bei Ratten

gezeigt (Arrieta et al. 2002).

Klinisch wurde Thalidomid erfolgreich bei tiefen Geschwiiren in Mund und Speiserdhre beim
AIDS-bedingten Wasting Syndrome (Marasmus), bei anderen Autoimmunerkrankungen und
bestimmten Krebsarten (Prostata, Gehirn, Multiples Myelom, bei dem Thalidomid die grofte
Wirksamkeit zeigt, fortgeschrittenem Mamma- und Nierenkarzinom, Pankreaskarzinom und

Kaposi Sarkom) getestet. Gleichzeitig werden aber auch Indikationen diskutiert, bei denen es
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seit langem sicherere und gefahrlosere Alternativen gibt, wie z.B. bei rheumatoider Arthritis

oder einigen Hauterkrankungen.

Nach einem ersten Erfolg bei Patienten mit fortgeschrittenem Glioblastom, wobei die
Ergebnisse nicht wissenschaftlich publiziert wurden, setzte man Thalidomid bei weiteren
klinischen Studien ein. Im Gegensatz zu diesem ersten Versuch, wo die Ansprechsrate 50%
betrug, fiel diese auf 5 bzw. 6% bei weiteren Phase II Studien (Fine et al. 2000, Marx et al.
2001, Short et al. 2001). Dabei konnte jedoch der MiBerfolg durch die adjuvante Bestrahlung
der Tumore erkldrt werden. In einigen Fillen konnte die antiproliferative Wirkung von

Thalidomid nachgewiesen werden.

Um die teratogene Wirkung Thalidomids zu umgehen wurden parallel Studien mit

Thalidomidanalogen durchgefiihrt.
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3. Material und Methoden

3.1 Versuchsbedingungen

3.1.1 Transplantationstumor F98

Zur Tumorzellimplantation wurden monoklonale F98 Zellen vom Wildtyp (Herkunft: Max-

Dellbriick-Centrum, Berlin) eingesetzt (Zellkultur s.u.).
3.1.2 Versuchstierbehandlung
3.1.2.1 Versuchstiere

Genehmigt wurden die Experimente von der Tierschutzkommission der Bezirksregierung
Diisseldorf. Es wurden drei Versuchsreihen durchgefiihrt (jeweils mit gleichgeschlechtlichen
CD Fischer Ratten mit vergleichbarem Korpergewicht). Wiahrend des gesamten
Versuchsablaufs befanden sich die Versuchstiere unter Aufsicht der Tierschutzbeauftragten
der Heinrich-Heine Universitdt Diisseldorf. Dabei mussten gemifl Tierversuchsantrag Tiere
mit neurologischen Symptomen, beispielweise Hemiparese, und anderen schwerwiegenden

Krankheitszeichen aus dem Versuch genommen werden.

3.1.2.2 Versuchstierhaltung

Die Tiere wurden mit einer maximalen Belegung von fiinf Tieren pro Kifig gehalten. Bei dem
durchschnittlichen Koérpergewicht von ca. 180 g lag die maximale Auslastung bei 1 g/cm?. Im
Kafig war grobes und entstaubtes Weichholzgranulat eingestreut, die relative Luftfeuchtigkeit
lag bei 55%, die AuBentemperatur bei 22°C. Von 7-19 Uhr war Kunstlicht eingeschaltet,
seine Stirke betrug in der Mitte des Raumes 100 cm iiber dem Boden 300 Lux. Das Futter
bestand aus einer pelletierten Alleindidt (Altromin 1314 ad libitum). Die umsetzbare Energie
dieser Didt betrug 13600 KJ/kg. Die Nahrstoffe waren zu 47,5% aus N-freien Extraktstoffen
und zu 23% aus Rohprotein zusammengesetzt. Alle essentiellen Mineralstoffe, Vitamine

sowie Spurenelemente wurden zugesetzt.

3.1.2.3 Versuchsreihen

Vor Beginn der Experimente wurden die Tiere zur EingewOhnung mehrere Tage in der

Tierversuchsanlage unter den oben genannten Bedingungen gehalten.
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Es wurden drei Versuchsreihen nacheinander durchgefiihrt.

Versuch I: 14 ménnliche CD Fischer Ratten (RCC)

Dieser erste Versuch diente im Vordergrund zur Ermittlung der optimalen Zellzahl fiir den
Transplantationstumor zum Erreichen einer gewissen Tumorgrof3e und der fiir das Wachstum
notwendigen Zeitspanne. An diesen Hirntumorpréparaten wurden die Tumorcharakterisierung
mittels Histologie und Immunhistochemie vorgenommen und die Bioverfiigbarkeit des

intraperitoneal verabreichten Thalidomids untersucht.

Versuch II: 12 weibliche CD Fischer Ratten (M&B)

Neben der Tumorvolumetrie wurden bei den Préparaten dieses Versuches sdmtliche
immunhistochemischen Untersuchungen sowie in situ Hybridisierung, RT-PCR und HPLC
durchgefiihrt.

Versuch III: 16 médnnliche CD Fischer Ratten (M&B)
An den Préparaten dieser Versuchsreihe wurden weitere immunhistochemische

Untersuchungen sowie eine in situ Hybridisierung, RT-PCR und HPLC durchgefiihrt.

3.1.2.4 Zellimplantation
Herstellung der Tumorzellsuspension

Die Zellen wurden unter Zellkulturbedingungen bis zu 70-80%igen Konfluenz in
Kulturflaschen kultiviert (250 ml/ 75 cm?). Eine mit der angegebenen Konfluenz bewachsene
Kulturflasche kann 1:5 bis 1:10 eingeteilt werden. Nach einmaligem Abwaschen der
Einzelschicht mit PBS, wurden die adhidrenten Zellen durch Behandlung mit 5 ml
Trypsin/EDTA-Losung suspendiert. Hiernach wurden sie mit FCS-haltigem Medium gespiilt.
Die Zellsuspension wurde in sterile Zentrifugensrohrchen (15 ml) tiberfiihrt und die R6hrchen
mit PBS aufgefiillt. AnschlieBend erfolgte die Pelletierung durch 10-miniitige Zentrifugation
mit

120x g bei 4°C. Nach 3-maligem Waschen mit PBS-Puffer erfolgte die Zellzahlbestimmung.
Dabei wurden die Zellen mit dem Vitalfarbstoff Trypanblau gefarbt und in einer Neubauer-
Zahlkammer gezédhlt (Zellzahl in 16 Quadranten x Verdiinnungsfaktor x 10.000 =
Zellzahl/ml). Abschlieend wurde die Zelldichte in PBS-Puffer auf die gewlinschte Zellzahl

zur Verwendung im Tierexperiment eingestellt.
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Stereotaktische Tumorzellimplantation

Alle Eingriffe wurden unter hygienischen Operationsbedingungen im neurochirurgischen
Tier-Operationsraum der Zentralen Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitét

durchgefiihrt.

In Allgemeinanisthesie durch intramuskulédre Injektion von 0,2 ml Hypnorm und 0,05 ml
Diazepam und zusitzlicher Lokalandsthesie der Kopfhaut mit 1 % Lidocain erfolgte nach
Rasur des Schédels das Setzen einer medianen Hautinzision. Nach Abschieben des Periostes
bis zur Lateralleiste links erfolgte das Anlegen eines 1.5 mm groBen Bohrloches iiber der
Koronarnaht, 2 mm median der Lateralleiste mittels eines elektrischen Handbohrers. Die
Lagerung der Ratte wurde in einem speziell fiir Kleintiere entwickelten stereotaktischen
Kopfrahmen (DAVID KOPF Instruments, Tujunga, U.S.A.) standardisiert vorgenommen. Die
stereotaktisch gefithrte Tumorimplantation (Koordinaten: Seitenwinkel + 20°, Hohenwinkel

0°, Tiefenanschlag 6 mm, berechnet von der Tabula externa des Schidels) verlief wie folgt:

Es wurden 5 x 104 bzw. 5 x 10°> Tumorzellen in 10 pl der Suspension in einer sterilisierten
Mikrospritze (HAMILTON, Basel, Schweiz) aufgezogen. AnschlieBend wurde eine Kaniile
aufgesetzt und diese entsprechend der stereotaktischen Koordinaten transdural 5 mm in das
Hirnparenchym vorgeschoben. Die Injektion der suspendierten Tumorzellen erfolgte iiber
einen Zeitraum von 2 Minuten. AnschlieBend wurden die Tiere bis zum Aufwachen aus der
Narkose beobachtet und bis zum folgenden Tag im Wirmeschrank belassen. Daraufhin

wurden die Tiere tiaglich untersucht.

3.1.2.5 Ablauf der Behandlung mit Thalidomid

Thalidomidzubereitung

40 mg steriles Thalidomidpulver wurden in 1 ml DMSO suspendiert und bei -20°C gelagert.
Fiir die tdglichen Thalidomidgaben wurde mit PBS auf die errechneten Konzentrationen
verdiinnt. AnschlieBend wurde die Suspension permanent geschiittelt und innerhalb von 30

Minuten verabreicht.
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Thalidomidbehandlung

Gemal Protokoll wurden ab dem 6. Tag nach Tumorzellenimplantation einmal pro Tag die
jeweiligen Thalidomidgaben sowie die Kontrollen (DMSO/PBS in entsprechendem
Verhiltnis) per intraperitonealer Injektion verabreicht. Nach jeder Injektionsbehandlung

wurden die Tiere 30 Minuten beobachtet.

3.1.2.6 Einschlifern und Préiparation der Tiere

Gemill Vorgabe des von der Bezirksregierung Diisseldorf genehmigten Versuchsplanes
sollten die Tiere wihrend des gesamten Versuches ohne neurologische oder andere
schwerwiegende Symptome bleiben, beim Auftreten derartiger Krankheitszeichen musste das
betroffene Tier vorzeitig getotet werden. Deshalb wurden alle restlichen Versuchstiere ohne

solche Zeichen nach 19 bzw. 21 Tagen wie geplant aus dem Versuch genommen.

Dazu wurden sie in tiefe Athernarkose versetzt und dekapitiert. Im Anschluss daran wurde
jeweils die Eroffnung der Schédelkalotte mit einer kleinen Knochenzange nach LUER
vorgenommen und das Rattenhirn vorsichtig mit einem Dissektor herausgelost. Die
Kleinhirne wurden dann scharf abgetrennt und die GroBhirne mit der Schnittfliche auf
beschriftete Korkplittchen geklebt (Tissucol *). Die Hirnpriparate wurden dann umgehend in
Isopentan im Stickstoffbehélter schockgefroren und bei -20°C zwischengelagert. Bei den
Versuchsreihen II und III wurden einige Tiere in tiefer Athernarkose laparatomiert und durch
intraaortaler Blutaspiration getotet. Die Blutproben wurden sofort zentrifugiert und das Serum
zur Thalidomidbestimmung (HPLC) bei -20°C tiefgefroren. Die Kleinhirne dieser Tiere

wurden ebenfalls fiir eine spédtere Gewebe-HPLC zur Thalidomidbestimmung eingefroren.
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3.2 Verwendete Material und Gerite

3.2.1 Laborger:iite

Gerit Hersteller / Bezeichnung

Blot Gerit Bio Rad , Trans Blot SD Semi Dry transfer cell
CO;-begaster Brutschrank | Heraeus (Hanau), CO,-Auto-Zero

ELISA Photometer Lab system (Finland), Multiskan M
Eppendorf-Zentrifuge Eppendorf (Hamburg), Centrifuge 5403 und 5417
Gelkammern AGS Heidelberg

HPLC Gerit WATERS, Dioden Array Detektor (DAD SS6, 2695)
HPLC Séule MERCK, Lichrospher 100

Stereotaktischer David Kopf Instruments, Tujunga, Californien/USA
Kopfrahmen

Kryostat Leica, 1720 Digital

Multiwellplatten Greiner

Mikroskop Leica

Mikroskop-Kamera-System

Fa. CARL ZEISS, Jena, AxioCam MR

Morser

JANKE & KUNKEL, Staufen, Ultra Turrax T25

Netzgerite Pharmacia (Uppsala, Scheweden), GPS 200/400
Photometer Perkin-Elmer Wellesly, USA, Spektralphotometer Lamba 5
Pipetten Labsystem

Pipettenhilfe Hirschmann, Pipetus Akku

RT-PCR Gerit

APPLIED BIOSYSTEMS, (Darmstadt), ABI PRISM 5700
sequence detection system

Schiittler Biometra, Mini rocking Platform WT16
Sterilbank Heraeus, Lamin Air HA2448
Thermocycler Biometra (Gottingen), UNO Thermoblock
Vortex Janke Kunkel, Modell VF2

Wasserbad Klees

Zentrifuge Eppendorf

Tab. 1: Laborgerite
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3.2.2 Eingesetzte Chemikalien

Chemikalie Hersteller / Bezeichnung
Acetonitril Merck

Acrylamid 40% GIBCO BRL, Cat. No. 35722-016
Albumin Boehringer

APS Ammonium Persulfate MERCK

Aqua H20 (DNase frei) Braun

Bio-Rad protein assay Bio-Rad Laboratories GmbH

BSA PHARMACIA, Freiburg

100 % Chloroform MERCK, Darmstadt

Compound-Kleber

Sakura (Niederland), Tissue-Tek®

Coomassie blue MERCK

DAB (3,3 Diaminobenzidin) Sigma

Essigsdure Merck

Fixierungslosung Dade Diagnostika GmbH
Dade Diff-Quick® Fix

DEPC (Diethylpyrocarbonat)-Wasser

SIGMA, Miinchen

DMSO (Dimethylsufoxid)

MERCK

dNTP-Mix (25mM)

GIBCO BRL, Eggenstein

DTT SIGMA, Miinchen

EDTA MERCK

Eosin G MERCK

Ethanol Riedel-de-Héen

Schnelleindeckmittel Entellan ® MERCK

5%iges FCS-DMEM/HAM'S PAA, F12

FCS PAA Laboratories, A15-043
GeneAmp® 5700 sequence detection | APPLIED BIOSYSTEMS, Darmstadt,
system

Glycin MERCK , 4094 87%
Wasserstoffperoxid HyO, 300, MERCK

Himalaun MERCK, Héamalaun MAYER Microscopy
HCI MERCK

Horse serum

vector laboratories, Normal horse serum S 2000

5x H-RT-Puffer (4°C)

GIBCO BRL, Eggenstein

100% Isopropanol MERCK, Darmstadt
Kernechtrot MERCK
Milchpulver Oxoid

MTT Salz Sigma

PBS Serag-Wiessner

qPCR™Core Kit for Sybr™ Green |

EUROGENTECH, Seraing, Belgien, Cat. No.
RT-SN73-05

Random Hexamer Primer pd (N)g

PHARMACIA, Freiburg

(1,5yg/ml)
RNAsin PROMEGA, Mannheim
Schlittenbahnol Leica, Nr. 601
SDS MERCK , 822050
Standard fur Western Blot Bio Rad, Cat. 161-0324
TEMED ; N, N, N’, N’, Bio Rad
Tetramethylethylendiamine
Thalidomid Griinenthal
TRI REAGENT (Trizol) SIGMA, Miinchen, Sigma T9424
TRIS Paesel, 26-128-3094
Trypsin EDTA PAA
Tween 20 Sigma

Vaseline Spray

Hettich Zentrifugation

(Vectastain ® ABC Kit peroxidase

Vector laboratories, Inc., Standard PK-4000

Xylol

MERCK

Tab. 2: eingesetzte Chemikalien
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3.2.3 Plastikwaren und sonstige Einwegartikel

Waren Hersteller / Bezeichnung
Deckgldser Menzel-Gléser (Germany)
Einmalspitzen Polylab

Filter Sartorius, Minisart ® 1,20 um

17593

Kammer fiir Immunhistochemie

SHANDON ®, Coverplate TM disposable
immunostaining chambers Cat. No. 7211013

Kaniile

Terumo, Microlance

Korkpléttchen

Slee Technik GmbH (Mainz)

Nitrozellulose Membrane

Gerbermembrane GmbH / Whatman Group

Objekttriger fiir Kryoschnitte

Marienfeld superior, Histobond®, kat. Nr. 901236

Petrischalen Falkon

Pipette Corning Inc., Costar ® Stripette ® verschiedener Grofie

Plastikpipetten Greiner

Rohrchen Greiner, Greiner Bio one Cellstar ® PP test tubes steril
15 mL cat. No. 188.271 und 50 mL No. 227.261

Spritze Braun Melsungen AG, Omnifix ® 10 mL und 1 mL

Reaktionsgefalle Eppendorf, 0,5-2 mL

Wathman Papier Biometra

96er well plates Cat. No. RT-PL-9601B, EUROGENTECH, Seraing,
Belgien

Zellkulturflaschen Greiner, 75 cm?

Zellschaber Greiner (Niirtingen)

Tab. 3: Plastikwaren und Einwegartikel

3.2.4 Antikorper
2. Antikérper | Konzentration Inkubationsdauer Temperatur °C* Anti** | Hersteller/Ref.

Fiir Fiir

Immun- | Western

histo- Blot du

chemie ELISA
Peroxidase- 1:100 1:5000 30 min Z M JACKSON
conjugated Immunoresearch
Affini Pure Laboratories Inc.
Rabbit Anti Nr. 315-035-045
Mouse
Peroxidase- 1:100 1:5000 30 min Z G JACKSON
conjugated Immunoresearch
Affini Pure Laboratories Inc.
Mouse Anti Nr. 315-035-108
Goat

Tabelle 4: Liste der 2. Antikdrper mit den entsprechenden Reaktionsbedingungen fiir die

immunhistochemische Farbung

* 7= Zimmertemperatur **  M=Maus, G= Ziege
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Antigen des | Klon Konzentration Inkubations- | Tempe- | Anti** | Hersteller
1. dauer (h) ratur °C
Antikorpers Fiir Fiir
Immun- | Western
histo- Blot du
chemie | ELISA
CD4 MRC 1:100 36 zZ R SEROTEC, Diisseldorf
0X-35
CDS8 MRC 1:100 36 Z R SEROTEC, Diisseldorf
0X-8
CD31 TLD- 1:50 12 Z R SEROTEC, Diisseldorf
(PECAM1) 3A12
CD51/61 23C6 1:25 36 zZ H SEROTEC, Diisseldorf
(avB3)
CD54 TLD- 1:100 12 zZ R SEROTEC, Diisseldorf
(ICAM1) 4C9
CD95/Apo1 | Clone 1:25 36 +4 R DAKO, Glostrup,
/Fas Apol-1 Denmark
EBA SMI 71 1:1000 24 zZ R STERNBERGER
monoclonals
Lutherville, U.S.A.
FGF Clone 6 1:25 1:250 36 +4 HRM | TRANSDUCTION LAB
Lexington, U.S.A.
GFAP G-A-5 1:50 12 4 HR BOEHRINGER,
Mannheim 814369
1:50 Chemical credential
69110
IFN gamma |DB-1 1:25 36 +4 MR SEROTEC, Diisseldorf
Ki 67 MIB-5 1:25 36 +4 R DAKO, Glostrup,
Denmark
CD34 0X43 1:50 12 +4 R BMA, Woburn, U.S.A.
PCNA Clone 24 1:50 12 Z BD Transduction
Laboratories
Lexington, U.S.A.
RCA RCA 1:50 12 +4 HR VECTOR Laboratories,
120 Burlingame, U.S.A.
S100 DAK- 1:50 36 +4 H CYMBUS
S100B/2 biotechnology ,
Chandlers Ford, U.K.
TNF alpha E.coli- 1:50 1:500 36 +4 R #*#* | R&D Systems,
r'TNF-a Wiesbaden
VEGF Ab-5 1:50 12 Z HMR | ONCOGENE research
products, San Diego,
U.S.A.
Vimentin V4 1:50 12 Z HR BOEHRINGER,
Mannheim
Tab. 5: Liste der Antigene und Antikérper mit den entsprechenden Reaktionsbedingungen fiir die

immunhistochemische Farbung * Z= Zimmertemperatur
TNF alpha: anti goat 2. Anitikorper s. Tabelle 4

skskskosk

** H=Mensch, R=Ratte, M=Maus, G= Ziege
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3.2.5 Molekularbologische Kits

Kit Hersteller / Bezeichnung

ELISA Quantikinine R & D systems, Rat TNF-alpha immunoassay
Cat. Nr. RTA00

In Situ Cell Death Detection Kit Roche, Cat. No. 1 684 817

Neuro TACS 11 R & D systems, Cat. Nr. TA900
In situ Apoptosis Detection Kit

Soluble TRAIL /Apo 2 ELISA Kit | Diaclone Research

Tumor TACS 1T R & D systems, Cat. Nr. TA5411
In situ Apoptosis Detection Kit

Tab. 6: Molekularbiologische Kits

3.2.6 Primers

Oligonucleotide (MWG-Biotech AG, Ebersberg, Germany):

Name Sequenz 5,5 3 E(;slition im jeweiligen
ARF1 For 5’- CAATGA CAG AGA GCG TGT GAAC -3 356 - 377
ARF1 Rev 5’- GTG ATT TCG GCC GCA TTC ATG - 3~ 473 - 493
TNFa For 5’-CTC ACA CTC AGA TCA TCT TCT - 3° 232 -252
TNFa Rev 5-GTC TTT GAG ATC CTA GCC ATT - 3~ 352-372
VEGF For 5’-CTC ACC AAA GCCAGCACATA-3 329 - 348
VEGF Rev 5-AAATGC TTT CTC CGC TCT GA - 3’ 508 - 527
FGF For 5-TTG GTT GTG ACC CAG TGA AA -3’ 8-23
FGF Rev 5’- AGC TCT ACC ACA GGG GACTG -3’ 112 - 131
IFN For 5’-CCA AGG CAC ACT CATTGA AA -3 75-95
IFN Rev 5’-CTG ATG GCC TGG TTG TCT TT - 3° 256 - 275

Tab. 7: Sequenz der eingesetzten Primers
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3.3 Zellbiologische Arbeiten

3.3.1 Zelllinien

Alle Untersuchungen wurden ausschlieBlich unter Verwendung von Zellen der
Glioblastomzellinie (Ratte) F98 durchgefiihrt, die vom Max-Dellbriick-Centrum fiir
Molekulare Medizin in Berlin (Dr. W. Walther) zur Verfiigung gestellt wurden (F98-
Wildtyp).

3.3.2 Zellkulturmedien

Die Zellen wurden in 10% Medium in 75 ¢cm’® Kulturflaschen unter Standardbedingungen
(10% CO,, 37°C, wassergesittigte Atmosphére) kultiviert und nach der Ernte in gewiinschter

Verdiinnung neu ausgesit.

3.3.3 Anzucht der Zellen

Die Zellinie F98-WildTyp wurde aus der Kultur {ibernommen. Das alte Medium wurde
entfernt, die Zellschicht mit einer kleinen Menge PBS einmal gespiilt. Anschlieend erfolgte
die Inkubation mit Trypsin-EDTA-Losung im Kulturgefa3. Die Einwirkzeit betrug circa 3
Minuten, maximal 10 Minuten bei 4°C, bis sich die Zellen vom Boden der Kulturflasche
gelost hatten (Mikroskopkontrolle). Darauf folgte die Uberfilhrung der Zellen in eine mit
frischem FCS-haltigem Medium gefiillte Kulturflasche. Durch die Zugabe von FCS wurde die
Enzymaktivitit des Trypsins gestoppt.

3.3.4 Proliferationstest bei F 98 Zellen

Beim MTT-Proliferationstest kann die Zahl der lebenden Zellen indirekt durch
photometrische Bestimmung der mitochondrialen metabolischen Aktivitdit der Zellen
gemessen werden: die Zellen nechmen das gelbe Tetrazoliumsalz 3-(4,5-Dimethylthiazole-2-
yD)-2,5-Diphenyl Tetrazolium Bromide ( MTT) auf und reduzieren es durch die mitochondriale

Succinat-Deshydrogenase zum blauen, unloslichen MTT-Formazan (Mosmann 1983).

Nach abgeschlossener Zellzihlung wurden die F98-Zellen in einer Zelltitration von 100, 500,
1000, 5000 und 10000 Zellen pro Plattenvertiefung (Sechsfachbestimmung) in einem
Gesamtvolumen von 100 pl in 96-Lochplatten (Mikrotiterplatten) auspipettiert. Dazu wurde
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50 puL des Gemisches DMSO/PBS 1:10 und 1:1000 in Medium (5%iges FCS-
DMEM/HAM'S F12 von PAA) als Kontrolle genommen, dann wurde Thalidomid in
DMSO/PBS mit einer Thalidomid-Endkonzentration in Medium von 25, 50 und 500 ng/mL
gelost.

Nach 24, 48, 72 und 96 Stunden wurde das Medium abgenommen und jeweils 100 pl MTT-
Salz-Verdiinnung (1,5 mg MTT in 1 mL Medium) in jede Plattenvertiefung gegeben. Nach 4
Stunden Inkubation bei 37°C wurde der Uberstand abgenommen, die Reaktion durch Zugabe
von jeweils 100 ul DMSO gestoppt und das eingebaute MTT-Salz aus den Zellen geldst. Der
so entstandene blau-violette Farbkomplex wurde anschlieBend photometrisch durch
Bestimmung der optischen Dichte bei einer Wellenldnge von A=750 nm bestimmt. Nach dem
Lambert-Beer'schen Gesetz verhilt sich die Zellkonzentration proportional zur optischen
Dichte (OD).

Die beschriebene Versuchsreihe wurde zweimal durchgefiihrt.

3.4 Herstellung der Gewebeschnitten

Durch das Schneiden der gefrorenen Tierhirne mit einem Mikrotom (Kryostat 1720 Digital,
Leica) wurden bei —20°C Innenraumtemperatur 8um dicke Gewebeschnitte hergestellt und
auf speziell beschichtete Objekttriger (Histobond®, Marienfeld superior) aufgetragen.

Die Lagerung der Schnitte erfolgte kurzfristig bei -20°C und langfristig bei —80°C.

3.5 Fiarbungen

3.5.1 Himalaun-Eosin Firbung zur Histologie

Die auf speziell beschichtete Objekttriger aufgezogenen Gefrierschnitte wurden zuerst 30 s
mit der Diff-Quick Fixierungslosung fixiert, dann fiir 3 min in ein Farbbad mit Hdmalaun
Fertiglosung nach Mayer gegeben. AnschlieBend wurden die Schnitte fiir 1 Minute unter
flieBendem Wasser und fiir eine weitere Minute in Aqua dest. gespiilt. Danach erfolgte die
Kernfarbung mit 1%igem Eosin (in 30%igem Alkohol) fiir 20 Sekunden. Anschlieend folgte
eine erneute Spiilung fiir 1 Minute in Aqua dest. und abschlieBend die Entwésserung der
Priaparate tliber eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 90%, 100%) und Xylol bevor die
Objekttrager in Entellan ® eingedeckt wurden.

Durch die HE-Fiarbung farben sich Zellkerne, Knorpel und verkalkte Teile blau, das

Zytoplasma rosa, Erythrozyten orange und die Muskulatur rot.
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3.5.2 Berliner-Blau Fiarbung zum Eisennachweis

Das Prinzip der Farbung besteht in der blauen Auffarbung von dreiwertigem Eisen mit dem
aus zweiwertigen Eisen bestehenden Komplex Kaliumhexacyanoferrat.

Die Kryoschnitte wurden fixiert, dann mit destilliertem Wasser gespiilt. Es folgte die
20-miniitige Inkubation in einer Eisen Losung im Verhéltnis 1:1. Die Losung I ist eine 2%-ige
HCI Losung, die Losung II eine 2%-ige Hexacyanoferrat IT Losung.

Nach erneuter Spiilung in destilliertem Wasser wurden die Schnitte 10 Minuten gekocht und
in filtrierter Kernechtrotlosung (2% Aluminiumsulfat und 0,1% Kernechtrot) inkubiert. Die
Schnitte wurden anschlieBend mit destilliertem Wasser gespiilt. Danach folgte eine erneute
Spiilung fiir 1 Minute in Aqua dest. und abschlieBend die Entwisserung der Priparate liber
eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 90%, 100%) und Xylol bevor die Objekttriger in

Entellan ® eingedeckt wurden.

Hierdurch farbt sich das Eisen blau, die Kerne rot und das Zytoplasma rosa.

3.6 Onkometrie

Das Tumorvolumen wurde berechnet als die Summe aller Schnittflichen, multipliziert mit
dem &dquidistanten Abstand zwischen den Flichen. Diese Formel erhilt man, indem man das
Volumen als Integral iiber die Schnittflaichen darstellt und numerisch nach der Trapezregel
bestimmt. Hierbei wird am Anfang und am Ende des Tumors jeweils ein Schnitt mit der

Flache Null ergénzt (Bronstein 1. N.1980, Seite 244).

Hierfiir wurde jeder zehnte 8 um dicke Gefrierschnitt vom jeweiligen Rattenhirntumor der
Versuchsreihe II hoch auflosend mit einer Millimeterskala eingescannt, die Tumorgrenzen
(Region of interest ROI) wurden markiert (s. Abbildung 7 als Beispiel) und die jeweilige
eingekreiste Tumorfliche mit dem Bildverarbeitungsprogramm OSIRIS (Commonwealth of

Australia 2001, DEWR) berechnet.
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Abbildung 7: Drei eingescannte Objekttrager mit Markierung des jeweiligen Tumorrandes (Region of interest
ROI) der zu berechneten Fliachen (jeder zehnte Hirnschnitt) als Beispiel mit Millimeterpapier als GroBenreferenz
[Tumor II B2 aus der Kontrollgruppe]

Statistische Auswertung

Fiir den Vergleich zweier Serien von unabhidngigen Messwerten (Tumorgroe der Verum-
gruppe=R versus Kontrollgruppe=B) des Tierversuches Il wurde der zweiseitige STUDENT-
Test eingesetzt (Bronstein, I.N. 1980, Seite 719)

3.7 Immunhistochemie

Die Bestimmung erfolgte an Kryoschnitten, die bei -80°C aufbewahrt wurden.
Nach einer Fixierung (Dade Diff-Quick® Fix, DADE Diagnostika GmbH, Marburg) iiber 30
Sekunden wurden die Schnitte in spezielle Kammern fiir die immunhistochemische

Bearbeitung (SHANDON Coverplate ') gestellt.

Es folgte fiir 10 Minuten eine Blockierung der endogenen Peroxidase mit
1%-iger Wasserstoffperoxidlosung (Fa. MERCK, Darmstadt) in PBS. AnschlieBend wurden
die Schnitte kurz mit einer Losung aus PBS und einer geringen Menge Fetal Calf Serum
Albumin (PAA Laboratories, Colbe) gewaschen. Danach erfolgte eine Prainkubation mit

Horse Serum (Normal Horse Serum S 2000, VECTOR Laboratories Inc., Burlingame,
U.S.A)) in PBS (1:50) fiir 60 Minuten. Als nichster Schritt folgte die Inkubation mit dem
jeweiligen primdren Antikorper bei Zimmertemperatur (Konzentration und Dauer s.
Tabelle 5). Nach Spiilung in PBS (10 Minuten) wurden die Schnitte mit dem sekundiren
Antikorper (Konzentration und Dauer s. Tabelle 4) in PBS verdiinnt (1:100) und fiir 30
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Minuten bei Zimmertemperatur beschichtet. Im Anschluss daran erfolgt nach 10-miniitiger
Spiilung mit PBS die Inkubation mit frisch hergestellter Avidin-Biotinin-Peroxidase
(Vectastain® ABC Kit peroxidase Standard PK-4000, VECTOR Laboratories Inc.) in einer
Verdiinnung von 1:50 fiir 30 Minuten. Die Objekttrager wurden anschlieBend aus den
Immunhistochemie-Kammern entfernt und ohne Deckel in normalen Kammern mit PBS

gespiilt.

Die Objekttrager wurden dann horizontal gelagert und mit einer frisch sterilfiltrierten
Substratlosung (3,3-Diaminobenzidin SIGMA + 0,5mg/mL in PBS + 0,01% H,0,) fiir

10 Minuten bei Raumtemperatur und unter Lichtschutz beschichtet.

Nach mehrmaligem Spiilen in PBS und destilliertem Wasser erfolgte eine Gegenfarbung nach
Mayer (Himalaun MAYER Microscopy, Fa. MERCK) fiir 3 Sekunden. Im Anschluf3 daran
erfolgte die Entwidsserung mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (Ethanol 70%, 80%, 90%,
100%) und Xylol und das abschlieBende Eindecken mit einem Schnelleindeckmittel
(Entellan® , Fa. MERCK).

Proliferationsrate

Die Ermittlung der Proliferationsrate erfolgte durch Auszdhlen des positivgefarbten
Zellenanteils von flinf representativen Gesichtsfeldern bei einer 40-fachen VergrofBerung
(high power fields, HPFs) manuell mit Hilfe eines Zellrasters. Die von zwei unabhingigen
Untersuchenden stammenden Ergebnisse wurden gemittelt. Hiermit wurden Prédparate mit
bedeckter Beschriftung von Schnitten der Versuche II und III, jeweils bei Kontroll- und

Verumgruppe, ausgewertet.

Gefiifidichte

Zunichst wurden die fiir CD31, EBA und RCA gefirbten Schnitte der Versuchsreihen II und
I jeweils bei Verum- sowie Kontrollgruppe bei 10-facher VergoBerung mit einem
Mikroskop-Kamera-System (AxioCam MR, Fa. CARL ZEISS, Jena) fotografiert. Mit Hilfe
eines standardisierten Auszihlrasters von 90000 pm’ wurden die Gefiie im jeweils
gefaBdichtesten Areal zum einen im Tumor und im peritumoralen Gewebe und zum anderen
auf der kontralateralen Seite zum Vergleich von zwei unabhidngigen Untersuchenden

verblindet ausgezihlt und gemittelt.
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3.8 Molekularbiologische Arbeiten

3.8.1 ELISA zum TNF-alpha-Nachweis

Zur quantitativen TNF-a Bestimmung sowohl der Kontroll- als auch der Verumgruppe des
Versuchs II und F98er Zellen, mittels Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) im
Hirntumorgewebe, wurden die Proben zunichst vorbereitet. Um jeweils 10 pg aus jeder Probe
zu gewinnen, wurde eine Standardkurve mit Albumingradienten ab Img/ml bis 800 mg/ml
erstellt. Dazu erfolgte die dreifache Bestimmung und Kontrolle mit dem Reagenz in NaCl.
Nach dreifachen Auftauen und Einfrieren der Gewebeproben wurden diese entsprechend in

NaCl verdiinnt (10 pl Probe + 90 pl NaCl 0,9%).

AnschlieBend wurde das Reagenz Bio-Rad protein assay (BIO-RAD Laboratories GmbH,
Miinchen) 1:5 in 0,9%-igem NaCl verdiinnt und mit Proben und Standard (100 pl + 100 pl
Bio-Rad Reagenz) im Verhiltnis 1:1 im ELISA Photometer (Labsystems MULTISKAN MS,
Helsinki, Finnland, A= 590 nm) untersucht.

Danach wurden die Proben auf TNF-o gemidfl Anleitung des ELISA-Kits Quantikine M
Murine rat TNF alpha (R&D SYSTEMS, Wiesbaden, Cat. Nr. RTA00) untersucht. Es
handelt sich hierbei um einen Festphasen-ELISA Test nach dem Sandwich Prinzip. Als
Primdrantikdrper diente ein  monoklonaler muriner Anti-TNFa-Antikoérper.  Der
Sekundérantikorper war peroxidasegekoppelt. Die peroxidasekatalysierte Farbreaktion wurde
bei einer Wellenlédnge von A=540 nm gemessen. Die Proben wurden alle doppelt angesetzt
und die Ergebnisse gemittelt. Die Farbintensitit verhélt sich proportional zu der

ursprunglichen TNF-a Konzentration, die mittels TNF-Standardkurve umgerechnet wird.

3.8.2 In situ Hybridisierung zur Apoptose-Nachweis

Der Nachweis apoptotischer Zellen erfolgte anhand von zwei Verfahren zur in situ
Hybridisierung. Die zuvor mit dem Tumor TACS in situ Apoptosis Detection Kit (R&D
SYSTEMS, Wiesbaden, Cat. Nr. TA5411) durchgefiihrte Untersuchung zeigte falsch negative
Ergebnisse (nicht dargestellt).
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3.8.2.1 Neuro TACS © Kit zum Apoptose-Nachweis

Die Bestimmung erfolgte an Kryoschnitten, die bei -80°C aufbewahrt wurden.

Der Apoptosenachweis erfolgte gemif des Standard-Protokolls des Neuro TACS 11

In situ Apoptosis Detection Kit der Firma R&D systems (Cat. Nr. TA900).

Es wurden parallel eine Positivkontrolle und drei Negativkontrollen wie folgt bearbeitet:

Schritt | Bezeichnung Geprufte Kontrolle
Schnitte K1 K2 K3 K4
Nuclease Unlabeled Experimental | Counter-
generated sample negative staining
positive negative control negative
control control control
1 Permeabilisierung + + + + +
mit Neuropore
2 TACS nuclease - +(1) - - -
puffer
3 Quenching Ldsung + + + + +
4 TdT Labelling + + - + -
Puffer
5 Labelling reaction + + 2 + -
Mix
6 TdT Stop Puffer + + + + -
7 Streptavidin HRP + + + + -
Working Lésung
8 DAB + + + + -
9 Counterstaining + + + + +

Tab. 8: Ubersicht der Kontrollschnitten

Gefrorenes Gewebe wurde iiber Nacht bei Zimmertemperatur (18-24°C) redquilibriert, dann
wie folgt rehydriert: 5 Minuten in 100%-igem Ethanol, 5 Minuten in 95%-igem Ethanol,
5 Minuten in 70 %-igem Ethanol, 5 Minuten in frischem PBS (zweimal).

Es folgte die Fixierung in 50 mL 3,7% Formaldehyd Ldsung fiir 10 Minuten bei 18-24°C
(5 mL 37 % Formaldehyd, 5 mL 10x PBS, 40 mL DNase-freies Wasser). Die Objekttriager
wurden dann zweimal in frischem PBS je 5 Minuten gewaschen.

Zur Permeabilisierung wurden 50 pL von Neuropore auf jede Probe pipettiert, die Schnitte
mit Parafilm abgedeckt und 30 min bei 18-24°C inkubiert. Die Proben wurden anschlieend
zweimal in DNase-freiem Wasser fiir je 2 Minuten gewaschen.

Danach wurde die Nuclease-Positivkontrolle vorbereitet: 50 pL von TACS Working Lésung
auf dem Sample(1)(1 pL TACS Nuclease, 50 uL TACS Nuclease Puffer), mit Parafilm
abgedeckt und 30 Minuten inkubiert.
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Die anderen Proben wurden mit 50 pl. TACS Nuclease Puffer bedeckt und 30 Minuten
parallel zu der Positivkontrolle inkubiert. Die Proben wurden anschlieBend zweimal fiir je 2
Minuten in DNase-freiem Wasser gewaschen.

Anschliefend wurden alle Proben mit der Quenching Losung (5 mL 30% H,O,, 45 mL
Methanol) 5 min bei 18-24°C bedeckt. Danach wurden die Proben fiir 1 Minute in 1x PBS bei
18-24°C gewaschen.

Die Samples wurden dann fiir 5 min mit 1xTdT Labelling Puffer (5 mL 10x Labelling
Puffer, 45 mL DNase-freies Wasser) und dann Parafilm bei 18-24°C bedeckt.

Danach wurden die Samples fiir 1 Stunde im 37°C-Kammer mit je 50 pL (auBer K4

Kontrolle) Labelling reaction Mix und Parafilm inkubiert.

Pro Sample:

TdT ANTP Mix lulL
TdT Enzyme 1ul
50x Mn*+ luL
1x TdT Labelling Puffer 50uL

Tab. 9: Eingesetzte Chemikalien pro Probe

TdT dANTP Mix luL

50x Mn*+ 1uL

1x TdT Labelling Puffer 50uL

Tab. 10: Eingesetzte Chemikalie fiir Kontrolle K2 (2)
Die Reaktion wurde dann mit 1xTdT Stop Puffer (5 mL 10x TdT Stop Puffer, 45 mL DNase-

freies Wasser) gestoppt und die Schnitte zweimal mit frischem PBS je 2 Minuten gewaschen.
Es wurde um die Proben herum getrocknet, ohne die Samples selber trocknen zu lassen.

Die Proben wurden anschlieBend mit je 50 uL Streptavidin-HRP Lésung (1 uL Streptavidin-
HRP, 50 uL 1x PBS) und Parafilm bedeckt und 10 Minuten bei 18-24°C inkubiert. Danach
wurden sie zweimal in PBS fiir je 2 Minuten gewaschen.

Dann wurden die Proben fiir 10 Minuten mit DAB-Losung (50 pL 30% H,0,, 250 unLDAB,
50 mL 1x PBS) inkubiert und zweimal in dH2O fiir je 2 Minuten bei 18-24°C gewaschen.

Fiir die Gegenfarbung wurden die Proben 3 Minuten in Blue Counterstain inkubiert, kurz in
Leitungswasser gewaschen, dann in Ammonium-Wasser (0,25 mL 30% Ammonium-
Hydroxid Losung, 500 mL Leitungswasser) gespiilt bis ein Farbumschlag von Lila zu Blau
erfolgte.

AnschlieBend wurden die Proben kurz in Leitungswasser gewaschen, dann kurz in 70%-igem,
95%-igem, 100%-igem Ethanol, dann Xylol gebadet und anschlieBend mit Entellan und
einem Deckglas bedeckt.
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3.8.2.2 In situ cell death detection © Kit POD zum Apoptose-Nachweis

Die Bestimmung erfolgte an Kryoschnitten, die bei -80°C aufbewahrt wurden.

Das Protokoll folgt der Vorgabe von ,, In situ cell death detection kit, POD* von Roche (Cat.
Nr. 1 684 817).

Die Schnitte wurden zuerst mit einer frischen Fixierungslosung (4% Paraformaldehyd in PBS,
pH 7.4) 20 Minuten bei Raumtemperatur (15-25°C) fixiert und anschlieBend mit PBS
mehrmals gewaschen. Es folgte die Blockierung der eigenen Peroxidase mit einer
Blockierungslosung (3% H,O; in Methanol 10 Minuten bei Raumtemperatur). Dann wurden
sie erneut mit PBS gewaschen. Die Permeabilisation erfolgte mit einer
Permeabilisationslosung (0,1% Triton X-100 und 0,1% sodium citrate in PBS) fiir 2 Minuten
auf Eis (bei 2-8°C). Es wurde anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen. Zu den Proben
wurden je 50 puL der ,,TUNEL reaction mixture* (je 5 uL Enzyme Solution und 45 pL Label
Solution, im Kit vorhanden) addiert (fiir die 2 Negativkontrollen nur 50 puL der Label
Solution). Die Schnitte wurden alle mit Parafilm bedeckt. Nach einer 60-miniitiger Inkubation
bei 37°C im feuchten und dunklen Brutschrank wurden die Schnitte dreimal mit PBS
gewaschen. Als néchstes wurden je 50 pL ,,Converter-POD* (im Kit vorhanden) auf die
Schnitte gegeben, die Objekttrager mit Parafilm bedeckt und 30 Minuten bei 37°C im
feuchten Brutschrank inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde das Substrat
DAB (20 mg DAB Pulver, 12 mL H202 auf 40 mL PBS) auf die Schnitte verteilt und 10
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Waschen (einmal mit PBS, zwei mal mit
destilliertem Wasser) erfolgte iiber 3 Sekunden eine Gegenfirbung mit Hdmalaun. Im
Anschluf} erfolgte die Entwésserung mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80%, 90%,
100%) und Xylol und das abschlieBende Eindecken (Schnelleindeckmittel Entellan®).

3.8.3 TRAIL/ Apo 2 L ELISA zum Apoptose-Nachweis

Zur Gewinnung der Kulturiiberstinde wurden 10° Zellen in 1 ml Medium auf 24-Lochplatten
ausgesédt und flir 24 Stunden bzw. 48 Stunden inkubiert. Nach 10-miniitiger Zentrifugation bei
1000 rpm wurde einmal der Uberstand abpipettiert und bei —80°C bis zur Verwendung
eingefroren. Zum Pellet wurden 200 pL destilliertes Wasser zugegeben, das Gemisch wurde

dreimal nacheinander eingefroren und aufgetaut.

Der Apoptosenachweis erfolgte dann gemal3 Standard-Protokoll des ,,Soluble TRAIL /Apo 2
ELISA* Kits der Firma Diaclone Research.
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3.8.4 Real time Reverse Transcriptase PCR zum Nachweis von VEGF, FGF2, IFN-y
und TNF-a

Prinzip der real time RT - PCR (Real-Time Reverse -Transkriptase PCR)

Die PCR (Polymerase Chain Reaction) erméoglicht die Vervielféltigung von DNA-Sequenzen.
Mit der ,,Real time reverse transcription PCR* kann das Amplikon semiquantitativ durch
Interkalierung eines Markers (z.B. SYBR-green) nachgewiesen werden, was jedoch nur in
doppelstrangiger DNA moglich ist. Dadurch kann das Produkt in ,real time* iiber eine
kontinuierliche photometrische Messung des fluoreszierenden Markers visualisiert werden.
Die Transkriptmenge jedes Gens wird anhand eines Referenzgens (ADP Ribosylation Factor
1, ARF1) normalisiert.

Als Referenzgewebe diente eine gesunde, nicht neoplastische Rattenhirnprobe.

Die fiir die PCR benétigte doppelstringige cDNA wird aus der isolierten RNA der

untersuchten Faktoren mittels Reverse-Transkriptase gewonnen.

Fir die Durchfiihrung der real-time Reverse-Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion
(RT-PCR) zum Nachweis der VEGF-, TNF-a-, FGF2- und IFN-y-Expression wurden

folgende Materialien eingesetzt:

Morser Ultra Turrax T25, JANKE & KUNKEL, Staufen
Spektralphotometer Lamda 5, PERKIN-ELMER, Wellesly, U.S.A.
Vortex Modell VF2, JANKE & KUNKEL, Staufen
Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5417, EPPENDORF, Hamburg
TRI REAGENT (Trizol) | Sigma T9424, SIGMA, Miinchen

100 % Chloroform MERCK, Darmstadt

100% Isopropanol MERCK, Darmstadt

Ethanol RIEDEL-DE-HAEN, Seelze

Tab. 11: Eingesetzte Materialien und Chemikalien fiir die RNA-Extraktion

DEPC (Diethylpyrocarbonat)-Wasser SIGMA, Miinchen

5x H-RT-Puffer (4°C) GIBCO BRL, Eggenstein
Random Hexamer Primer pd (N)s (1,5yg/ml) PHARMACIA, Freiburg
dNTP-Mix (25mM) GIBCO BRL, Eggenstein
BSA PHARMACIA, Freiburg
RNAsin PROMEGA, Mannheim
DTT SIGMA, Miinchen

Super Script Reverse Transcriptase (200 U/ul) GIBCO BRL, Eggenstein

Tab. 12: Eingesetzte Chemikalien fiir die cDNA-Synthese
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Name Sequenz 5,5 3 g(;s;tion im jeweiligen
ARF1 For 5’- CAATGA CAG AGA GCG TGT GAAC -3 356 - 377
ARF1 Rev 5’- GTG ATT TCG GCC GCA TTC ATG - 3~ 473 - 493
TNFa For 5’-CTC ACA CTC AGA TCA TCT TCT - 37 232 -252
TNFa Rev 5-GTC TTT GAG ATC CTA GCC ATT - 3~ 352-372
VEGF For 5’-CTC ACC AAAGCCAGCACATA-3 329 - 348
VEGF Rev 5-AAATGC TTT CTC CGC TCT GA - 3~ 508 - 527
FGF For 5-TTG GTT GTG ACC CAG TGA AA -3’ 8-23
FGF Rev 5’- AGC TCT ACC ACA GGG GACTG -3’ 112 - 131
IFN For 5’-CCA AGG CAC ACT CAT TGA AA -3’ 75-95
IFN Rev 5-CTG ATG GCCTGG TTG TCT TT - 3’ 256 - 275

Tab. 13: Sequenzen der eingesetzten Oligonukleotiden (Primers) (MWG-Biotech AG, Ebersberg, Germany)

GeneAmp® 5700 sequence detection system | APPLIED BIOSYSTEMS, Darmstadt,

qPCR™Core Kit for Sybr™ Green [ Cat. No. RT-SN73-05, EUROGENTECH, Seraing, Belgien

96er well plates Cat. No. RT-PL-9601B, EUROGENTECH, Seraing, Belgien

Tab. 14: Eingesetztes Material fiir die RT-PCR

Probengewinnung

Das zu untersuchende Gewebe wurde mit einem Skalpell von den Objekttragern abgetragen.
AnschlieBend wurden 200 pl Aqua dest hinzu gegeben. Die Proben wurden dann nach der
Einfrier- und Auftau-Methode (dreifaches Einfrieren in Fliissigstickstoff mit nachfolgendem

Wiederauftauen im Wasserbad) homogenisiert.
Optimierung der Ansiitze (Primerverhiltnisse)

Nach Durchfiihrung der PCR mit einer Reihe von Kombinationen verschiedener Primerver-
héltnisse wurden durch Vergleich der jeweiligen Rate der akkumulierten Produkte die

optimalen Primerkonzentrationen determiniert.

Primer Konzentrationen [nM]

ARF for/rev | 50/50

TNF - o for/rev |300/300

FGF for/rev | 300/300

VEGF for/rev | 300/50

IFN -y  for/rev |300/300

Tab. 15: Konzentrationen der eingesetzten Primers.
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RNA — Isolierung

Etwa 100 mg Gewebe wurde mit 1 ml Trizol mit einem Morser homogenesiert und
anschliefend 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dazu wurden jeweils 200 pl
Chloroform (absolut) hinzugegeben und die Réhrchen 15 Sekunden heftig geschiittelt, danach
2-3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend 15 Minuten bei 4°C und 13000

rpm zentrifugiert.

Die obere, helle RNA-haltige Phase, wurde jeweils in neue Rohrchen iiberfiihrt. Die untere,
rote DNA enthaltende Phase wurde verworfen. Pro R6hrchen wurden dann 500ul Isopropanol
(100%) hinzugegeben, nachfolgend gemischt, 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieBend 10 Minuten bei 4°C und 13000 rpm =zentrifugiert. Nach Absaugen des
Uberstandes wurde in jedes Réhrchen 1 ml 75% EtOH (in DEPC Wasser) auf das Sediment
gegeben, dann gewaschen und mit dem Vortex gemischt. Danach wurde erneut zentrifugiert
(5 Minuten bei 4°C <10250 rpm) und jeweils der Uberstand abgenommen. AnschlieBend lie
man die Proben kurz antrocknen. Sie wurden dann in je 50 ul DEPC-H,0O aufgenommen und
schlieBlich 5-10 Minuten bei 55-60°C in Losung gebracht. Die RNA-Menge und -Reinheit

wurden photometrisch gemessen und rechnerisch ermittelt.

cDNA- Synthese

Zur Synthese von ¢cDNA wurden aus jeder Probe 3 pug RNA mit DEPC-H,O auf ein
Gesamtvolumen von 6 pl aufgefiillt. Der Ansatz wurde zur Denaturierung der
Sekundarstrukturen 3 Minuten auf 70°C erhitzt und anschlieBend sofort auf Eis abgekiihlt.

Nach Abkiihlung wurde folgendes Reagenziengemisch (42 ul) zugegeben:

Reagenz pro Probe (ul)
DEPC-H,0 23,4

5x H-RT-Puffer 10,0*

pd (N)s (1,5yg/ml) 3,0

dNTP-Mix (25 mM) 2,5

BSA (2,64mg/ml) 1,7

RNAsin 1,0

DTT (0,1M) 0,4

Tab. 16: Eingesetzte Chemikalien pro Sample fiir die cDNA-Synthese

RNAsin diente zur Blockierung der endogenen RNAse. Der Reaktionsansatz mit einem
Endvolumen von 48 ul wurde auf 42 °C erwidrmt. Je Probe wurde 1 pl 200 U Super Script
Reverse Transkriptase hinzugegeben. Die cDNA-Synthese fand wiahrend der nachfolgenden
120-mintitigen Inkubation bei 42 °C statt. Die so gewonnene cDNA wurde bei —20°C

eingefroren.
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Durchfiihrung der RT-PCR

Alle Reaktionen wurden in einem dreifachen Ansatz in einer 96er-Spitzlochplatte
(EUROGENTEC, Teltow, Cat. No. RT-PL-9601B) mit dem gPCR™Core Kit for Sybr ™
Green | (EUROGENTEC, Teltow, Cat. No. RT-SN73-05) durchgefiihrt. Ein erstes
Reaktionsgemisch (Mix 1) wurde fiir alle Ansétze frisch vorbereitet. Dieses wurde dann
entweder dem Reaktionsgemisch fiir die Primer des Zielgens (Mix 2a), das aufgrund
unterschiedlicher Primerverhéltnisse auf ein Endvolumen von 20 pl mit H,O aufgefiillt
wurde, bzw. Mix 2b (Kontrollgen ARF1) hinzugegeben (s. Tabelle 17). Beide Mischungen

wurden je auf einer Hilfte der 96-Spitzlochplatte aufgetragen:

Mix 1 [ul] Mix 2b [ul]

1x 100 1x 50
10 x Puffer 2,5 250 ARF1-f 1,5 75
25 mM MgCl, 1,75 175 ARF1-r3 1,5 75
2,5 mM dNTP 1 100 Mix 1 6,125 306,25
Enzym 0,125 12,5 H,O 10,875 543,75
SYBR Green (4°C) 0,75 75 Summe 20 1000
Summe 6,125 612,5
a) b)

Tab. 17: Reagenziengemische fiir die Durchfiihrung der real-time RT-PCR. a) Mix 1. b) Mix 2b.

Alle Reaktionen fanden in einem ABI PRISM 5700 sequence detection system (APPLIED
BIOSYSTEMS, Darmstadt) unter gleichen Bedingungen statt (s. Tabelle 18).

Schritt Zeit Temperatur
1 2 min 50°C
2 10 min 95°C
3 15 sec 95°C
4 1 min 60°C
40-45
3+4 Zyklen

Tab. 18: Real-time RT-PCR Bedingungen

Auswertung der RT-PCR

Die Ergebnisse wurden mit der Software des Geriteherstellers (GeneAmpSDS) analysiert.
Die Werte des jeweiligen Schwellenzykluses (Ct-Wert) wurden fiir jedes Proben-Triplet
gemittelt (m). Als Schwellenzyklus dient ein willkiirlich gelegter Wert, der bei allen Kurven
durch den logarithmischen Bereich geht. Er wird zuvor durch einen internen Standard
festgelegt. Es folgte die Subtraktion des Kontrollgenwertes vom Zielgenwert (A Ct), danach
die Subtraktion des Normalhirn-Wertes (Referenz) von jedem einzelnen Gewebewert (AA Ct)

und anschlieBend die inverse Potenzierung des AA Ct-Wertes (274 o,
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Da es sich um eine semiquantitative Auswertung handelt und Schwankungen von
Genexpressionen im Normalgewebe anzunehmen sind, gilt ein Wert um 1 als
Normalexpression (bei dem gesunden Kontrollhirn ohne Tumor). Werte > 2 weisen auf eine
erhohte Expression, Werte < 0,5 auf eine erniedrigte Genexpression im Vergleich zum

Referenzgewebe hin.

ZAACE | Genexpression

<0,5 | herunterreguliert

>2 | heraufreguliert

~1 Normalexpression

Tab. 19: Auswertung der Genexpression

3.8.5 Western Blot zum Nachweis von TNF-a, VEGF und IFN-y

Fiir den Western Blot dienten als Proben F98 Zellen und Hirnproben der Versuchsreihe 11, die
aus den Gefrierschnitten durch dreimalige Auftauen und Einfrieren gewonnen wurden.

Als Referenz diente das Protein TNF- a pur und als Positivkontrolle fiir TNF- o Hela-Zellen.

Proteinbestimmung

Zunichst wurde eine Standardkurve mit einem Albumingradient ab 1mg/ml in dreifacher
Bestimmung hergestellt. Hierbei diente NaCl als Kontrolle, die Proben wurden ebenfalls mit
0,9%-iger NaCl-Losung 1:10 verdiinnt. Das Reagenz Bio-Rad protein assay (Bio-Rad
Laboratories GmbH) wurde 1:5 in 0,9%-iger NaCl-Losung verdiinnt, dann 1+1 Proben und
Standard (100 pL + 100 pL Bio-Rad Reagenz) zugefiigt. Die Ermittlung der Konzentration
erfolgte photometrisch mittels ELISA Photometer: Labsystems Multiskan MS A= 590 nm.

Proben C (mg/mL)
F98 Zellen 0,2211
Hela Zellen 0,33
Kontroll- | Bl 0,133
gruppe B2 0,0413
B3 0,2371
B4 0,2672
BS 0,2679
B6 0,336
Verum- R1 0,3033
gruppe R2 0,2932
R3 0,4316
R4 0,3010
R5 0,4811
R6 0,4049

Tab. 20: Proteinkonzentration der Proben
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Gel und Elektrophorese

Nach Waschen zweier Glasplatten zuerst mit Seife und destilliertem Wasser anschliessend mit
Ethanol wurden diesen mit Vaseline eingeriebenen Gummidichtungen aufgelegt und mit
Klammern befestigt.

Das 15%ige Trenngel (Tabelle 21) wurde angesetzt und zwischen den beiden Glasplatten bis
zur Markierung (ca. 1,5-2 cm unterhalb des Glasrandes) eingegossen.

(1) Trenngel 15% 15 mL

H20 3,4 mL
30% Acrylamid 7,5mL
1,5MTRIS pH 8,8 3,8 mL
10% SDS 0,15 mL
10% APS 0,15 mL
TEMED 0,006 mL

Tab. 21: Komposition des 15%-igen 15 mL Trenngels

Es wurde anschlieend von einer ca. 6 mm breite Schicht 0,1% SDS mit einer Pasteurpipette
iiberschichtet.
Nach Polymerisation des Trenngels (ca. 40 Minuten), wurde das Sammelgel (Tabelle 22)

angesetzt und iiber die SDS-Schicht eingegossen.

Sammelgel 3,75%

H20 3,7 mL

40% Acrylamid | 560 pL

Trenngelpuffer(3) | 1,5 mL

20%SDS 30 pL
10% APS 30 uL
TEMED 6 uL

Tab. 22: KOmpostion des 3,75%igen 6 mL Sammelgels

Trenngelpuffer
1,5M TRIS HCI pH 8,8
(181,5 g TRIS + ca. 800 mL H20 dann auf 1000mL, entgasen, lagern bei 4°C

Der Kamm wurde anschliessend eingesetzt.

Die Proben wurden 1+1 mit Probenpuffer (Bromphenolblau) mit Mercaptoethanol in der
Aufschlusslosung angesetzt. Die Menge der jeweiligen Proben wurde so ausgewdhlt, dass sie

ca. 10pug Protein in NaCl verdiinnt entsprachen.
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Als Auftragspuffer wurde folgendes angesetzt: Es wurde zunichst eine Losung ,,D* eingesetzt
(0,5 M TRIS-HCI pH 6,8 Rp wie folgt:60g TRIS, mit H20 auf 800 mL, dann mit HCI 12 M
auf pH 6,8 und auf 1000 mL mit Wasser, anschliessend Entgasen). Hiermit wurde der
Auftragspuffer vorbereitet (2g SDS , 75 ml der Lésung ,,D“, 25 ml 50%-igen Glycerin/H20,
100 mg Bromphenylblau. Zu 95 ml dieser neuen Losung wurden 5 ml B-Mercaptoethanol

hinzugefiigt.)

Die Proberohrchen mit Schraubdeckel wurden (mit Ausschluss von Hela Zellen und TNF pur)
10 Minuten bei 100°C gekocht und anschliessend 5 Minuten bei 6000 rpm zentrifugiert.

Der Standard wurde beim ersten Gebrauch 1 Minuten bei 40°C erwarmt.

Das Dichtungsgummi sowie der Kamm wurden entfernt. Die Kammer wurde mit Running
Puffer (25 mM TRIS, 192 mM Glycine, 0,1% SDS, pH nicht einstellen) gefiillt. 5 pL. von
jeder Probe sowie vom Standard wurden mit einer Hamiltonspritze eingesetzt. Damit wurden
TNF-a, bFGF und IFN-y bei F98 Zellen sowie alle Hirnproben der Versuchsreihe II getestet.
Die Gelelektrophorese wurde fiir eine Laufzeit von ca. 75 Minuten bei 120 mA gestartet, bis

der Blaumarker an den unteren Rand des Gels gelaufen war.

Blotten

Nach Ausschalten der Elektrophorese, wurde das Gel aus den Glasplatten mit einem Skalpell
herausgenommen, das Sammelgel und die Rénder abgeschnitten, das Gel in gekiihlten
Transferpuffer (0,606g TRIS 0,025 M, 2,252g Glycin 0,15 M, 20 mL 10%igen Methanol auf
200 mL) gebadet.

Es wurden 2 x 4 Blatt Whatman-Papier in GelgroBe ausgeschnitten und in gekiihlten
Transferpuffer gebadet. Dazu wurde eine Nitrozellulose-Membran (Gerbermembrane GmbH
/Whatman Group) in GelgroBBe ausgeschnitten. AnschlieBend wurden Papier und Membran in
Transferpuffer in der Blotkammer ohne Luftblasen wie folgt geschichtet. Von unten nach
oben: 4 Blitter Wathman-Papier - Gel - Membran - 4 Blatter Wathman-Papier.

Fiir 45 Minuten wurde ein Strom von 5 mA/cm? angelegt.

Anschliefend wurde der Rand ohne Protein abgeschnitten, die restliche Membran in TBST
(200mM TRIS 24,228¢/1, 1,27 NaCl 74,2188, 10 ml/l 1%igen Tween 20, pH 7,6 mit HCI
eingestellt) einmal zum Entférben eingelegt.

Eine Fiarbung des Gels mittels Coomassie Blue zeigte eine Proteinmasse.
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Antikorperreaktion

Die Membran wurde zunédchst zweimal kurz in frischem PBS gewaschen, dann in diinne
Streifen geschnitten. Der primédre Antikorper (TNF 1:500, bFGF und IFN 1:250 angesetzt)
wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur in 10 mL 5% Milchpulver in einer Petri-Schale auf
einem Schiittler (mini Rocking Platform) inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen mit PBS jeweils ca. 5 Minuten, wurde der sekundire Antikérper
(Peroxidase konjugierter Anti Goat 1:2500 bei TNF, nicht Peroxidase konjugiert Mouse anti
Mouse 1:1250) in 5% Milchpulver 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, wieder dreimal
mit PBS jeweils 5 Minuten gewaschen. DAB (5 mg fiir 10 mL PBS + 3 pL H202) wurde
hinzugefiigt und im Dunkeln 10 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden die Membranen

mehrfach im distillierten Wasser gewaschen und luftgetrocknet.

3.9 RP-HPLC zum Nachweis Thalidomids in Serum und Hirn

Zum Thalidomidnachweis in Serum und Hirngewebe wurde jeweils eine RP-HPLC (Reversed
Phase High Pressure Liquid Chromatography) mit Serum und Hirn-/Tumorgewebesuspension

durchgefiihrt.

Die Chromatographie dient zur Trennung von Stoffgemischen nach Polaritdt der einzelnen
Stoffe. Im Gegenteil zu der klassischen HPLC ist die stationdre Phase bei der RP-HPLC

(reversed phase) weniger polar als die mobile.

Die Untersuchungen wurden mit einem Dioden Array Detektor (DAD SS6, WATERS 2695)
vorgenommen. Als Sdule wurde Lichrospher 100 (Fa. MERCK, Darmstadt) verwendet
(Reversed Phase Rp8; 12,5 cm Lénge, Flow: 0,5 ml/Minute).

Die mobile Phase bestand aus 23% Acetonitril (Dipolaritdt: polar, 3,5 Debyes) 27%
Essigsédure (0,1%), 50% H,O (Wasserstoffsbindungskapazitit und Dipolaritét: sehr polar, 1,5
Debyes). Das Injektionsvolumen betrug 8 pl bei einer Laufzeit von 30 Minuten (fiir die

Gewebeuntersuchung 25 Minuten).

Die Proben wurden von Tieren der Versuchsreihen II und III gewonnen. Den Ratten wurde 20
Minuten vor ihrer Tétung eine letzte intraperitoneale Injektion von 200 mg Thalidomid / kg

Korpergewicht in PBS/DMSO verabreicht. Danach wurden die Tiere in eine tiefe
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Athernarkose versetzt, dekapitiert und laparotomiert, wobei 2 ml Blut aus der Aorta

ascendens punktiert wurden (s. Kapitel 3.1.2.3).

Das Serum wurde aus dem Blut durch 10-miniitige Zentrifugation bei 5000 rpm gewonnen.
Die Gewebehomogenisierung der Tierhirne erfolgte durch dreimaliges Einfrieren und

Wiederauftauen von Gefrierschnitten.

Als Referenz diente eine Thalidomid Losung aus 4 mg Thalidomid /mL in DMSO.
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4. Ergebnisse

4.1 Protokolle der Tierversuche

Versuchsreihe |

14 ménnliche CD Fischer Ratten (RCC), Durchschnittsgewicht 300 g

Tag 1 Implantation von 5 x 10* F98 in 10 pl in die linken Stammganglien

Tag 2-5 alle Tiere unauftallig

Tag 6 Behandlungsbeginn Thalidomid i.p. (200 mg Thalidomid/KgKG/die in 1,4 ml DMSO + 0,6 ml
PBS)

Tag 7 alle Tiere unauffallig (i.p. Thalidomid), nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet

Tag 8 alle Tiere unauftillig (i.p. Thalidomid), nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet

Tag 9 alle Tiere unauffallig (i.p. Thalidomid)

Tag 10 alle Tiere unauffallig (i.p. Thalidomid)

Tag 11 alle Tiere unauftillig (i.p. Thalidomid), S 1 stirbt 5 Min nach Injektion

Tag 12 alle Tiere unauffallig (i.p. Thalidomid)

Tag 13 alle Tiere unauffallig (i.p. Thalidomid)

Tag 14 alle Tiere unauftillig (i.p. Thalidomid)

Tag 15 alle Tiere unauffallig (i.p. Thalidomid)

Tag 16 Keine Kontrolle, keine Therapie

Tag 17 alle Tiere unauftillig (i.p. Thalidomid)

Tag 18 alle Tiere unauffallig (i.p. Thalidomid)

Tag 19 alle Tiere unauffallig (i.p. Thalidomid)

Tag 20 Totung aller Tiere*, S 2, S 3, S 4 ***_ zuvor i.p. Thalidomid; S 4 zeigt V. a. Darmperforation

Tab. 23: Verumgruppe Tier 1-7 schwarz (S1-S7)

Tag 1 Implantation von 5 x 10* F98 in 10 pl in die linken Stammganglien, R7 stirbt 5 Stunden nach
dem Eingriff

Tag 2-5 alle Tiere unauffallig

Tag 6 Behandlungsbeginn 1,4 ml DMSO+0,6 ml PBS i.p., nach Behandlung teilweise aggressiv

Tag 7 i.p. DMSO/PBS; R 1-6 nach Behandlung sehr aggressiv; iibrige Tiere unauffillig

Tag 8 i.p. DMSO/PBS; R 6 entwickeln Diarrhoe, Bauche weich; iibrige Tiere unauffillig

Tag 9 i.p. DMSO/PBS; R 1-4 Diarrhoe; R 3 sehr aggressiv, wird separiert; iibrige Tiere unauffallig

Tag 10 i.p. DMSO/PBS; R 1-4 Diarrhoe; R 5 sehr aggressiv, wird separiert; iibrige Tiere unauffillig

Tag 11 i.p. DMSO/PBS; R 1-4 Diarrhoe; iibrige Tiere unauffillig

Tag 12 i.p. DMSO/PBS; R 1-4 Diarrhoe; tibrige Tiere unauffillig

Tag 13 i.p. DMSO/PBS; R 1-4 Diarrhoe; iibrige Tiere unauffillig

Tag 14 i.p. DMSO/PBS; R 1-4 Diarrhoe; iibrige Tiere unauffillig

Tag 15 i.p. DMSO/PBS; R 1-4 Diarrhoe; iibrige Tiere unauffillig

Tag 16 Keine Kontrolle, keine Therapie

Tag 17 i.p. DMSO/PBS; R 1-4 Diarrhoe; iibrige Tiere unauffillig

Tag 18 i.p. DMSO/PBS; R 1-4 Diarrhoe, alle Tiere ruhiger als Verumgruppe

Tag 19 i.p. DMSO/PBS; R 1-4 Diarrhoe; iibrige Tiere unauffillig

Tag 20 T&tung aller Tiere*

Tab. 24: Kontrollgruppe Tier 1-7 rot(RI1-R7)
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Versuchsreihe 11

12 weibliche CD Fischer Ratten (M&B), Durchschnittsgewicht 170 g

Tag 1 Implantation von 5 x 10° F98 in 10 pl in die linken Stammganglien

Tag 2-6 alle Tiere unauffallig

Tag 7 Behandlungsbeginn Thalidomid i.p. (200mg/kgKG/die in 0,8 ml DMSO + 0,2 ml PBS) alle
Tiere unauffillig, nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet, R 3 Nystagmus und
Fallneigung nach rechts

Tag 8 alle Tiere unauftillig (i.p. Thalidomid), nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet

Tag 9 alle Tiere unauffallig (i.p. Thalidomid), nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet

Tag 10 alle Tiere unauffallig (i.p. Thalidomid), nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet

Tag 11 alle Tiere unauftillig (i.p. Thalidomid), nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet

Tag 12 alle Tiere unauffillig (i.p. Thalidomid), nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet,
R 2 entwickelt Diarrhoe

Tag 13 alle Tiere unauffallig (i.p. Thalidomid), nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet,
R 1 entwickelt Diarrhoe

Tag 14 alle Tiere unauffallig (i.p. Thalidomid), nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet

Tag 15 alle Tiere unauffallig (i.p. Thalidomid), nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet

Tag 16 alle Tiere unauffallig (i.p. Thalidomid), nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet

Tag 17 Keine Kontrolle, keine Therapie

Tag 18 Keine Kontrolle, keine Therapie

Tag 19 R 1, R 2 und R6*** zuvor i.p. Thalidomid; Tétung aller Tiere*

Tab. 25: Verumgruppe Tier 1-6 rot (R1-6)

Tag 1 Implantation von 5 x 10° F98 in 10 pl in die linken Stammganglien
Tag 2-6 alle Tiere unauffallig

Tag 7 Behandlungsbeginn 0,8 ml DMSO + 0,2 ml PBS alle Tiere unauffillig
Tag 8 alle Tiere unauffillig (i.p. DMSO/PBS)

Tag 9 alle Tiere unauffillig (i.p. DMSO/PBS), B 2 etwas schléfrig nach Injektion
Tag 10 alle Tiere unauffillig (i.p. DMSO/PBS)

Tag 11 alle Tiere unauffillig (i.p. DMSO/PBS), B 4 entwickelt Diarrhoe

Tag 12 alle Tiere unauffillig (i.p. DMSO/PBS)

Tag 13 alle Tiere unauffillig (i.p. DMSO/PBS)

Tag 14 alle Tiere unauffillig (i.p. DMSO/PBS)

Tag 15 alle Tiere unauffillig (i.p. DMSO/PBS)

Tag 16 alle Tiere unauffillig (i.p. DMSO/PBS)

Tag 17 Keine Kontrolle, keine Therapie

Tag 18 Keine Kontrolle, keine Therapie

Tag 19 Totung aller Tiere *

Tab. 26: Kontrollgruppe Tier 1-6 blau (B1-B6)
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Versuchsreihe 111

10 ménnliche CD Fischer Ratten (M&B), Durchschnittsgewicht 245 g

Tag 1 Implantation von 5 x 10° F98 in 10 pl in die linken Stammganglien

Tag 2-7 alle Tiere unauffallig

Tag 8 Behandlungsbeginn Thalidomid i.p. (200mg/kgKG/die in 1 ml DMSO + 0,4ml PBS) alle Tiere
unauffillig, nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet

Tag 9 alle Tiere unauftillig (i.p. Thalidomid), nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet

Tag 10 alle Tiere unauffallig (i.p. Thalidomid), nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet

Tag 11 alle Tiere unauffallig (i.p. Thalidomid), nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet

Tag 12 alle Tiere unauftillig (i.p. Thalidomid), nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet

Tag 13 alle Tiere unauffallig (i.p. Thalidomid), nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet

Tag 14 alle Tiere unauffallig (i.p. Thalidomid), nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet

Tag 15 alle Tiere unauftillig (i.p. Thalidomid), nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet

Tag 16 alle Tiere unauffallig (i.p. Thalidomid), nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet

Tag 17 alle Tiere unauffallig (i.p. Thalidomid), nach Thalidomidgabe sedierende Wirkung beobachtet

Tag 18 alle Tiere (i.p. Thalidomid); R5 verlangsamt, Fallneigung nach rechts; R1-4 unauffillig

Tag 19 Totung R5***, R1-4 (i.p. Thalidomid) unauffallig

Tag 20 R1-4 (i.p. Thalidomid) unauffillig

Tag 21 R1-4 (i.p. Thalidomid) unauffillig, T6tung R1 und R4*, R2 und R3***

Tab. 27: Verumgruppe Tier 1-5 rot (R1-5)

Tag 1 Implantation von 5 x 10° F98 in 10 pl in die linken Stammganglien

Tag 2-7 alle Tiere unauffallig

Tag 8 Behandlungsbeginn 1 ml DMSO+0,4ml PBS alle Tiere unauffillig

Tag 9 alle Tiere unauffillig (i.p. DMSO/PBS)

Tag 10 alle Tiere unauffillig (i.p. DMSO/PBS)

Tag 11 alle Tiere unauffillig (i.p. DMSO/PBS)

Tag 12 alle Tiere unauffillig (i.p. DMSO/PBS)

Tag 13 alle Tiere unauffillig (i.p. DMSO/PBS)

Tag 14 alle Tiere unauffillig (i.p. DMSO/PBS)

Tag 15 alle Tiere unauffillig (i.p. DMSO/PBS)

Tag 16 alle Tiere unauffillig (i.p. DMSO/PBS); S3, S4 knotige Verhértungen der Bauchwand

Tag 17 alle Tiere unaufféllig (i.p. DMSO/PBS), S3, S4 knotige Verhértungen der Bauchwand

Tag 18 alle Tiere unauffillig (i.p. DMSO/PBS), S3, S4 knotige Verhértungen der Bauchwand

Tag 19 S2-5 unauffallig (i.p. DMSO/PBS), S3, S4 knotige Verhdrtungen der Bauchwand, Sl
verlangsamt und Fallneigung nach rechts, Totung S1*

Tag 20 S2-5 (i.p. DMSO/PBS); S2, S3, S4 verlangsamt; S3, S4 knotige Verhdrtungen der Bauchwand

Tag 21 S2-5 (i.p. DMSO/PBS); S2, S3, S4 verlangsamt; S3, S4 knotige Verhértungen der Bauchwand,
Totung S2-5*

Tab. 28: Kontrollgruppe Tier 1-5 schwarz (S1-5)

* Gehirnentnahme und — préparation,

ok ohne Gehirnentnahme

sk

offene Blutaspiration aus Aorta ascendens zum Thalidomidnachweis (HPLC), Abnahme erfolgt in
heparinisierten Rohrchen, anschlieBend wird die Probe 8 Min bei 4° C mit 9760 rpm zentrifugiert und
bei -20° C eingefroren, anschlieBende Perfusion (nur Versuch I)
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Zusammenfassend konnte man bei der Kontrollgruppe bei mehreren Tieren Diarrhoe, bei
anderen knotigen Verhdrtungen der Bauchwand feststellen. Die Behandlung mit Thalidomid
fiihrte in der Verumgruppe zur Sedierung. (s.u. Kapitel 4.4.1)

4.2 Histologie

4.2.1 Histologie durch HE-Féarbung

Im Gehirn wurden die Tumore der jeweiligen Tiere im Marklager und in den Stammganglien
lokalisiert. In Einzelfdllen war ein Tumorwachstum bis in die Kortexstrukturen und sogar
extrazerebral zu beobachten. Es zeigten sich zahlreiche Tumorausldufer, entlang des
Punktionskanals wie auch spontan, insbesondere entlang von teilweise pathologisch stark
erweiterten Gefdle (s. Abbildungen 8 und 9), zum Teil auch weit entfernt vom Haupttumor.
Am Tumorrand infiltrierten viele Tumorzellen das Parenchym (s. Abbildung 10). Ein beim

Glioblastom typisches Marklagerddem war nicht zu sehen.

Bei 40-facher Vergroferung am Mikroskop zeigten die Tumore ein nahezu isophormes Bild,
die kleine Tumorzellen wiesen die typische verschobene Kern-Plasma Relation zugunsten der

Zellkerne auf.

Abbildung 8: Tumor mit zahlreichen Satelliten im Parenchym und um kaliberstarken Gefd3en (HE-Farbung)

[Tumor II Verumgruppe R1]
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Abbildung 9: Perivaskuldres Tumorwachstum (HE-Farbung)
[Tumor IT Verumgruppe R1]

Abbildung 10: Infiltrationszone am Tumorrand (HE-Farbung)
[Tumor IT Verumgruppe R1]

4.2.2 Eisennachweis

Durch die Berliner-Blau Féarbung konnten bei manchen Priparate Eisen-Ablagerungen

dargestellt werden (s. Abbildung 11).

Diese Farbung wurde zur Differenzierung von unklaren Ablagerungen peritumoral

vorgenommen.

- 64 -



4. Ergebnisse

Abbildung 11: Eisen-Nachweis peritumoral (Berliner-Blau Farbung)
[Tumor II Verumgruppe R1]

4.2.3 Gewebetypisierung (GFAP, S100, Vimentin)

Das von Gliazellen gebildeten intermediére Proteinfilament GFAP des Zytoskeletts wurde im
Zytoplasma von Tumorzellen aller getesteten Versuchsreihen (I, II und III) beider
Behandlungsgruppen nachgwiesen. (s. Tabelle 29, 30, 31 und Abbildung 12). Die positiven
Zellen befanden sich vor allem am Tumorrand und in Satelliten des Primédrtumors.

Hiermit wurde der astrogliale Ursprung des Implantationstumors nachgewiesen.

Das unter zwei Formen - 16slich und membrangebunden - existierende Protein S100 (von
Gliazellen exprimiert) konnte ebenfalls in Tumoren der Kontroll- sowie der Verumgruppe
gefunden werden (s. Tabelle 29, 30, 31, 32 und Abbildung 13).

Das Intermedidrfilament Vimentin lie3 sich sowohl in Tumorzellen als auch in Gefdlen aller

Tumore nachweisen. (s. Tabelle 29, 31,32 und Abbildung 14).

GFAP S100 Vimentin

F98 Negativkontrolle - - -

F98 er Zellen ? + Nicht getestet

Tab. 29: Gewebetypisierung der F98er Zellen

Priiparat GFAP $100
Negativkontrolle 8S Unspez. Ablagerung - | Unspezifische Ablagerung
Kontrollgruppe K Nahe Tumor
Negativkontrolle 6R | Keine Ablagerung - | Keine Ablagerung
Verumgruppe K
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Kontrollgruppe 28 Keine Ablag. Tumor fraglich positiv

3S Kein Tumor (quer)

4S Ablag. Nahe Tumor + | Tumor negativ
(unspezifische Ablagerung
im Tumor)

5S Ablag. Ndhe Tumor + | Tumor negativ

6S Ablag. Nahe Tumor + | Spezifische und
unspezifische Ablagerung
im Tumor ?

7S Ablag. Ndhe Tumor + | Tumor negativ

8S Ablag. Nahe Tumor + | Tumor negativ
(unspezifische Ablagerung
im Tumor)

9S Ablag. Ndhe Tumor + | Tumor positiv?

10S | Ablag. Ndhe Tumor + | Tumor positiv?

11S | Ablag. Ndhe Tumor + | Tumor negativ

12S | Ablag. Ndhe Tumor + | Tumor negativ (Tumor =
Loch)

13S | Ablag. Ndhe Tumor + | Unspezifische Ablagerung
im Tumor?

14S | Ablag. Ndhe Tumor + | Unspezifische Ablagerung
im Tumor?

Verumgruppe 1R | Kein Tumor Kein Tumor

2R | Ablag. Ndhe Tumor + | Positiv, v.a. am Rand des
Tumors

3R | Ablag. Ndhe Tumor + | Tumor negativ ?

4R | Ablag. Ndhe Tumor + | Unspezifische Ablagerung
Nahe Tumor

5R | Ablag. Nahe Tumor + | Spezifische Ablagerung im
Tumor?

6R | Ablag. Ndhe Tumor + | Tumor fraglich positiv

7R | Wenig Ablag. Ndhe Tumor + | Spezifische und
unspezifische Ablagerung
im Tumor ?

8R | Ablag. Ndhe Tumor + | Tumor negativ

9R | Ablag. Ndhe Tumor + | Tumor negativ

10R | Ablag. Ndhe Tumor + | Tumor positiv?

12R | Ablag. Ndhe Tumor + | Tumor negativ

13R | Ablag. Ndhe Tumor + | Tumor negativ

14R | Ablag. Ndhe Tumor + | Nicht zu bewerten (kein

Tumor mehr)

Tab. 30: Gewebetypisierung im Versuch I
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Priparat GFAP S100 Vimentin
Bemerkung Im Tumor Mittel- | Restl. Bemer Im Tumor Mitte | Restl.
Mit- | Rand linie Gewebe -kung Mit- Rand | I- Geweb
te te linie e
Negativ- K Negativ - - - - - - - R B
kontrolle B6
Kontroll- 3)1
gruppe
Negativ- K Hiamosiderin - - - - - - - - -
kontrolle R5( | Pigmente am
Verum- 4)6 Rand des
gruppe Tumors aber
Gewebe negativ
Kontroll- B1 Schlechtes - + - + - - - - -
gruppe Gewebe;
positiv v.a.
Rand des
Tumors und
etwas im
Gewebe
B2 Einige positive ? - + + - - + + 9
Zellen im

Tumor?, Zellen
positiv in Mitte
(GefdBe
positiv?)

B3 Positiv am - - ++ ++ im ? - + + +
Rand des Tumor
Tumors und
Gewebe

B4 Tumor negativ; - - ++ ++ - - + + +
Gewebe und
Gefille positiv
v.a. 1. Schnitt

BS Gewebe - + + + - - + + +
schwach
positiv; Tumor
negativ auller
Rand

B6 Tumor negativ; - - + + - - + + +
Férbung
schwach?

Verum- R1 Positiv im - - + + - - + + +
gruppe Tumor Periph
und Gewebe

R2 Schlechtes - - + + - - + T ¥
Gewebe; nur
einzige Zellen
positiv; Tumor
negativ

R3 Positiv am - - + + - R + + I
Rand des
Tumors und
Gewebe
(geschidigt
beim Eindecken
> widerholen)

R4 Negativ; - - - - - R n I ¥
schlechtes
Gewebe

RS Falsch positive - - + + im + - + + +
Zellen im Tumor
Tumor, richtig
positiv im
Gewebe

R6 Gewebe -
schlecht; nicht
zu beurteilen

Tab. 31: Gewebetypisierung im Versuch II
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Priparat S$100 Vimentin
Bemerkung Bemerkung Im Tumor Mittel-linie Restl.
Mitte Rand Gewebe
Negativ- KS2 - - - - -
kontrolle
Kontroll-
gruppe
Negativ- KR5 - - - - -
kontrolle
Verum-
gruppe
Kontroll- S1 - Nicht alle grofien ++ ++ ++ ++
gruppe Gefafle der Mittellinie
gefirbt
$2 - - ++ ++ +
S3 - Dazu positive Gefalle - + + +
in
Tumorversprengungen
S4 - Dazu positive Gefalle - + + +
in
Tumorversprengungen
R2 - Dazu positive Gefale - + + +
Verum- in
gruppe Tumorversprengungen
R3 - Schlechtes Gewebe - ? + +
R4 - - - + +
R5 - Sehr schwache - - + +
Firbung

Tab. 32: Gewebetypisierung im Versuch I1I

Abbildung 12: Immunhistochemischer Nachweis vom Zytoskelettfilament GFAP (braun) am Tumorrand und
bei Tumorausldufern
(Hamalaun Gegenfirbung, 20-fach Vergroflerung)
[ Tumor II R1 aus der Verumgruppe]
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Abbildung 13: Immunhistochemischer Nachweis von dem Protein S100 (braun) im Tumor

((H&malaun Gegenférbung, 100-fach Vergroferung)
[Tumor I R2 aus der Verumgruppe]

Abbildung 14: Immunhistochemischer Nachweis vom Intermedidrfilament Vimentin (braun)
am Tumorrand und bei Tumorausldufern
(Hamalaun Gegenfirbung, 20-fach Vergroflerung)
[ Tumor II BS aus der Kontrollgruppe]
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4.3 Apoptose

4.3.1 Immunhistochemischer Nachweis der Apoptose durch Apo-1
Die Immunhistochemie bei dem wesentlichen Mediator der Apoptose Fas (APO-1 / CD95)

zeigte sich bei allen Versuche sowohl in der Kontroll- als in der Verumgruppe negativ.

4.3.2 ELISA zum Apoptose-Nachweis durch Apo 2 L/TRAIL
Trotz positiver Positivkontrolle blieben alle Proben negativ. Es konnte bei den F98 er Zellen

keine Apoptose nachgewiesen werden. (einzelne Ergebnisse nicht dargestellt)

4.3.3 In situ Hybridisierung zum Apoptose-Nachweis
Da neben apoptischen Zellen methodenbedingt nekrotische Zellen und moglicherweise

reaktive Mikroglialzellen durch Anfarbung miterfasst wurden, wurde auf eine Quantifizierung

der apoptischer Zellen verzichtet.

4.3.3.1 Neuro TACS Kit

In fast allen Priaparaten der Kontroll- sowie Verumgruppe der beiden untersuchten Serien (II
und IIT) wurden mittels Neuro-TACS® Kit apoptische Zellen nachgewiesen (s. Abbildung 15).
Diese waren nicht nur vereinzelt im Tumorzentrum, reichlicher am Tumorrand, in den
Infiltrationszonen und satellitendhnlichen Tumorausldufer zu finden, sondern auch im
restlichen Gewebe zum Beispiel in der kontralateralen Hemisphire.

Die Ergebnisse zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen Kontroll- und

Verumgruppe beziiglich der Apoptose (s. Tabelle 33).

Schnitt Tumor Tumor Infil- Tumor- Sonstiges
Rand trationen | periph. Gewebe
Gewebe
Kontrolle Ratte K1 + + + + +
()
K2 - - - - -
K4 - - - - -
Test Ratte | Kontroll- Bl | +++ ++ ++ + +
gruppe B2 | +++ ++ ++ + +
B3 | +++ ++ ++ + +
B4 | +++ ++ ++ + +
B5 | +++ ++ ++ + +
B6 | +++ ++ ++ + +
Verum- R1 | +++ ++ ++ + +
gruppe R2 | ++ + + + +
R3 | +++ ++ ++ + +
R4 | ++ + + + +
RS |+ + + + +
R6 | + + + + +

Tab. 33: Apoptosenachweis mit Neuro TACS Kit © im Versuch I1
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Abbildung 15: Apoptische Zellen (P ) Nachweis mittels Neuro TACS Ki

am Tumorrand sowie im

umliegenden Gewebe. Unspezifische Farbung nicht apoptischer Zellen (—)

4.3.3.2 In situ cell death detection Kit POD

[Tumor II B5 aus der Kontrollgruppe]

Mit dieser zweiten Methode zum Apoptose Nachweis mittels in situ cell death detection© Kit

POD konnten #hnliche Ergebnisse erzielt werden wie mit dem Neuro-TACS® Kit. Die

Markierung apoptischer Zellen zeigte sich im Tumor (v.a. am Tumorrand) sowie im restlichen

Hirngewebe bei nahezu allen Praparaten (s. Tabelle 34, 35 und Abbildung 16).

Tumor | Tumor Infil- Tumor- Sonstiges | Bemerkung
Rand trationen periph. Gewebe
Gewebe
Kontrolle |+R3* +? +? +? +? +? Sehr schwach positiv?
-R3 - - - - -
-R3 - - - - -
Kontroll- | B1 - - + + - Schlechtes Gewebe
gruppe | B2 + + + + +
B3 - + + + -
B4 - + ++ ++ +++
BS - + + + -
B6 - + + + -
Verum- |Rl1 - - - - -
gruppe |R2 - + + + -
R3 ++ ++ ++ ++ -
R4 - - ++ ++ +
RS - - +) + -
R6 + + + + -

Tab. 34: Apoptosenachweis mit in situ cell death detection © Kit bei Versuch II
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Tumor | Tumor Infil- Tumor- Sonstiges
Rand trationen periph. Gewebe

Gewebe
Kontrolle | +R4* + + + + +
R4 - - - - -
R4 - - - - -
Kontroll- | S1 + () ++ - -
gruppe |S2 - - ++ - -
S3 - + + + -
S4 - - - - -
R2 - - + +) -
Verum- |R3 - - - - -
gruppe |R4 - + + + -
R5 - + + + +

Tab. 35: Apoptosenachweis mit in situ cell death detection © Kit bei Versuch I11

Abbildung 16: Apoptische Zellen Nachweis mittels in situ cell death detection Kit © POD

4.4 Thalidomideffekte

4.4.1 Sedative Wirkung

4.4.1.1 Beobachtung der Tiere

am Tumorrand sowie im umliegenden Gewebe.
[Tumor II BS aus der Kontrollgruppe]

Bei den mit 200 mg Thalidomid/kgKG/die behandelten Tieren aller Versuchsreihen zeigte

sich ein eindeutiger Sedierungseffekt, der kurz nach der intraperitonealen Injektion auftrat

und 30-60 Minuten andauerte. Uber den gesamten Versuchszeitraum zeigten sich die mit
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Thalidomid behandelten Tiere ruhiger und weniger aggressiv als die Tiere der

Kontrollgruppe.

Diese Beobachtung widerspricht Studien, bei denen die sedative Wirkung bei Ratten im
Gegensatz zum Menschen nicht zu beobachten war (Eriksson et al. 1998). Dagegen bestitigt
es eine andere Studie, bei der erst bei hohen Dosen von Thalidomid Ratten ebenfalls sediert

wurden (Fabro et al. 1965).

4.4.1.2 HPLC zum Nachweis Thalidomids in Serum und Hirn

Thalidomidnachweis im Serum

Die gemessenen Retentionszeiten im Serum ergaben einen Referenzpeak fiir Thalidomid bei
12,285 Minuten. Fiir die Proben lag der Thalidomidpeak zwischen 12,172 und 12,479
Minuten (s. Abbildungen 17 und 18 als Beispiele und Tabelle 36). Weitere Peaks wurden

durch Serumbestandteile verursacht.
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1,504
5 1,00
( ]

0,50
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=]
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1] ] l 1 1 1 I
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Abbildung 17: HPLC Referenz Thalidomid Serum
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Abbildung 18: HPLC Thalidomid Serum Tier ITIRS
Probe Peak Area Retentionszeit (RT) Bemerkung
Referenz 1 41457555 3,366 | Losungsmittel DMSO
2 755973 4,856
3 26327083 12,285 | Thalidomid
Serumprobe 1 la 1899084 3,051 | Losungsmittel DMSO
II R1 1b 1309366 1,765 | Serumbestandteile?
2b 1973574 2,874 | Losungsmittel DMSO
3b 76805 4,277 | Losungsmittel DMSO
4b 100315 5,878 | Serumbestandteile?
5b 20190 9,525 | Serumbestandteile?
6b 13925 12,266 | Thalidomid
Serumprobe 2 1 1572783 3,327 | Losungsmittel DMSO
1I R2 2 43816 1,833 | Serumbestandteile?
3 2033020 2,934 | Losungsmittel DMSO
4 242005 4,367 | Losungsmittel DMSO
5 6699 9,583 | Serumbestandteile?
6 10011 12,254 | Thalidomid
Serumprobe 3 1 2556178 3,053 | Losungsmittel DMSO
11T R2 2 272941 5,994 | Serumbestandteile?
3 766671 12,479 | Thalidomid
Serumprobe 4 1 2089285 2,994 | Losungsmittel DMSO
III R3 2 127391 4,332 | Serumbestandteile?
3 127238 5,960 | Serumbestandteile?
4 767556 12,355 | Thalidomid
Serumprobe S 1 1822331 2,995 | Losungsmittel DMSO
III R5 2 136759 3,973 | Serumbestandteile?
3 69912 5,912 | Serumbestandteile?
4 770587 12,172 | Thalidomid

Tab. 36: Ergebnisse der HPLC zur Thalidomidbestimmung in Serumproben der Verumgruppe

Thalidomid war damit in allen Serumproben der Verumgruppe nachzuweisen.

Bei den Tieren der II. Serie kann man die sehr kleine Menge an Thalidomid damit erkldren,
dass die Tiere 60 Minuten nach der letzten Behandlung mit Thalidomid seziert wurden, und

das Blut dann erst entnommen wurde, wahrend die Zeit zwischen Behandlung und Narkose
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ca. 8 Minuten und zwischen Behandlung und Blutentnahme ca. 25 Minuten bei den Tieren der
III. Serie betragen haben. Das Thalidomid hatte sich im Versuch II vor der Blutabnahme

bereits mehr im Korper verteilt.

Thalidomidnachweis im Gehirn

Fiir die Untersuchung des homogenisierten Kleinhirngewebes wurde zuvor ein Referenzwert
fiir Thalidomid von 13,486 Minuten ermittelt. Die untersuchten Proben zeigten sehr kleine

Peaks nach 13,143 bis 13,930 Minuten (s. Abbildungen 19 und 20 und Tabelle 37).

Damit war Thalidomid nur in einem Gehirn sicher nachweisbar (I R1), in zwei weiteren
(IT R 6 und III R4) waren nur Spuren zu finden. In den restlichen war kein Thalidomid

nachweisbar.
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Abbildung 19: HPLC Referenz Thalidomid Gehirn
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Abbildung 20: HPLC Referenz Thalidomid Gehirn II R1
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Hirnprobe Peak Area Retentionszeit (RT) Bemerkung
Referenz 1 6311412 3,043 | Losungsmittel DMSO
2 18268956 13,486 | Thalidomid
11 B1 1 4401469 2,995 | Losungsmittel DMSO
11 B2 1 49227278 2,997 | Losungsmittel DMSO
IIR1 1 48097799 2,998 | Losungsmittel DMSO
2 42468 13,930 | Thalidomid
11 R2 1 50660057 2,996 | Losungsmittel DMSO
II R3 1 49111786 2,994 | Losungsmittel DMSO
11 R4 1 49381974 2,996 | Losungsmittel DMSO
II RS 1 50085786 2,992 | Losungsmittel DMSO
II R6 1 ? ? | Lésungsmittel DMSO
2 2464 13,619 | Spuren von Thalidomid
111 R2 1 50091532 2,998 | Losungsmittel DMSO
IIT R3 1 49992034 2,978 | Losungsmittel DMSO
11 R4 1 50778567 2,982 | Losungsmittel DMSO
2 685 13,143 | Spuren von Thalidomid
III RS 1 50348270 2,983 | Losungsmittel DMSO

Tab. 37: Ergebnisse der HPLC zur Thalidomidbestimmung in Hirngewebeproben der Verumgruppe

4.4.2 Antiproliferativer Effekt

4.4.2.1 Proliferationstest der 98 Zellen

Im Proliferationstest der F98 Zellen konnte wunter Hinzugabe unterschiedlicher
Thalidomidkonzentrationen (100, 500, 1000, 5000 und 10000 Zellen pro Plattenvertiefung)
sowie ohne Hinzugabe von Thalidomid eine nahezu parallel verlaufende, exponentielle
Wachstumskurve fiir alle Ansdtze beobachtet werden. Es zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede.

Fin Thalidomideffekt auf die Proliferation in Kultur befindlicher F98 Zellen war nicht

feststellbar. Abbildung 21 stellt beispielweise die Messung bei zwei Ansétzen dar.
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a) Proliferation bei 500 Zellen / Vertiefung

0,4
0,35
0,3
0,25
——0 ng/ml Thalidomid
~—— 25 ng/ml Thalidomid
8 02
50 ng/ml Thalidomid
500 ng/ml Thalidomid
0,15
0,1
0,05
OT T
1 2 3 4
Tage
b) Proliferation bei 1000 Zellen / Vertiefung
0,6
»
> //'4
0,4
—&—0 ng/ml Thalidomid
—{— 25 ng/ml Thalidomid
S 03
50 ng/ml Thalidomid
500 ng/ml Thalidomid
N /
0,1 / /
Pl
0+ T
1 2 3 4

Tage

Abbildung 21: Optische Dichte bei A=750 nm zur Proliferationsbestimmung der F98 Zellen iiber 4 Tage ohne
Thalidomidzusatz und nach Hinzugabe unterschiedlicher Thalidomidkonzentrationen (25, 50 und 500 ng/ml) fiir
einen Ansatz mit a) 500 und b) 1000 Zellen pro Vertiefung
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4.4.2.2 Immunhistochemischer Nachweis von Proliferationsmarker
Mib 5

Bei der Immunhistochemie mit dem Mib-5 Antikorper gegen einen Klon des
proliferationsabhéngigen Antigen Ki67 =zeigten sich positive Hirntumorzellen in
unterschiedlicher Dichte im Tumor und peritumoral bei fehlender Anfarbung in der gesunden
kontralateralen Hirnhemisphére.

Wihrend die mit Thalidomid behandelten Verumtumoren in Versuch II eine hdhere
Proliferationsrate als die Kontrollgruppe aufwiesen, zeigte sich in Versuch III das umgekehrte
Verhiltnis. Der Proliferationsindex bei Versuch II betrug in der Kontrollgruppe bei den
Tieren B2 und BS5 8,68 bzw. 5,9 % und in der Verumgruppe bei R1 und R5 15 bzw. 14,4%.
Im Versuch III betrug der Proliferationsindex in der Kontrollgruppe bei den Tiere S1, S3 und
S4 jeweils 15,08 %, 3,19 und 17,80%, in der Verumgruppe bei R2, R3 und R5 jeweils 5,37
%, 7,10 und 3,3 %.

Die Lokalisation der positiven proliferativen Zellen war unterschiedlich, meisten in der Mitte
des Tumors sowie am Tumorrand, zum Teil eher in der Mitte, zum Teil eher am Tumorrand.

(s. Tabellen 38, 39 und Abbildungen 22, 23 und 24)

Priparat Gesichtsfeld Positive Negative Summe Positive Lokalisation
Zellen Zellen Zellen (%)
Kontrollgruppe | B2 1 70 410 480 14,58
Versuch II 2 60 450 510 11,76
3 30 380 410 7,32
4 20 420 440 4,54
5 30 550 580 5,17
Summe 210 2210 2420 8,68
B5 1 32 560 592 5,4 | Sehr positiv in der
2 39 452 491 7,9 | Tumorperipherie
3 22 664 686 3,2
4 31 368 399 7,7
5 50 501 551 9,0
Summe 252 4036 4288 5,9
Verumgruppe R1 1 62 601 663 10 | Positiv im gesamten
Versuch II 2 87 530 617 14 | Tumor
3 99 449 548 18
4 103 467 570 18
5 95 466 561 17
Summe 446 2513 2959 15
R5 1 80 480 560 14,29
2 110 390 500 22
3 50 410 460 10,87
4 40 460 500 8
5 50 280 330 15,15
Summe 330 2020 2350 14,04

Tab. 38: Proliferationsrate bei Versuch II anhand Mib-5
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Préparat Gesichtsfeld Positive Negative Summe Positive Lokalisation
Zellen Zellen Zellen (%)
Kontrollgruppe | Sl 1 391 1634 2025 19,31 Positiv in Tumormitte
Versuch III 2 436 1461 1897 22,98 sowie Tumorrand
3 185 1434 1619 11,43
4 289 1329 1618 17,86
5 82 1930 2012 7,08
Summe 1383 7788 9171 15,08
S3 1 223 1670 1893 11,78 Positiv in Tumormitte
2 101 1420 1521 6,64 sowie Tumorrand
3 96 1510 1606 5,98
4 87 1380 1467 5,93
5 22 1610 1632 0,84
Summe 529 7590 8119 3,19
S4 1 349 1090 1439 24,26 Positiv in Tumormitte
2 157 1480 1637 9,59 sowie Tumorrand
3 234 1880 2114 11,07
4 372 1480 1852 20,09
5 140 1280 1420 9,86
Summe 1252 7210 8462 17,80
Verumgruppe R2 1 192 1520 1712 11,21 Positiv in Tumormitte
Versuch III 2 47 1780 1827 2,64 sowie Tumorrand
3 51 1700 1751 2,91
4 153 1870 2023 7,56
5 46 1740 1786 0,26
Summe 489 8610 9099 5,37
R3 1 197 1680 1877 10,49 Positiv vor allem in der
2 37 1660 1697 2,18 Tumormitte, weniger am
3 107 1570 1677 6,38 Tumorrand
4 148 1430 1578 9,38
5 97 1330 1427 6,80
Summe 586 7670 8256 7,10
RS 1 60 1760 1820 3,30
2 48 1470 1518 0,03
3 ? ? ? ?
4 ? ? ? ?
5 ? ? ? ?
Summe ? ? ? 3.3

Tab. 39: Proliferationsrate bei Versuch III anhand Mib-5

Abbildung 22:

B2

R1

|

Proliferationsindex nach der relativen Anzahl Mib-5 - positiver Tumorzellen in Versuch II.
B2 und B5 = Kontrolltumoren, R1 und R5 = Verumtumoren [ Balkendiagramme mit
Standardabweichung].
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5
) I \ |
R2 R3 R4

s1 s2 s3 s4 RS

Abbildung 23:  Proliferationsindex nach der relativen Anzahl Mib-5 - positiver Tumorzellen in Versuch III.
S1 bis 4 = Kontrolltumoren, R2 bis R5 = Verumtumoren [ Balkendiagramme mit
Standardabweichung].

Abbildung 24: Immunhistochemischer Nachweis von Mib-5 (braun) in Tumor und Tumorauslaufern
(Hemalaun Gegenfirbung, 10-fache Vergrofierung)
[ Tumor I R1 aus der Verumgruppe]

Der ebenfalls getestete Mib-1 Antikorper, ein anderer Klon von Ki67, der bei Menschen

positiv ist, wurde immunhistochemisch bei den untersuchten Ratten nicht nachgewiesen.
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PCNA
Die Immunhistochemie zum Nachweis des Proliferationsmarkers Proliferating cell nuclear

antigen PCNA war sowohl in der Kontroll- als auch in der Verumgruppe in beiden Versuche

IT und III negativ.

4.4.2.3 Onkometrie

Nach Scannen jedes zehnten HE-gefarbten 8 um dicken Tumorschnittes wurden die
Tumorgrenzen markiert und die eingekreiste Tumorfliache mit dem

Bildverarbeitungsprogramm OSIRIS© erfasst und berechnet.

Die Tumorfldche verteilte sich im Tumor des jeweiligen Rattenhirnes nach einer Gauss’schen
Kurve. Abbildung 25 zeigt beispielhaft die Verteilung der gemessenen Flichen des Tumors
R3.

Tumor R3

Tumorflache (mm?2)
S
|

0 T T T T
0 10 20 30 40 50

Praparatnummer

Abbildung 25: Tumorflichen der aufeinander folgenden Hirnschnitten

[Tumor R3 aus der Verumgruppe Versuch II]

Die jeweiligen Tumorvolumina der Kontroll- und Verumgruppe im Versuch Il wurden nach
der Tapezeformel aus der Gesamtflidche - als Summe der einzelnen ermittelten Flachen - und

der Anzahl der Schnitte berechnet.
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Gesamtfliche (Anzahl der Volumen

Tumor [mm?] Schnitte)-1 [em3]

B1 125,515 40 0,402
B2 405,25 52 1,686
B3 442,75 61 2,701
B4 156,3 48 0,6
B5 5474 64 2,803
B6 327,2 49 1,283
R1 138,15 45 0,497
R2 66,32 36 0,191
R3 403,85 45 1,454
R4 38 33 0,1
R5 151,6 40 0,485
R6 nicht bestimmbar - -

Tabelle 40: Ermittelte Gesamttumorflichen und daraus errechnete Tumorvolumina nach der Trapezformel bei

Versuch II

Die Logarithmierung der Tumorvolumina ergab foglendes (Tabelle 41):

B | n Schnitte | Volumen [cm3] IgVol
1 40 0.402 -0.396
2 52 1.686 0.227
3 61 2.701 0.431
4 48 0.600 -0.222
5 64 2.803 0.448
6 49 1.283 0.108

N=6
Mittelwert der Volumina = 1,579

R n Schnitte| Volumen[cm®] |IgVol
1 45 0.497 -0.303
2 36 0.191 -0.719
3 45 1.454 0.163
4 33 0.100 -0.999
5 40 0.485 -0.314
6 - -

N=5
Mittelwert der Volumina = 0,545

Tab. 41 : Logarithmierte Tumorvolumina der a) Kontrollgruppe B und er b) Verumgruppe R des Versuchs I1

Die statistische Auswertung der logaritmierten Tumorvolumina beider Gruppen mit dem

zweiseitigen STUDENT-Test zeigte einen deutlichen GroBenunterschied zu Gunsten der

Kontrollgruppe, Thalidomid wiirde also die Tumorproliferation unterdriicken. Der Mittelwert

der errechneten Tumorvolumina betrug bei der Kontrollgruppe 1,579 cm? gegen 0,545 cm? in

der Verumgruppe. Hierbei wurde jedoch die Hypothese eines statistisch signifikanten

Unterschiedes zwischen den zwei Behandlungsgruppen bei einem Signifikanzniveau von

6 = 0,05 mit 0,0511 aufgrund der geringen Gruppengrofle knapp verfehlt (s. Abbildung 26).
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0.500 +

0.000 4

-1.000 4

Subgroup Index (_boxnr)

Abbildung 26: Grafische Darstellung der logarithmierte Tumorvolumina aus Versuch II (Box-Plots).Links:
Kontrollgruppe B. Rechts: Verumgruppe R. Die Box-Plots zeigen Werteumfang, Mittelwert, Median und
Standardabweichung.
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4.4.3 Immunmodulatorischer und antiangiogenetischer Effekte
4.4.3.1 TNF-a Nachweis
4.4.3.1.1 TNF-a Nachweis in situ und bei F98er Zellen durch ELISA

Nach Herstellung einer Albumin-Standardkurve und Zusatz von BioRad Proteinreagenz

erfolge die Vorbereitung der Proben, so dass jede 10 pg Protein entsprach.

Anschliessend wurde die Standardkurve mit dem TNFa-Gradient ab 1 mg/ml bis 800 mg/ml
erstellt (s. Abbildung 27).

TNF-Standardkurve

0,3 A ¥=00003x+ 0,0575 >
)

€ TNF-Standard
Linear (TNF-Standard)

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 100 200 300 400 500 600 700 800

TNF Konz. (mg/ml

Abbildung 27: Standardkurve zur photometrischen Bestimmung von TNF-a (A=540 nm)

Die jeweilige optische Dichte wurde photometrisch erfasst und die entsprechende TNF-a-

Konzentration anhand der Standardkurve ermittelt.

OD Mit. — TNF

Mittelwert Leerwert Konzentration
Probe OD1 OoD2 oD (0,047) (mg/ml)
B1 0,043 0,049 0,046 -0,001 0
B2 0,063 0,046 0,0545 0,0075 0
B3 0,053 0,048 0,0505 0,0035 0
B4 0,066 0,043 0,0545 0,0075 0
B5 0,055 0,066 0,0605 0,0135 0
B6 0,074 0,046 0,06 0,013 0
R1 0,047 0,049 0,048 0,001 0
R2 0,044 0,045 0,0445 -0,0025 0
R3 0,043 0,05 0,0465 -0,0005 0
R4 0,043 0,044 0,0435 -0,0035 0
R5 0,058 0,055 0,0565 0,0095 0
R6 0,059 0,057 0,058 0,011 0
Fo8 0,05 0,047 0,0485 0,0015 0

Tabelle 42: TNF-a Konzentrationen bei F98er Zellen und Proben aus der Versuchsreihe 11
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Damit konnte in sdmtlichen Proben (F98 Zellen und Hirngewebe) TNF-o mittels ELISA
nicht nachgewiesen werden. Die TNF-a Konzentration befindet sich unter der

Nachweisgrenze von 5 pg/mL.

4.4.3.1.2 TNF-a Nachweis in situ durch Immunhistochemie
Das Zytokin TNF-a war immunhistochemisch in keinem der untersuchtenHirn- oder

Tumorabschnitt aller Versuchsreihen nachweisbar.
4.4.3.1.3 TNF-a Nachweis in situ durch Western-Blot

TNF-a konnte nicht im Western-Blot nachgewiesen werden (einzelne Ergebnisse nicht

dargestellt).

4.4.3.1.4 TNF-aNachweis in situ und bei F98 Zellen durch RT-PCR

In beiden Versuchen (II und III) lag die TNF-a-Expression in den Tumorhirnen im Vergleich
zum gesunden Kontrollhirn insgesamt deutlich niedriger. Die meisten Tumorhirne waren
sogar TNF-a-negativ. Nur einzelne Werte zeigten eine deutliche Uberexpression. Aus der

Kontrollgruppe: B6 Versuch II: 27** € = 10,77 gegen 1 (tumorfreies Gehirn als Referenz).

Aus der Verumgruppe: R4: 274 ©
(Versuch II: Kontrolle: Median: 0 SD:4,356. Verum: Median: 0,815 SD:6,260; s. Abbildung

28. Versuch III: Kontrolle: Median: 0 SD:0,03.Verum: Median: 0 SD:0,045 s. Abbildung 29)

= 15,87 gegen 1 (tumorfreies Gehirn als Referenz).

(s. Tabelle 43 und 44). Im Durchschnitt lag die TNF-a-Expression der Verumgruppe jeweils
hoher als die der Kontrollgruppe (mit Tumor, ohne Thalidomid). Dies ist aufgrund der hohen

Standardabweichung jedoch statistisch nicht signifikant.

Die zweimalige Untersuchung von F98-Zellen ergab einen fehlenden TNF-a-Nachweis.

Tumor 2 AACE T Mittelwert | Median | Standardabweichung
Kontroll- | B1 0,58
gruppe B2 0 0 4,356
B3 0
B4 0 5,675
B5 0
B6 10,77
Verum- R1 1,63
gruppe R2 0
R3 0 64| 0815 6,260
R4 15,87 '
R5 1,7
R6 0
Zellen F98 0

Tab. 43: TNF-a Expression bei Versuch 11
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Tumor p-AACT Mittelwert Median | Standardabweichung
Kontroll- | S1 0,06
gruppe %) 0
0,015 0 0,03
S3 0
S4 0
Rl 0,09
Verum- R2 0
gruppe = 5 0,0225 0 0,045
R4 0

Tab. 44: TNF-o Expression bei Versuch III

20.

-Aams

Subgroup Sizes:

00

-00

00

00

00

00

Kontrolle

Abbildung 28:
Links: Kontrolltumoren, rechts: Verumtumoren. Referenz: Expression eines gesunden Hirns mit dem Wert 1
(blaue Linie). UCL = oberes Konfidenzlevel, LCL = unteres Konfidenzlevel.

h=B6

37 Limits
For n=E:

UCcL=9.38

LCL=-4.E9

Box-Plot Darstellung der Werte fiir die TNF-a-Expression fiir Versuch II (anhand RT-PCR)
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30 Limits
For n=4:
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W
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-0.03
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T T
Kontrol le Verum

Subgroup Sizes: n=4
Abbildung 29:  Box-Plot Darstellung der Werte fiir die TNF-a-Expression fiir Versuch III (anhand RT-PCR)

Links: Kontrolltumoren, rechts: Verumtumoren. Referenz: Expression eines gesunden Hirns mit dem Wert 1.
UCL = oberes Konfidenzlevel, LCL = unteres Konfidenzlevel.

4.4.3.2 IFN-y Nachweis

4.4.3.2.1 Immunhistochemischer Nachweis von IFN-y

Das von Thl-Lymphozytenzellen und NK-Zellen exprimierte Zytokin IFN-gamma konnte

immunhistochemisch nicht nachgewiesen werden.

4.4.3.2.2 IFN-? Nachweis durch Western-Blot
IFN-gamma konnte nicht im Western-Blot nachgewiesen werden (einzelne Ergebnisse nicht

dargestellt).

4.4.3.2.3 IFN-? Nachweis durch RT-PCR
Das Gen-Produkt fiir INF-y wurde in mehrfach angesetzten RT-PCR Untersuchungen nicht

nachgewiesen. Allein das Kontrollgen ARF1 konnte dargestellt werden.
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4.4.3.3 Immunhistochemischer Nachweis von CD4, CD8 und CD68

Die Lymphozytenoberflichenmolekiile CD4 und CD8 von T-Helfer- bzw. zytotoxischen-
Zellen konnten in keiner der drei Versuchsreihen immunhistochemisch nachgewiesen werden,

wihrend die Kontrollfairbung an Milzgewebe der Tiere positiv auffiel.

Der Monozyten-Makrophagen-Marker CD68 konnte ebenfalls immunhistochemisch nicht

nachgewiesen werden.

4.3.3.4 VEGF- und FGF2- Nachweis
4.3.3.4.1 Immunhistochemischer Nachweis von VEGF und FGF2

Immunhistochemisch konnte der Wachstumsfaktor VEGF in keinem Priparat aller Gruppen

und Serien inklusive F98 Zellen nachgewiesen werden.

FGF2 wurde ebenfalls immunhistochemisch nicht nachgewiesen.

4.3.3.4.2 VEGF-Nachweis durch Western-Blot

VEGF konnte im Western-Blot nicht nachgewiesen werden (einzelne Ergebnisse nicht

dargestellt).

4.3.3.4.3 VEGF- und FGF2-Nachweis durch RT-PCR

VEGF

Im Vergleich zu gesundem Hirngewebe einer Ratte vergleichbaren Alters kam es mit einer
Ausnahme (Verumtier R3, Versuch II) bei allen untersuchten Tumorhirnen der Versuche II
und III nicht zu einer Hochregulierung der VEGF-Expression: die VEGF-Expression ~ war

ansonsten herunterreguliert oder nicht nachweisbar.

In Versuch II zeigten die Tumorhirne eine hohere VEGF-Expression in der mit Thalidomid
behandelten Verumgruppe verglichen mit der Kontrollgruppe. (Kontrolle: Median: 0,135
Standardabweichung SD: 0,197. Verum: Median: 0,69 SD: 0,952). In Versuch III lag die
VEGF-Expression in der Kontrollgruppe zum Teil hoher (Kontrolle: Median: 0,115 SD:0,346
.Verum: Median: 0 SD: 0,25)(s. Tabellen 45 und 46 und Abbildungen 30 und 31).
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Die Abbildungen 32 und 33 zeigen exemplarisch die Amplifikationskurven der Tumoren B2
und R1 fiir VEGF und die entsprechenden Amplifikationskurven des Referenzgens ARF1.

Tumor 2t Mittelwert Median | Standardabweichung
Kontroll- | Bl 0,05
gtpPe gy 0,02
B3 0% o145 0,135 0,197
B4 0
B5 0,01
B6 0,34
R1 0,43
Verum- R2 0
gruppe
R3 il B 0,69 0,952
R4 0
R5 1,06
R6 0,95

Tab. 45: VEGF-Expression bei Versuch I1

Tumor p-AACt Mittelwert Median | Standardabweichung
Kontroll- | S1 0,76
gruppe
82 0,12 0,2475 0,115 0,346
S3 0,11
S4 0
R1 0,5
Verum- R2 0
0,125 0 0,25
gruppe R3 0
R4 0

Tab. 46: VEGF-Expression bei Versuch III
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For n=G6:

———————————————————————————— ~— ucL=1.23

-am=

————————————————————————————— LCL=-0.25

=0.50

Kontrolle Verum

Subgroup Sizes: n=E

Abbildung 30:  Box-Plot Darstellung der Werte fiir die VEGF-Expression fiir Versuch II (anhand RT-PCR)
Links: Kontrolltumoren, rechts: Verumtumoren. Referenz: Expression eines gesunden Hirns mit dem Wert 1
(blaue Linie). UCL = oberes Konfidenzlevel, LCL = unteres Konfidenzlevel.

30 Limits
For n=4:
1.00
0.75 7
[ e — ucL=0.68
0.50 7
W
E 0.25 =
T K=0.19
0.00
-0.25
————————————————————————————— LCL=-0.30
-0.50 1 I
Kontrolle Verum
Subgroup Sizes: n=4

Abbildung 31:  Box-Plot Darstellung der Werte fiir die VEGF-Expression fiir Versuch III (anhand RT-PCR)
Links: Kontrolltumoren, rechts: Verumtumoren. Referenz: Expression eines gesunden Hirns mit dem Wert 1
(blaue Linie). UCL = oberes Konfidenzlevel, LCL = unteres Konfidenzlevel.
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Abbildung 32:  Darstellung der VEGF-Expression mittels real-time Reverse-Transkriptase PCR fiir
die Tumoren B2 und R1 aus Versuch II. R1 exprimiert geringfiigig mehr VEGF als B2.

0,01

Zyklen

Abbildung 33: Darstellung der Expression des Kontrollgen ARF1 mittels real-time Reverse-Transkriptase
PCR fiir die Tumoren B2 und R1 aus Versuch II. Die Kurven zeigen einen dhnlichen Verlauf.

—4—B2ARF1
—8—R1ARF1L
Ct
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FGF2

Vergliechen mit einem nicht tumorhaltigen, gesunden Kontrollhirn ist die FGF2-Expression
in den meisten Tumorhirnen der Versuche II und III zum Teil deutlich erhéht (Versuch II:
Kontrolle: Median: 16,69 SD: 26,433.Verum: Median: 18,045 SD:43,966. s. Abbildung 34)
(Versuch III: Kontrolle: Median: 4,83 SD: 3,587.Verum: Median: 0 SD: 1,845. s. Abbildung
35) (s. Tabellen 47 und 48). Bei beiden Versuchen zeigen die Tumorhirne der Verumgruppe
statistisch eine gegeniiber der Kontrollgruppe verringerte FGF2-Expression. 3 von 4
Tumorhirnen der Verumgruppe in Versuch III zeigten keine FGF2-Expression. Dies ist

aufgrund der hohen Standardabweichung jedoch statistisch nicht signifikant.

F98 Zellen alleine zeigten eine niedrigere FGF2-Expression als das gesunde Kontrollhirn.

Tumor 9 AACE Mittelwert Median | Standardabweichung
I;?ggzu_ B1 0.64
B2 5,78
B3
53,82 25317 16,69 26,433
B4 1 60,27
B5 3,79
B6 27,6
Ri 0,55
Verum- R2 0.68
gruppe R3
116,68 31,05 18,045 43,966
R4 32,3
RS 9,67
R6 26,42
F98er Zellen 0.24

Tab. 47: FGF2-Expression bei Versuch 11
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Tumor p-AACT Mittelwert Median | Standardabweichung
Kontroll- | S1 1,97
gruppe 2
5,9 5,48 4,83 3,587
53 3,76
S4 10,29
R 3,69
Verum- R2 0 0.922 0 1,845
gruppe ’
R3
0
R4 0
F98er Zellen 0.36
Tab. 48: FGF2-Expression bei Versuch I11
125.00
100.00
/g — ———— -
u
E i
g 50.00
T
25.00
0.00
-25.00 |
Kontrolle Verum

Subgroup Sizes:

Abbildung 34:
Links: Kontrolltumoren, rechts: Verumtumoren. Referenz: Expression eines gesunden Hirns mit dem Wert 1
(blaue Linie). UCL = oberes Konfidenzlevel, LCL = unteres Konfidenzlevel.

h=6

37T Limits
For n=6:

UcL=74.34

K=g8.40

LCL=-17.54

Box-Plot Darstellung der Werte fiir die FGF2-Expression fiir Versuch II (anhand RT-PCR)
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307 Limits
For n=4:
12.50
10.00
.50 — T — ——————" —"——— """ "—""—""—"—"————————] UCL=T.B2
W
E a
R 5.00
T =
H=3.20
2.50 7
0.00
————————————————————————————— LCL=-1.22
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Subgroup Sizes: n=4

Abbildung 35:  Box-Plot Darstellung der Werte fiir die FGF2-Expression fiir Versuch III (anhand RT-PCR)
Links: Kontrolltumoren, rechts: Verumtumoren. Referenz: Expression eines gesunden Hirns mit dem Wert 1
(blaue Linie). UCL = oberes Konfidenzlevel, LCL = unteres Konfidenzlevel.

4.4.3.5 Gefialuntersuchungen

4.4.3.5.1 Gefifimarker (CD31, RCA, CD51/61, CD54, 0X43, EBA und vWF)

Das Adhisionsmolekil PECAM / CD31 konnte immunhistochemisch in Hirn- und
ArachnoidalgefiaBBen sowohl im Tumor als auch in der kontralateralen Hemisphére
nachgewiesen werden. Die meisten angefarbten Gefde waren mittelgrol oder groBer,

dagegen blieben Kapillare negativ (s. Abbildungen 36 und 37 und Tabellen 49, 50, 51, 52).

Die mit Lektin RCA I markierten Gefd3e und Kapillaren zeigten sich im Hirngewebe und in
geringerer Ausprigung im Tumorinneren im Vergleich zum Tumorrand oder zur

Infiltrationszone (S- Abbildungen 38 und 39 und Tabelle 49, 51, 52).

Immunhistochemisch wurde das Integrin avp3 (CD51/61) in allen Gruppen und
Versuchsreihen weder im Tumor noch im gesunden Hirngewebe nachgewiesen (s. Tabellen
49, 51, 52). Das Adhédsionsmolekiil ICAM-I / CD54 wurde nur vereinzelt von arachnoidalen
Gefaflen der Verumgruppe exprimiert, wihrend Tumor und Hirnparenchym negativ blieben

(s. Tabellen 49, 50, 51, 52).
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Das rattenspezifische Endothelmolekiil OX43, das ausschlieBlich groe Gefdle und keine
Kapillaren anférbt, konnte sich vereinzelt fraglich nachweisen lassen (s. Tabellen 49 und 51).

Der Marker der intakten Blut-Hirn-Schranke Anti-EBA / SMI71 konnte
immunhistochemisch  in ~ Tumorrandbezitken = und  Tumorausldufern beider
Behandlungsgruppen sowie in der kontralateralen Hemisphire und Arachnoidea

nachgewiesen werden (s. Abbildungen 40 und 41 und Tabellen 49, 51, 52).

Der vWF Faktor konnte in sdmtlichen Tumorhirnen nicht nachgewiesen werden (s. Tabellen

49, 51, 52).

CD31 RCA CD51/61 CD54 0X43 EBA vWF

F98 Negativkontrolle

F98 er Zellen

Tab. 49: Gefdllemarker bei F98 Zellen

Priparat CD31 CD54
Im Tumor Mitel- Restl. Im Tumor Mitel- Restl.
Mitte Rand | linie Gewebe Mitte Rand | linie Gewebe
Negativ- 8S K - - - - - - - -
kontrolle
Kontroll-
gruppe
Negativ- S8R K - - - - - - - -
kontrolle
Verum-
gruppe
Kontroll- 2S - + + - - - - -
gruppe 3S - - - _
45 - + + + - - - -
58 - - - - - - - -
6S - - + + - - - -
7S - - + - - - - -
8S - - + + - - - -
9S - - + + - - - -
10S - - ? - - - - _
118 - - - - - - - -
1R + + - - - -
Verum- 2R - + + + - - + +
gruppe 3R - + + + - - - -
4R - - + + - - - -
SR - - + + - - - -
6R + + - - - -
7R - - + - - - - -
8R - - + - - - - -
9R + + + + - - - -
10R + + - - - -
12R - - - - - - - _
13R - - + - - - - -
14R - - - - - - - -

Tab. 50: Gefdmarker bei Versuch I
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Prip. CD31
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CD
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TAB. 51: GefaBmarker bei Versuch II

NK: Negativkontrolle Kontrollgruppe
NV: Negativkontrolle Verumgruppe
K: Kontrollgruppe

V: Verumgruppe

1: Im Tumor

la: Mitte

1b: Rand

2: Mittellinie

3: restliche Gewebe
4: Infiltrationszone

Prip. CD31

RCA

1b

CD
51/
61

CD
54

EBA

la | 1b

vWF

NK - - - - -

NV - -

K S1 - -

++

S2 - -

++

[+ o]
+

S3 - -

+ |+

+ |+ |+

S4

R2 | -

+ |+

\4 R3

R4

+ | ++

+ [+ |+
|+ ]+
+ |+ o]+
||+ ]+

RS

+

[+

|+ [+ +

R R A ) T

I B e e e e R R

|+

+ 4 +]+

Tab. 52: GefaBmarker bei Versuch II1
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4. Ergebnisse

Abbildung 36:. Immunhistochemischer Nachweis des Adhdsionsmolekiils CD31 / PECAM (braun) in Tumor
(Hamalaun Gegenfarbung, 20-fach Vergroflerung)
[ Tumor II B3 aus der Kontrollgruppe]

Abbildung 37:. Immunhistochemischer Nachweis des Adhdsionsmolekiils CD31 / PECAM (braun) in Tumor
(Hamalaun Gegenfirbung, 40-fach Vergroferung)
[ Tumor IT RS aus der Verumgruppe]
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Abbildung 38: Immunhistochemischer Nachweis von Lektin RCA (braun) in Tumor und Tumorausldufern
(Hémalaun Gegenférbung)
[ Tumor II R3 aus der Verumgruppe]

Abbildung 39: Immunhistochemischer Nachweis von Lektin RCA (braun) in peritumoralem Parenchym
(Héamalaun Gegenfirbung)
[ Tumor II RS aus der Verumgruppe]
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Abbildung 40: Immunhistochemischer Nachweis von EBA (braun) im Tumor und am Tumorrand
(Hémalaun Gegenférbung)
[ Tumor der Versuchsreihe III]

Abbildung 41: Immunhistochemischer Nachweis von EBA (braun) in peritumoralem Parenchym
(Hamalaun Gegenfirbung)
[ Tumor II B5 aus der Kontrollgruppe]

4.4.3.5.2 Gefiipdichte

Zur semiquantitativen Bestimmung der Gefdfldichte ergab die Auszdhlung im Raster
(s. Abbildung 42) bei der RCA-Markierung im Versuch II eine geringfiligig gesteigerte
GefaBdichte in der Verumgruppe sowohl im Tumorgewebe (56,4 gegen 54,5 Gefille / Raster)
als auch im gesunden Hirnparenchym (56,6 gegen 55,3 Gefidfle/ Raster) jeweils gegeniiber der

-99 .
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Kontrollgruppe. Dagegen zeigte sich im Versuch III eine deutlich geringere Gefafidichte im
Tumorgewebe (32,1 gegen 47,5 GefdaBe /Raster) sowie im gesunden Hirnparenchym (33,5
gegen 60,6 Gefdlle / Raster) der Verumgruppe (s. Abbildungen 43 und 44).

Bei der immunhistochemischen Markierung mit Anti-EBA zeigte sich im Versuch II eine
deutliche Reduzierung der GefaBdichte sowohl im Tumorgewebe (4,8 gegen 7 Gefile
/Raster) als auch im Hirnparenchym (2,7 gegen 3,4 Gefille / Raster) jeweils gegeniiber der
Kontrollgruppe. Im Versuch III war die Gefdfldichte im Tumorgewebe erhoht (23,3 gegen
16,2 GefiBBe / Raster), dagegen im Hirnparenchym erniedrigt (21,5 gegen 29,2 Gefilie /
Raster). (s. Abbildungen 45 und 46).

SchlieBlich bei der Markierung mit CD31 (PECAM) zeigte sich im Versuch II eine deutliche
Reduzierung der Gefilldichte sowohl im Tumorgewebe (8 gegen 11,9 GefiaBle /Raster) als
auch im Hirnparenchym (7,6 gegen 10,5 Gefille / Raster) jeweils gegeniiber der
Kontrollgruppe. Dagegen zeigte die Verumgruppe im Versuch III eine deutlich erhdhte
GefdBdichte im Tumorgewebe (7,5 gegen 4,4 Gefdlle / Raster) sowie im Parenchym (7,5
gegen 1,4 GefdlBe / Raster) (s. Abbildungen 47 und 48).

Abbildung 42: Immunhistochemische Markierung von RCA und
standardisiertes Zellraster zur semiquantitativen Bestimmung der GefaBdichte
[ Tumor II R5 aus der Verumgruppe ]
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Abbildung 43: Relative GefdBidichte RCA-positiver Gefille der Priparate aus Versuch II [K=Kontrolle, V=
Verum]
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Abbildung 44: Relative Gefdlldichte RCA-positiver Gefdle der Priparate aus Versuch II[K=Kontrolle, V=
Verum]
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Abbildung 45: Relative Gefaldichte EBA-positiver Gefiale der Préparate aus Versuch II [K=Kontrolle, V=
Verum]
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Abbildung 46: Relative GefaB3dichte EBA-positiver Gefde der Préparate aus Versuch III[K=Kontrolle, V=

Verum]
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Abbildung 47: Relative Gefilidichte CD31-positiver Gefdle der Prdparate aus Versuch II [K=Kontrolle, V=

Verum]
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Abbildung 48: Relative Gefifidichte CD31-positiver Gefdlle der Priparate aus Versuch III [K=Kontrolle, V=

Verum]
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Insgesamt  fallen  uneinheitliche = Ergebnisse = zwischen  den  verschiedenen

immunhistochmischen Markierungen sowie zwischen den Versuchsreihen auf. (s. Tabelle 53)

a) Versuch II

RCA EBA CD31
Tumor 1 W L
Hirnparenchym i 1 5]
b) Versuch III

RCA EBA CD31
Tumor ) 11 17
Hirnparenchym Y ) 1

Tab. 53: Relative GefdBdichte im Tumorgewebe und Hirnparenchym bei RCA-, EBA-, und CD31-Markierungen
bei der Verumgruppe gegeniiber der Kontrollgruppe bei dem a) Versuch II und b) Versuch III.

4.4.3.5.3 Gefalmorphometrie

Die rein qualitative Untersuchung der Gefialmorphometrie zeigte zum Teil stark erweiterte

HirngefaBle vor allem im Zentrum von Tumorausldufern.
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5. Diskussion

5.1 Histologie der Transplantationstumoren F98

Histologisch wiesen die Implantationstumore Infiltrationszonen auf. Diese waren weniger
ausgepragt als beim typischen Glioblastom. Es fanden sich stark aufgeweitete Gefdlle im
Zentrum der Tumorausldufer. Das isomorphe Bild entspricht am ehesten dem eines
kleinzelligen Glioblastoms. Diesem wird ein aggressiveres Proliferationsverhalten
zugeschrieben.

Gegen ein typisches Glioblastom sprachen das Fehlen von Marklagerddem und einer
sogenannten Buntfliche. Weder Nekrosen noch hiufige GefdBproliferate waren im Inneren
des Tumors zu finden.

Die Tumorcharakterisierung anhand der immunhistochemischen Marker GFAP, S100 und
Vimentin entsprach den Ergebnissen von Reifenberger et al., was die Stabilitdt des F98-
Tumors belegt und fiir die Eignung als Modell eines humanen malignen Glioms spricht
(Reifenberger et al. 1989). Die nebeneinander festgestellte Expression von GFAP und
Vimentin zeigte das gleichzeitige typische Vorkommen von Zellen verschiedener Stadien, da

Vimentin unreife und GFAP reife astrogliale Phianotypen charakterisiert.

5.2 Apoptotischer Effekt von Thalidomid

Bei einem disseminierten Nachweis der Apoptose in situ - im Tumor sowie in der
Peripherie - konnte Thalidomid kein Effekt auf den programmierten Zelltod zugeschrieben
werden.

Dies bestitigte frithere Ergebnisse bei einer Untersuchung von Thalidomideffekt auf CTLL-
Zellen (eine murine zytotoxische Zelllinie), T-Zellen und neutrophile Granulozyten (Aseffa et
al. 1997).

Dies spricht hingegen gegen neuere Ergebnisse. Liu et al. haben gezeigt, dass s-Thalidomid
bei der U266 MM Zelllinie, einer multiplen Myelom Zelllinie, liber eine Erhéhung von
[-Kappa-B Protein und eine Abnahme der NF-Kappa-B-Aktivitit sowie iiber Erh6hung des
Bax:Bcl-2 Quotient die Apoptose fordert (Liu et al. 2004).
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5.3 Sedierender Effekt von Thalidomid

Die beobachtete Sedierung weist darauf hin, dass Thalidomid die Blut-Hirn Schranke passiert,
sei es wegen seines Transportes oder durch Zerstorung der Blut-Hirn-Schranke mit Verlust
des Barriereeffektes. Die immunhistochemische Farbung mit EBA spricht fiir eine Blut-Hirn-
Schrankenstérung im Tumorzentrum und das Erhalten der Schranke am Tumorrand und in der
Peripherie (s.u. 4.4.3.3.5.1 Gefamarkierung).

Die mit der HPLC fiir Thalidomid positiven Hirnproben geben keinen Hinweis auf die
Lokalisation des untersuchten Stoffes. Diese Hirnproben bestehen aus Parenchym und
GefaBBen. Da wir aber einen sicheren Sedierungseffekt bei den Tieren nachweisen konnten,
wirkt Thalidomid im Hirnparenchym.

Zusammenfassend muss davon ausgegangen werden, dass Thalidomid in das Hirnparenchym
tiber die intakte Blut-Hirn-Schranke gelangt und bei Ratten sedierend wirkt.

Hiermit werden frithere Ergebnisse bestétigt, die die sedierende Wirkung auch bei Ratten ab

einer bestimmten Dosis zeigten (Fabro et al. 1965).

5.4 Anti-proliferativer Effekt von Thalidomid

In der Kultur der F98 Zellen wies der MTT- Proliferationstest keinen signifikanten Effekt von
Thalidomid auf.

Die immunhistochemisch untersuchte Proliferationsrate der Tumorzellen vor allem mit Anti-
Mib5 (Ki67)-Antikorpern zeigte unterschiedliche Ergebnisse (je nach Versuchsreihe), so dass
kein eindeutiger Effekt von Thalidomid festgestellt werden konnte. Mit Werten von 3,3 bis
17,80 % im Durchschnitt entsprachen sie dagegen typischen Werten fiir das Glioblastoma
multiforme und sind hinsichtlich der Prognose aussagekriftiger als die TumorgroB3e (Coons
et al. 1997). Die typischerweise vorliegende enorme intra- und intertumordse Variabilitdt der
Ki67-Expression wird durch die ausgeprigte Heterogenitit in Differenzierung und Anaplasie
des Glioblastoms erklart.

Trotz fehlender statistischer Signifikanz zeigte die Onkometrie einen deutlichen Unterschied
zwischen der Tumorgrofle beider Gruppen zu Gunsten der Kontrollgruppe. Thalidomid
konnte die Proliferation des Tumors unterdriicken.

Dies erfolgt moglicherweise iiber den antiangiogenetischen Effekt von Thalidomid.
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5.5 Immunmodulatorischer Effekt Thalidomids

Allein durch RT-PCR wurde die TNF- a Expression in situ nachgewiesen. Hierbei konnte
man bei sehr inhomogenen nicht-signifikanten Ergebnissen Thalidomid keinen
immunsuppressiven Effekt zuschreiben. Die Inhomogenitit der Ergebnisse konnte durch die
zu geringe Anzahl der untersuchten Tiere bedingt sein. Die Tatsache, dass TNF-o weder
immunhistochemisch noch durch ELISA (trotz niedriger Nachweisgrenze), oder durch

Western-Blots nachzuweisen war, spricht fiir sehr kleine Mengen von TNF-a in situ.

Da TNF- a in zwei verschiedenen Formen — 16slich und membrangebunden — vorkommt, ist
der Nachweis dieses Zytokins nur eingeschriankt zu bewerten. Die Messungen erfassen hiufig
nur die detektierbare rezeptorbindungsfihige zirkulierende Form, die unter Umstinden gar

nicht die aktive TNF-o Form darstellt.

Das von Thl-Lymphozyten und NK-Zellen sezenierte IFN-y Zytokin konnte weder
immunhistochemisch, noch durch Western-Blots oder durch RT-PCR nachgewiesen werden.
Entweder kam IFN-y unter der Nachweisgrenze dieser Verfahren vor oder war nicht

vorhanden.

Immunhistochemisch konnten weder CD4+ und CD8+ Lymphozyten noch CD68-tragende
Makrophagen nachgewiesen werden. Hiermit wird die Studie von Ménage et al. bestitigt, die
den Mangel an CD4+ Lymphozyten bei Patienten mit Glioblastom nachwiesen (Ménage et al.
1992).

Das Fehlen von Lymphozyten und Makrophagen konnte das Fehlen der IFN-y Sekretion nach
sich ziehen, was wiederum die kleine nachgewiesene Menge von TNF-a erkldren konnte, da

[FN-y die Freisetzung von TNF-a auslost.

Zusammenfassend konnten die immunologischen Mechanismen an dem untersuchten Modell
sowie der immunologische Effekt Thalidomids aufgrund des fehlenden Nachweises wichtiger
Faktoren nicht hinreichend untersucht werden.

Waihrend das humane Glioblastom immunologisch aktiv ist, ist das F98

Transplantationsmodell wahrscheinlich immunologisch inaktiv.
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5.6 Antiangiogenetischer Effekt Thalidomids

Wihrend VEGF weder immunhistochemisch noch durch Western-Blots nachgewiesen wurde,
zeigte die RT-PCR im Durchschnitt eine herunterregulierte VEGF-Expression bei

Tumorhirnen gegeniiber dem gesunden Hirn unabhédngig vom Einsatz Thalidomids.

Zusammentfassend scheint das Tumorwachstum nicht von einer gesteigerten VEGEF-
Expression abhédngig zu sein, was wiederum mit der fehlenden Nekrosen und der dadurch
fehlenden Vaskularisierung korreliert. Die erniedrigte VEGF-Expression bei Tumorhirnen

gegeniiber gesunden Hirnen konnte nicht hinreichend erklart werden.

Die VEGF-Expression wird durch Hypoxie aber auch TNF-a iiber IL-6 induziert. Die hier

gefundene niedrige TNF-a-Expression konnte also die niedrige VEGF-Expression erkliren.

Wihrend die Immunhistochemie keinen Nachweis von FGF2 erbrachte, zeigte die RT-PCR
eine deutlich erhohte FGF2-Expression in allen Versuchen in Tumorhirnen gegeniiber
gesunden Hirnen. Bei dem Versuch II lag die FGF2-Expression der Verumgruppe deutlich

iiber der der Kontrollgruppe (jedoch mit einer extrem hohen Standardabweichung).

Es wird vermutet, dass FGF durch Zellnekrose den extrazelluliren Raum erreicht. Dass FGF
nicht direkt als 16sliches Produkt immunhistochemisch nachzuweisen war, dagegen seine
Expression durch die RT-PCR eindeutig war, konnte darauf hinweisen, dass wenig Zellen der
Matrix oder Endothelzellen nekrotisch waren. Dies korreliert mit dem histologischen Befund

der untersuchten Tumore.

Die niedrige VEGF-Expression neben der hohen FGF2-Expression passt nicht zu der
bekannten Synergie beider Wachstumsfaktoren, wobei FGF2 die Synthese von VEGF in

Tumorzellen fraglich induziert.

Wihrend das Integrin avp3 (CD51/61), vVWF sowie das rattenspezifische Endothelmolekiil
0X43 nicht oder nicht eindeutig nachgewiesen wurden, konnten immunhistochemisch die

Gefallemarker CD31 (PECAM), RCA, EBA und in geringerem Umfang CD54 (ICAM)
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eindeutig nachgewiesen werden. Im Tumor waren GefiBle vor allem am Tumorrand

lokalisiert.

Der Nachweis von EBA spricht fiir eine intakte Blut-Hirn-Schranke am Tumorrand und bei
Tumorausldufern, dagegen fiir eine Blut-Hirn-Schrankenstorung im Tumorzentrum. Hiermit

eignet sich das F98 Tumorimplantationsmodel allgemein fiir pharmakologische Studien.

Auf Fibroblasten und Endothelzellen kann CD54 durch IL-1, TNF-a und IFN-y induziert und
hochreguliert werden. Die niedrige TNF-a-Expression sowie der fehlende Nachweis von

IFN-y konnten die sparliche CD54 Markierung erkléren.

Die Expression von avB3 wird bei invasiven Tumoren unter anderen von VEGF
hochreguliert. Die hier gefundene niedrige VEGF-Expression konnte den fehlenden Nachweis

von avfB3 erkldren.

Zwei bekannte Wege fithren zur Angiogenese. Der erste lduft iber avp3, TNF a und bFGF;
der Zweite iiber das Integrin avB5, VEGF, TGFa und Phorbolester. Da FGF2 hochreguliert
war, konnte es in dieser Studie auf den ersten Weg hinweisen, wobei ovp3 nicht

nachzuweisen war.

Der fehlende Nachweis von vWF konnte durch das Fehlen von avp3 erklédrt werden, da avp3

die zelluldre Adhidsion von vWF vermittelt.

Dass OX43 nicht eindeutig nachgewiesen wurde ist wahrscheinlich damit zu erkléren, dass es

nur grofle Gefdlle markiert und sich hier nur kleine Kapillare fanden.

Die semiquantitative Gefaf3dichteerfassung anhand der Marker RCA, EBA und CD31 zeigte
sehr unterschiedliche Ergebnisse je nach Versuchsreihe und Marker. Im Versuch I waren
mehr mit RCA markierte Gefale im Tumor der Verumgruppe gegeniiber der Kontrollgruppe
und weniger mit EBA und CD31 markierte Gefdle. Im Versuch III fielen die Ergebnisse

umgekehrt aus.
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Wie bei anderen Untersuchungen, ist moglicherweise die Anzahl der Tiere nicht ausreichend,

um signifikante Ergebnisse zu bekommen.

Im Tumor befand sich die groBte Gefddichte am Tumorrand und nicht im Zentrum. Dies
widerspricht trotz vergleichbarer Versuchsdauer von 21 Tage bei insgesamt deutlichen
GefaBBen dem Ergebnis von Seitz et al. 1988, die keinen Unterschied feststellten. Dagegen

belegt es trotz kiirzerer Versuchsdauer das Ergebnis von Deane und Lantos 1981.

Wir konnten hingegen die Ergebnisse von Seitz et al. 1988 beziiglich der GefdBmorphometrie
bestitigen. Erweiterte Gefde konnten vor allem im Zentrum von Tumorauslidufer
nachgewiesen werden, was eine Anpassung an die Tumorversorgung darstellt. Dies kommt

ebenfalls durch angiogenetische Mechanismen zustande.

Paraffinschnitte wéren flir eine Untersuchung der GefiBBemorphometrie jedoch besser

geeignet als Kryoschnitten.

Mit den erweiterten Gefdlen am Tumorrand und in der Peripherie ist die Blutversorgung des
Tumors zum groBten Teil gewihrleistet. Es haben sich dann beim Uberschreiten einer
bestimmten GroBe bei einigen Tumoren Gefifle im Tumorzentrum ausgebildet. Dies
entspricht der oben genannten Theorie von Wesseling et al. 1997. Dagegen widerspricht es
dem Postulat von Folkman (1971), wonach Tumore die Ausbildung eigener Gefdlle durch
Angiogenese ab einer GroBe von 1 mm?® induzieren. Wéhrend bei der durchgefiihrten
Untersuchung alle Tumore des Versuches II mehr als 1 mm?® Volumen hatten (s. u. 4.4.2.3
Onkometrie), wurden anhand CD31 immunhistochemisch Gefa3e im Tumorzentrum nur bei 4
der 6 Tumoren der Kontrollgruppe und 3 der 5 Tumoren der Verumgruppe nachgewiesen.
Diese Gefille konnte man jedoch nicht mit EBA fdrben, was fiir eine Blut-Hirn-

Schrankenstérung im Tumorzentrum spricht.

Fraglich bleibt, ob diese neu gebildeten Gefdlle eine ausreichende Versorgung gewihrleisten,
da sie sich in der Nachbarschaft einer Nekrose befinden (Wesseling et al. 1997). Moglich ist
es wiederum, dass diese beobachteten Nekrosen zuerst vorkommen, eine gewisse Zeit weiter
bestehen, und durch Hypoxie die Angiogenese induzieren. In unseren Tumoren waren

dagegen kleine Tumorgefid3e ohne Nekrose zu finden.
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6. Zusammenfassung

Bei der Untersuchung der antiproliferativen Wirkung Thalidomids bei Gliomen am Beispiel
des F98 Transplantationstumors der Ratte zeigte das Modell eher das histologische Bild eines
infiltrativen kleinzelligen Glioblastoms. Die Histotypisierung bestitigte jedoch seine Eignung
als Modell eines malignen humanen Glioblastoms. Die Ki67 (Mib5)-Proliferationsrate

zwischen 3,3 und 17,80% entsprach derjenigen eines typischen Glioblastoms.

Wihrend apoptische Zellen im Tumor wie in der Peripherie nachzuweisen waren, konnte

Thalidomid kein Effekt auf die Apoptose zugeschrieben werden.

Es konnte im Gegensatz zu vorherigen Erkenntnissen gezeigt werden, dass Thalidomid bei
Nagern in das Hirnparenchym {iber eine am Tumorrand und bei Tumorausliufer intakte Blut-

Hirn-Schranke gelangt und bei den Tieren eine sedierende Wirkung hervorruft.

Eindeutig, aber nicht signifikant, wirkt Thalidomid antiproliferativ, was sich nicht direkt

anhand des Proliferationsindex zeigte, sondern iiber eine Verminderung der Tumorgrofe.

Moglich immunologische Mechanismen sowie der immunologische Effekt von Thalidomid
konnten mit dem hier vorliegenden Transplantationstumor aufgrund des fehlenden
Nachweises wichtiger Faktoren nicht hinreichend untersucht werden. Das Fehlen von
Lymphozyten und Makrophagen kénnte das Fehlen von IFN-y erkldren, was wiederum die
geringen Mengen an TNF-a nach sich zieht. Es konnte kein eindeutiger Effekt Thalidomids
auf TNF-a nachgewiesen werden.

Entgegen Folkmans Postulat wurde keine sichere Angiogenese trotz Uberschreitung der
Tumorgrofe von 1 mm? induziert. Das Tumorwachstum war unabhidngig von der VEGF-
Expression, was den fehlenden Nachweis von avB3 erkldrt. Einzelnen Gefdfle im
Tumorzentrum zeigten eine defekte Blut-Hirn-Schranke.

Viel mehr wurde die Blutversorgung iiber erweiterte Gefale am Tumorrand und im Zentrum
der Tumorausldufer gewéhrleistet, deren Blut-Hirn-Schranke intakt war.

Das Fehlen von Nekrosen konnte trotz Hochregulierung der FGF2-Expression den fehlenden

Nachweis von 16slichem FGF2 erkldren. Die geringe Gefilldichte schrinkt die Eignung des
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6. Zusammenfassung

Modells im Hinblick auf die tumor-assoziierte Angiogenese ein. Ein signifikanter Einfluss

von Thalidomid auf VEGF, FGF2 sowie auf die Gefa3dichte konnte nicht festgestellt werden.

Im Hinblick auf die Angiogenese konnten Paraffinschnitte weitere Einzelheiten beziiglich der
GefdlBmorphometrie liefern.
Was die Untersuchung der Thalidomidwirkungen angeht, konnte ein groBere Anzahl von

Tieren signifikante Ergebnisse ermoglichen.
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Untersuchungen zur antiproliferativen Wirkung von Thalidomid bei Gliomen am Beispiel des
F98 Transplantationstumors der Ratte

Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades der medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitéit Diisseldorf

Vorgelegt von Morgane Legendre

Abstract

Einleitung: Trotz unklarem Mechanismus wurde Thalidomid in letzter Zeit bei immunologischen wie
neoplastischen Erkrankungen vermehrt bei Patienten eingesetzt. Ziel der vorliegenden Arbeit war die
Untersuchung der Wirkung von Thalidomid auf die Proliferation des syngenen, malignen

Implantationsgliommodells F98 der CD Fischer Ratte.

Methoden: 3 Versuchsreihen (14, 12 und 16 Tiere): am Tag 1 Implantation (4 bzw. 5x10° F98 Zellen
in linke Stammganglienregion); ab Tag 7 Thalidomid intraperitoneal 200mg/kg Korpergewicht/d in
DMSO versus Kontrollgruppe DMSO 14 Tage lang; am Tag 21 Tétung der Tiere.

Histologie, Proliferationstest mit MTT, Onkometrie, RP-HPLC, Immunhistochemie, in situ
Hybridisierung, ELISA, Western Blot, RT-PCR.

Ergebnisse: Histologisch zeigte sich das Bild eines infiltrativen kleinzelligen Glioblastoms. Die
Histotypisierung (GFAP, S100 und Vimentin) und die Ki67 (Mib5)-Proliferationsrate zwischen 3,3

und 17,80% bestitigten jedoch seine Eignung als Modell eines malignen humanen Glioblastoms.

Aufgrund des Fehlens von Nekrosen, Odemen und Einblutungen, sowie der eingeschrinkten
immunologischen Reagibilitit und Angioneogenese ist dieses Tumormodell nicht fiir alle

Fragestellungen optimal geeignet.

Im Gegensatz zu vorherigen Erkenntnissen gelangt Thalidomid iiber eine am Tumorrand und bei
Tumorausldufern intakte Blut-Hirn-Schranke in das Hirnparenchym und ruft bei den Nagern eine
sedierende Wirkung hervor. Eindeutig (aber nicht signifikant) wirkt Thalidomid antiproliferativ
(Verminderung des Tumorvolumens). Im Tumor waren VEGF und TNFa herunterreguliert. FGF2 war

hochreguliert. Thalidomid fiihrt zu einer verringerten FGF2 Expression.

Schlussfolgerungen: Der F98 Transplantationstumor ist als Glioblastommodell geeignet. Statt {iber
neu gebildete Gefifle erfolgt die Blutversorgung des Tumors im Modell iiber Erweiterungen
préaexistenter Gefille, was ebenfalls angiogenetischen Mechanismen unterliegt. Thalidomid wirkt {iber
eine intakte Blut-Hirn-Schranke sedierend bei Ratten und - moglicherweise iiber FGF2-Inhibition -

antiproliferativ.
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