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1. Einleitung

Die jahrliche Inzidenz maligner Tumoren des Gehirns betragt 24® /FE00.000 Einwohner.
Dies entspricht 2-3 % aller Neoplasmen. Tumoren des ZNS sind beirKideeh&ufigste
solide Tumorerkrankung und die zweithaufigste Tumor assoziierte TodelsersBei
Erwachsenen im Alter von 15-34 Jahren stellen sie die dritthaufiggsieche fir den
Krebstod dar (HELLMANN et al. 2001).

50-60 % der primaren Hirntumoren sind Gliome. Die bosartigste und Zudiéidfigste
Form ist dasGlioblastom. Es wird laut WHO-Klassifikation dentGrad IV zugeteilt.
Berucksichtigt werden hierbei die histologische Diagnose, derrBiffgerungsgrad und die
postoperative Uberlebenszeit. Meist sind Menschen jenseits des 5Msjadibes davon
betroffen.

Die Klassifikation und Gradierung der Gehirntumoren erfolgt heute demHEmpfehlungen

der Weltgesundheitsorganisation (WHO):

WHO Grad Dignitat Wachstum Prognose Behandlungsschema
I benigne langsam bona OP
I noch benigne| relativ langsam bona OoP
0 bereits maligng relativ schnell dubia OP, Bestrahlungen,
Chemotherapie
\Y maligne schnell infaust OP, Bestrahlungen,

Chemotherapie

Tab. 1: Einteilung der Hirntumoren laut WHO

Das Gehirn als Tumor tragendes Organ weist eine BesonderheiDaum knodchernen
Schédel lediglich ein begrenzter Raum zur Verfigung steht, kannedtaisr@er wachsenden
Gewebemasse nur bedingt ausweichen. Somit kann jedes Neoplasma, wiedizlgut-
oder bosartig, zu einer Steigerung des Hirndrucks flhren. Deshalb dsthaldigste
Erstsymptom der Kopfschmerz, welcher andere Charakteristika iatidl® bereits bekannte:
Typisch fur Kopfschmerzen bei einer Druckerhdhung durch Hirntumorerkrankusigén i
Auftreten wahrend der Nacht oder in den frihen Morgenstunden und eine spcedaariBg



im Verlaufe des Tages. Dies ist durch die Tatsache erklatass, es in der Nacht durch die
liegende Position zu einer Zunahme des Blutvolumens im Schadelinnerert, kweiche im
Laufe des Tages wieder abnimmt. Diese Schmerzen sind durch Gbbgepotent wirkende

Analgetika nicht zu beeinflussen.

Je nach Lokalisation und Ausdehnung des Raum fordernden Prozesses kdonneerdenPat
zusatzlich unter Sehstérungen, epileptischen Anfallen, Lahmungserscheiniingril3en in
der Sprachfertigkeit und Merkfahigkeit, Gefiihlsstorungen/wuter Personlichkeitsverande-

rungen leiden.

An Untersuchungsmethoden stehen zurzeit mehrere Madoglichkeiten zurig\iegt
Grundsatzlich gilt, dass bei jedem Patienten, der unter ungewohntercliopfzen leidet,
eine neurologische Untersuchung sowie eine bildgebende Diagnostik vorgemanenaesn
mussen. Hierbei sindcComputer- und Kernspintomographie die géngigsten Methoden.
Andere Verfahren sind die Aufzeichnung von Hirnstromen (EEG) und die Uifengrdes

Liquors.

Neue bildgebende Verfahren vermitteln zusatzliche Informationen UbeBtdéwechsel und
die Durchblutungsverhéltnisse in bestimmten Hirnarealen und dienen sbermfalls der
Erfassung von Raum fordernden Prozessen. Hierzu zéhlen z.Bosiieonen-Emissions-
Tomographie (PET) und die Single-Photon-Emissions-Computertomographie (SPECT)

Deren Einsatzgebiet befindet sich jedoch grof3tenteils noch im Stadium der Erprobung.

Zur Bestimmung des weiteren Behandlungsverlaufs istidesifizierung des Neoplasmas
notwendig. Hierbei spielt di€’robebiopsie ohne operative Erdffnung des Schadels eine
wichtige Rolle. Im Falle eines GBM ist die Resektion des Tgewebes aufgrund der
rapiden Grol3enzunahme und den damit verbundenen Schmerzen und korpegkesteyen
Einbul3en jedoch unumgénglich. Im Anschluss vorgenomm&ismhlen- sowie

Chemotherapienvervollstdndigen das momentane Behandlungsschema.



Die Prognose des am Glioblastoma multiforme Erkrankten istdhotargischer Behandlung,
Radio- und Chemotherapie aufRerordentlich schlecht. mitdere Uberlebenszeit nach
Diagnosestellung betragt ni®—12 Monate(BARKER et al. 1998).

In der vorliegenden Arbeit wird daantiangiogenetisch wirkende Endostatinuntersucht.
Bislang wurde dieses Protein systemisch verabreicht oder direltsi Hirngewebe injiziert.
In dieser Arbeit werden verkapselte humane Stammzellen direkisidhirn eingepflanzt

und kbénnen das Protein vor Ort sezernieren.



2. Literaturtbersicht

2.1 Glioblastoma multiforme

Das Glioblastoma multiforme gehort zu den am starksten vasketgeisiTumoren. Der Grad
der Vaskularisation korreliert mit dem Grade der Malignitat @esiors, vermutlich weil
Tumoren mit einer hohen Wachstumsrate einen gesteigerten Beddawerstoff und
Nahrstoffen besitzen (PLATE u. MENNEL 1995). Diese starke Vagskalson bietet einen
neuartigen Therapieansatz:

Das Konzept deiWachstumshemmung durch Antiangiogenesest seit den 70er Jahren
bekannt und gehort mittlerweile zu den meistversprechenden Therapeand&LKMAN
1971). Durch das Verhindern der Aussprossung neuer Gefal3e wird ein Sekektaregftie
Gliomzellen erzielt: lhnen wird die Grundlage fur eine weitBreliferation entzogens(
Abb. 1. Zur Verdeutlichung: Eine einzige Endothelzelle ermdglicht dashdétam von 50-
100 Tumorzellen (DHANABAL et al. 1999).

Der Fakt, dass eine physiologische Angiogenese beim Erwachsenescpraktht auftritt
(Ausnahmen s. Kap. 2.4: Angiogenes&cht diese Strategie strengnorspezifisch Das
Problem derdrug resistance welches ein limitierender Faktor bei der Verwendung
traditioneller Chemotherapeutika darstellt, ist hier nicht gegeBednthelzellen besitzen
nicht die genetische Heterogenitat und Instabilitat, welche den Teiter eigen ist
(FOLKMAN 1997).

Abb. 1: Hemmender Effekt des Endostatins auf das Tumorwachstum



2.2 Histogenese

Das GBM entsteht atentdifferenzierten Astrozyten. Diese sind den Gliazellen zuzuordnen,
welche im ZNS 10-50 Mal haufiger vorkommen als Nervenzellen und bestmdigilung

befahigt sind. Zu den Gliazellen zahlen:

1.) Ependymzellen:

Sie kleiden alle Binnenraume des Gehirns und Rickenmarks aus und saicemitapikalen
Zilienbesatz versehen. Sie trennen den Liquor cerebrospinalis vom liefgemtHirn-

nervengewebe.

2.) Oligodendrozyten:

Hierbei handelt es sich um kleine, fortsatzarme Zellen. Sie midae myelaren Umhillung
der zentralen Axone zum Zweck der Isolierung. Ein Oligodendrozyt karmulb® Neuriten

myelinisieren.

3.) Astrozyten:
Die grofiten Gliazellen des ZNS bilden Fortsatze aus, welche emen mit den

Nervenzellen, zum anderen mit der Pia mater in Verbindung stehen unBludgefalen
perivaskular anliegen. Sie sind somit Bestandteil der Blut-Hilweke. Des Weiteren
dienen sie dem Transport nutritiver Substanzen, fungieren als Psfénsynd kdnnen im

Rahmen der Immunabwehr auch Antigene prasentieren.

Es wird zwischerfibrillaren und protoplasmatischenAstrozyten unterschieden. Fibrillare
Astrozyten weisen lange Fortsatze auf und sind hauptsachlich ined@erwSubstanz des
Gehirns zu finden. Protoplasmatische Astrozyten besitzen kurze tFertsédd sind

Uberwiegend in der grauen Substanz lokalisiert.

Glia- und Endothelzellen sind die einzigen Zellen des ZNS, welche zur Teilung befahigt
sind. Ein einziger sich standig teilender Astrozyt kann der Ursdiundje Entstehung eines

Glioblastoms sein. Vermutlich sind Veranderungen an Genen, die koné&wdligiber ein



Gleichgewicht von Zellzyklus und Apoptose wachen, Schuld an diesem ungedfremmt

Wachstum.

2.3 Pathologie

Wie schon das Suffimultiforme vermuten lasst, zeigt sich der Tumor makroskopisch in den
verschiedensten Formen: Es lassen sich sowohl gelbe Nekrosebezirke6Gtiicke
Einblutungen als auch perifokale Odembildung und die typische glasdtig@rmasse
finden. Der Tumor liegt oft frontotemporal und kann sich Uber den Balkerarmeren
Hemisphare hin ausbreiten. Man bezeichnet dies dann als Schmetterlingsgliom.
Histologisch zeigt sich ebenfalls ein vielfaltiges Bild: &gstieren sowohl klein- als auch
grol3zellige Varianten mit z.T. mehreren Kernen. Die Zelldicktehoch. Es lassen sich
girlandenartige Nekrosen mit begrenzender palisadenartiger Anordnungode vitalen
Tumorzellen des Randgebietes finden. Auffallend sind die vielen, tsdwatypischen
Mitosen und ausgepragte Gefal3neubildungen mit abnorm grof3en, glomerut@daets
Kapillaren. Die hohe Gefal3dichte ist typisch fur das GBM und eines der
Unterscheidungskriterien zwischen dem WHO-Grad Il und IV.

Durch die diffus-infiltrative Art des Wachstums ist eine komplette Resektion des
Glioblastoms nicht moglich — vereinzelte Zellen verbleiben im @Gebird bilden so den
Ursprung fur die Heranbildung eines erneuten Tumors.

Die Bildung entfernt gelegener Metastasen tritt selten aafeschwemmte Tumorzellen sind
wahrend des hamatogenen Transports nicht in der Lage, an Endotheladdi@den. Somit
kénnen sie nicht ins Gewebe gelangen, um an anderer Stelle das Waehsts weiteren
Neoplasmas zu initiieren (GREENE u. HARVEY 1964). Zudem schittePderartumor
antiangiogene Substanzen aus, die in einiger Entfernung liegende Tlenoape Wachstum
hindern. Dieses Stadium der Ruhe wird ddsmant state bezeichnet. In dieser Zone finden
sich eine normale Proliferationsrate, vermehrte Apoptose und unzureiciNzmles-
kularisation. KIRSCH et al. (2000) fanden heraus, dass bei Entfernuryidestumors die

Hemmung wegfallt und dies mdglicherweise ein Rezidiv hervorruft.



2.4 Angiogenese

Angiogenese, die Bildung neuer Blutgefal3e aus bereits existierdadgifien, ist ein
grundlegender Prozess wéahrend des Wachstums und im weiblichen Reprodykitisn&ie
spielt aber auch in pathologischen Prozessen eine Rolle, wie z.8erb@/undheilung, der
Retinopathia diabetica oder aber dem Wachstum von Tumoren. Normaéekoeeimt es im
Organismus gesunder Erwachsener nicht zur Ausbildung neuer BlutgEféfighelzellen
gehoéren zu deam wenigsten mitotisch aktiven Zellendes Kérpers. Die Teilungsaktivitat
liegt bei 0,01 %. Somit durchlauft lediglich eine von 10.000 Zellen zu jeoeliebigen
Zeitpunkt den Zellzyklus. Folglich teilt sich jede Endothelzelle rauraile drei Jahre. Im
Gegensatz dazu befinden sich ungefahtoldller Darmepithelzellen in mitotischer Aktivitéat
(ENGERMAN et al. 1967; HOBSON u. DENEKAMP 1984)

Die Blutgefalbildung unterliegt der strengen Kontrolle regulatioeisc Proteine.
Ublicherweise liegen Inhibitoren wie Endostatin, Angiostatin (Spadipkte von Kollagen
XVIII bzw. Plasminogen) oder TIMP 1,2 & 3 in héheren Konzentrationen woAklivatoren
(z.B. VEGF, bFGF und TNF). Bei einem im Wachstum befindlichen Tumor ist dieses
Gleichgewicht aul3er Kraft gesetzt.

2.5 Angiogenese der Hirntumoren

Ab einer GroRe von ca. 1-2 mnst die Versorgung der im Inneren des Tumors befindlichen
Zellen durch Diffusion unzureichend. Um weiter an GrofRe zunehmen zu kénnengimuss
Versorgungswerk aus Kapillaren geschaffen werden (FOLKMAN 199@xdpiProzess wird
alsRekrutierung von Blutgefaenbezeichnet.

Der Beginn der Ausschittung angiogener Faktoren von Seiten der Glemzetd als
angiogenic switchbetitelt (FOLKMAN u. SHING 1992HANAHAN u. FOLKMAN 1996).

Die Expression wird getriggert durch Umweltsignale und germetis@ktoren, wie z.B. der

Mangel an Sauerstoff oder ein niedriger pH-Wert.



VEGF ist ein wichtiger Faktor, welcher in diesem Zusammenhang geneamdéen muss: Es
handelt sich hierbei um einen Wachstumsfaktor, welchrer hohem Grade von
Glioblastomzellen exprimiert wird (ca. 50 Mal mehr als in einem Astrozytom geringeren
Grades). Das Gen fir dieses Protein enthélt einen Bereich, wskhsbel auf hypoxische
Verhdltnisse reagiert: Durch die rasche Volumenzunahme des Tmomnt es durch
vaskulare Mangelversorgung der Zellen zu Nekrosen. Die entstehendeesisgung mit
Sauerstoff fuhrt dann zu einer vermehrten Expression an VEGF (PLATE et al. 1993).

Die Wirkung dieses Wachstumsfaktors besteht in einer Anregung ittegemen Aktivitat
von Endothelzellen. Schon vorhandene Gefal3zellen teilen sich und bilden neue &psoss
(s. Abb. 2. Der entsprechende Rezeptor fur VEG®BR/flk-1 , welcher normalerweise im
gesunden Hirngewebe nicht von Endothelzellen exprimiert wird, wird in hdWiaffe in
Tumorendothelzellen synthetisiert (PLATE et al. 1992).

Auch FGF-1 und -2 (fibroblast growth factor) sind wichtige Proteine, welche von
Tumorzellen mit Beginn des angiogenic switch exprimiert werdenhdhdelt sich hierbei
ebenfalls um sehr potente angiogene Aktivatoren (DUNN et al. 2000).

Ein Schlisselenzym im Rahmen der Angiogenese isMdieixmetalloproteinase (MMP).
Tumorzellinvasion und —migration erfordern eine komplexe Interaktionchess den
Tumorzellen und der extrazellularen Matrix (EZM). Durch die Sekme spezifischer
proteolytischer Enzyme wird diese Matrix degradiert und somit Alesdehnung der

Tumormasse der Weg bereitet.

Das Gefal3system maligner Tumoren unterscheidet sich sowohl stiukals auch

funktionell von normalen Hirnkapillaren. Histologisch betrachtet wéist gesunde Kapillare
im Querschnitt eine oder zwei Endothelzellen auf. Dahingegen dagytGefal3bild eines
malignen Neoplasmas eirendotheliale Hyperplasie mit bis zu zehn Endothelzellen im
Querschnitt (BREM et al. 1972). Diese Gefalie sind oftmals dilatred stark gewunden.
Trotz der vermehrten Anzahl an Zellen liegt eine gesteigéttgmeabilitat der
Tumorblutgefal3e vor: Fenestrationen und ein stellenweiser Verlusigbejunctions treten

auf, die endotheliale Barriere wird durchlassig. VEGF wird dwg&ung zugeschrieben und



ist daher auch unter dem Namen vaskularer Permeabilitatsfal®éi) @ekannt (SENGER et
al. 1983; BATES u. HARPER 2002).

Proliferation — Hypoxie
Angiogenese — VEGF

Abb. 2: Der circulus vitiosus von Angiogenese und Tumorproliferation

2.6 Blut-Hirn-Schranke

Diese aus Kapillarendothel samt Basalmembran und den Oberflachbramem der
Gliazellen bestehende Schutzeinrichtung fungiert @&isffwechselbarriere Durch die
hiermit geschaffene selektive Durchlassigkeit unterliegt deffébistausch des ZNS einer
aktiven Kontrolle und strengen Uberwachung. Lediglich niedrigmolekulgsephile
Substanzen kénnen die Schranke passieren.

Unter bestimmten Voraussetzungen wie z.B. Fieber, die AnwesenheBakberientoxinen
im Blut oder aber aucturch Tumoren kann die Integritat dieser Barriere gestort sein
Die neu gebildeten Tumorgefal3e weisen keinen dichten Zellverband aufn Zigaléndert
sich die Expression einiger Transporterproteine. Diese StorungHiferid® typisch fur das
Glioblastoma multiforme und wird zum grof3en Teil der Wirkung von VEGgegchrieben
(s. Kap. 2.5:Angiogenese der HirntumorgnSo kommt es oftmals bei der Ausbildung
kranieller Neoplasmen zu einéddembildung durch vermehrte GefaRpermeabilitat. Der
dadurch ansteigende Hirndruck inklusive der einhergehenden Symptome sints aftena

ersten Warnzeichen, welche den Patienten auf seine Erkrankung hin aufmerksam machen.
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2.7 Angiogeneseinhibitoren

Im gesunden adulten Organismus sind K@nzentrationen an Angiogeneseinhibitoren

hoher als die der —aktivatoren Wird dieses Verhaltnis gestort, kann es zu einer Proliferation

der BlutgefalRe mit damit einhergehenden pathologischen Prozessen kommen.

Bis zum heutigen Tage wurden insgesatbt endogene Hemmerder Blutgefal3bildung

entdeckt. FUnf unter ihnen befinden sich bereits in klinischen Studien der Phasen Il und Il

© © N o g s~ wDdPRE
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Tab. 2:

Alphastatin

Angiostatin

Arresten

Anti-thrombin Il (truncated)
Canstatin

Endostatin

Fibulin-5

Interferon-beta

2-Methoxydstradiol

. Pigment epithelial derived factor (PEDF)
. Plattchenfaktor 4 (PF4)

. Tetrahydrokortisol

. Thrombospondin-1

. TIMP-2

. Tumstatin

. Fragment of histidine-rich glycoprotein

Phase Il

Phase I

Phase I

Phase Il
Phase Il

Liste der bislang entdeckten Angiogenesehemmer (enthommen aus: Endogenous

angiogenesis inhibitors, Judah Folkman, 2004). Die aufgefuhrten Inhibitoren der

Blutgefal3bildung werden unter

anderem zur

Behandlung der pulmonaren

Hamangiomatose, Hadmangiomen des Gehirns, der Leber und der Atemwege sowie

zur Bek&dmpfung von Riesenzelltumoren eingesetzt.
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Es existieren drei verschiedene Arten yYorgiogeneseinhibitoren

Typ-I-Inhibitoren  blockieren ein einzelnes angiogenes Protein (z.B. VEGF). Diese
Angiogeneseblocker rufen jedoch nach einiger Zeit eine Resisteviar:htan spricht von
acquired drug resistance

Zu den Typ-ll-Inhibitoren werden Substanzen gezahlt, welche zwei oder drei die Blut-
gefal3bildung férdernde Proteine hemmen.

Typ-lll-Inhibitoren  besitzen der Definition nach ein breites Spektrum an Zielen, welche

antiangiogene Wirkungen hervorrufen. Hierzu zahlt aucledaestatin.

2.8 Endostatin

Bei dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten therapeutischen Phatailelt es sich um
ein 22 kDa schweresSpaltprodukt des Kollagens XVIII, welches als Geristeiweil3
hauptsachlich in perivaskularen Membranen vorzufinden ist. Es bedarfpenteolytischen
Abtrennung des C-terminalen Endes des Kollagens, um Endostatin freezusetd damit zu
aktivieren. Die Fahigkeit zur Hemmung der Blutgefal3neubildung entde€KREILLY et
al. (1997).

Uber die Halbwertszeit des Proteins sind in der Literatur witiedliche Angaben zu finden:
Laut dem "Pionier’ der Theorie, dass Tumoren angiogeneseabhangigusial Folkman),
ist die Halfte der Ausgangssubstanz an Endostatin nach sieben Stundsetzing OKI et al.
2001). BJERKVIG et al. (2003) sprechen von 10,7 h.

Uber den genauen Wirkmechanismus auf molekularer Ebene sowie bamtaran
beteiligten Rezeptoren herrschen unterschiedliche Meinungen. Gesishgddoch die
Tatsache, dass Endostatin sowohl die Verbindungen zwischen Endothelzellen und
umgebender Matrix als auch den zytoskelettalen Aufbau der Endotéelselbst beeinflusst
(DIXELIUS et al. 2002; KEEZER et al. 2003).
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Nach der Behandlung mit Endostatin weisen Endothelzellen Merkmal@&pgtose auf:
Durch einen Anstieg der Aktivitat der intrazellularen Proteassp@se 3 wird die DNS
abgebaut. Antiapoptotische Proteine treten in verminderter Anzahl asétzfich wird
vermehrt Phosphatidylserin aus der Zelle heraus an die Oberfléaduhleust, welches
ebenfalls ein Zeichen des beginnenden programmierten Zelltods HBINBBAL et al.
1999).

In-vitro-Versuche haben gezeigt, dass Endostatin zwar die Protiferson Endothelzellen
hemmt, jedoch keinerlei Wirkung auf Tumorzellen oder Zellen nicht endaitrel Typs
ausibt (DHANABAL et al. 1999). Somit gilt die Therapie @isorspezifisch

KIM et al. (2002) stellten einen direkten Zusammenhang zwischen Etidogted dem
Rezeptor fur VEGF an der Oberflache von Endothelzell€BDR/FIk-1, fest. Ihren
Ergebnissen nach blockiert Endostatin durch seine Bindung an diesen Reteggen
Phosphorylierung durch seinen regulédren Liganden. Somit kommt es zu $topm der
nachfolgenden intrazellularen Schritte. In-vitro-Versuche zeigtee éibhangigkeit der
Rezeptorblockade von der Konzentration und der Dauer der Prainkubation mitafndost
Eine direkte Interaktion zwischen Endostatin und VEGF konnte durch Atfnita
chromatographie ausgeschlossen werden (KIM et al. 2002).

Durch die Blockierung des Rezeptors fir VEGF kommt es nicht zu elfieengang der
ruhenden Endothelzellen in die Synthesephase des Zellzyklus. Stattdeddeibt die Zelle
im G;-Stadium. Eine wichtige Rolle beim Eintritt der Zellen von @ach S spielt daSyclin
D1. Durch Endostatin bleibt die Hochregulierung der mRNS mit anschlieRExgeession
aus. Die Zelle verbleibt im Ruhestadium (HANAI et al. 2002).

Durch Endostatin werden folgende Effekte auf die Morphologie der Tumosbg erzielt:
Die Gefal3dichte und der Durchmesser der Gefalie werden verringest,zw einer
Beeintrachtigung der gesamten Funktionalitat fuhrt (BJERKVIGIeR003). Histologisch
stellen sich Tumorblutgefalle mit einendothelialen Hyperplasie mit bis zu zehn

Endothelzellen im Querschnitt dar (BREM et al. 1972), sind gewunden und z.T. fenestriert.
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Dartber hinaus hemmt Endostatin die Migration von Endothelzellen, welchk Y&GF
und FGF-2 angeregt wurden. Auf unstimulierte Blutgefaf3zellen tbt Emdog¢aloch
keinerlei Wirkung aus (TADDEI at al. 1999).

Die Wachstumsunterbrechung von Tumoren im lebenden Organismus mit \Hiffe
Endostatin wurde von mehreren Arbeitsgruppen untersucht: O'REILLY €t98l7) stellten
eine dosisabhangige Hemmung der Grofienzunahme von in Mausen induzen
priméren Lungentumoren fest. Die systemische Applikation von 2@/kg Endostatin s.c.
Uber einen Zeitraum von 16 Tagen verursachte eine bis zu 99%ige dRagrees
Tumorvolumens. Eine signifikante Verminderung des Wachstums war schoeinegi
taglichen Dosis von 2,5mg/kg zu verzeichnen. Hierzu ist anzumerken, dass die
Proliferationsrate der Karzinomzellen sowohl in unbehandelten als iautfehandelten
Mausen gleich hoch war. Jedoch lag die Apoptoserate von Tumorzellennmtdéndostatin
behandelten Tieren sieben Mal hoher (O'REILLY et al. 1997).

READ et al. (2000) beschrieben ebenfalls eine erfolgreiche Wirkumdzddostatins: In den
Versuchen wurde das Protein von verkapselten humanen Nierenzellen (293ezedoed.
Ratten mit induziertem GBM, welchen Endostatin produzierende Kapsgiakraniell
implantiert wurden, lebten um 84 % langer als nicht behandelte Komtr@llt77 % der
behandelten Hirntumoren wiesen grof3e zentrale avaskulare Nekrosem@ufpoptotische
und hypoxische Bezirke wurden induziert. Vier Monate nach der Implane@atimommene
Kapseln wiesen noch A lebende Zellen auf. Der vitale Anteil von in vitro kultivierten
Kapseln lag nach dem gleichen Zeitraum bei 85 % (READ et al. 2000).

Auch JOKI et al. (2001) beschéftigten sich mit dem Wachstumsvenheaiher Gliomzell-
Linie unter Endostatineinfluss: Mit dem Gen fiur Endostatin traesteziBHK-Zellen wurden
mikroverkapselt und zehn Tage nach Applikation von Tumorzellen in 0,5 cmritntéezum
induzierten Tumorgewebe hin injiziert. EIf Tage spater erfoldte Resektion und
Gewichtsbestimmung der Neoplasien. Die Resultate ergaben eine ge,B¥iuktion des
Gewichts (JOKI et al. 2001).
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Endostatin diffundiert im Hirngewebe entsprechend READ et al. (2001) giberDistanz
von 1-1,7 mm In Einzelfallen konnte die Autorin es auch in einer Entfernung von 4-6 mm
nachweisen (READ et al. 2001)

Ein grof3er Vorteil der Anwendung von Endostatin ist tkbdlende Induktion einer
Resistenz Aufgrund der Homogenitat und genetischen Stabilitat von Endothelzdildass
Risiko einer Resistenzentwicklung als sehr gering einzustufen. éiediutationsrate ist

sehr niedrig. Tumorzellen hingegen sind keine fixen Ziele bei der Behandlung mit
Chemotherapeutika: IThr Genom unterliegt standigen Veranderungen. Biendeing eines
Zytostatikums wie z.B. Cyclophosphamid (INN) fihrt zu einer erworbeResistenz
aufgrund der Selektion der Tumorzellen, welche nicht durch dieses Mesikdmaeinflusst
wurden. Somit kommt es zu einer Subpopulation an resistenten Tumorzedlehe wach
Unterbrechung der medikamentdsen Therapie zu einem erneuten Wachstueoptasiien
filhrt (KERBEL 1997).

BOEHM et al. (1997) fuhrten ebenfalls Versuche mit Endostatin durckorileres
Augenmerk legten sie auf das Wachstumsverhalten der induzierten &rusmwie auf das
eventuelle Auftreten von Resistenzen von Seiten der EndothelzellenAigogenese-
hemmer wurde Mausen mit entweder Lungenkarzinomen, Fibrosarkomen oderoMeh
verabreicht. Nach der Ruckbildung der Tumoren wurde die Behandlung unterbrochen und
erneut aufgenommen, nachdem eine bestimmte Grél3e erreicht wordémebanach Ablauf
von sechs Behandlungszyklen rief Endostd@ine Resistenzhervor. Das Zytostatikum
Cyclophosphamid (INN) verursachte hingegen schon nach Beendigung desnzWaihus
eine Widerstandsfahigkeit der Krebszellen gegen das Medikament.

Die Versuche von BOEHM (1997) fuhrten zu einem weiteren, nicht estgart
Erkenntnisgewinn: Wiederholte Behandlungszyklen mit Endostatin wurdenggefoh
verlangerten Phasen des Ruhestadiums der Tumoreiidormant state, s. Kap. 2.3:
Pathologig (BOEHM et al. 1997).

Einen Zusammenhang zwischen der Konzentration an Endostatin und der Inzahenz

Krebserkrankungen, welche mit soliden Tumoren einhergehen, entdeckten K@RIAI.
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(2001): Eine Studie an 17.897 Patienten mit Down-Syndrom ergab nur 0,1 % de®terw
Wertes. Ausnahmen waren die vergleichbare Rate an Neuerkrankundéodeekrebs und
die vermehrte Zahl an Leukamieerkrankungen bei Kindern.

Das auf den ersten Blick erstaunliche Ergebnis ist folgendernmaREmbar: Personen mit
Trisomie 21 besitzen einen signifikant hoheren Level an zirkuliererftedostatin. Dies ist
auf die dreifache Ausfiilhrung des Chromosoms 21 zurtickzufiihren, auf welchetiasiGen
fur Kollagen XVIII befindet. Der Referenzbereich fur Endostategti bei 20+11 ng/ml,
verglichen mit 39+20 ng/ml bei Down-Patienten. Die Autoren vermuten daestiedy von

einem Drittel der normalen Endostatinkonzentration als effektivaleatische Dosis, um

eine bezeichnende Hemmung solider Tumorerkrankungen zu erzielen (ZORICK et al. 2001).

2.9 Verkapselungstechnologie

Bei dem zur Zellverkapselung verwendeten Material handelt esusiclein anionisches
Oligosaccharid welches aus den Zellwdnden von Braunalgen gewonnen wird. Auf der
Aul3enseite der Zellwéande befindet sich Alginsaure, eine gelatge&ubstanz, welche dem
Pektin &hnelt. In der Nahrungsmittelindustrie findet Alginat Verwendalagemulgator bei

der Herstellung von Speiseeis, als Verdickungsmittel, Stabilisator Gelbildner. Des

Weiteren dient es als Dinger und zur Gewinnung von lod.

Alginat besteht aus 1,4-verknupftBrD-Mannuronsaure- (M) und -L-Guluronséaure- (G)
Monomeren §. Abb. 3, wobei deren Sequenz und Zusammensetzung variieren kdnnen. Diese
beiden Molekule fuhren zur Bildung eines quervernetzten Polymers.

Die Eigenschaften des Alginats sind abhangig vom prozentualen AleeilG- und M-
Sequenzen und der Art der gebundenen Kationen: Monovalente Kationen und
Magnesiumionen induzieren im Gegensatz zu divalenten Kationen keibddGaj. Ein

hoher Anteil an Guluronsaure unter Verwendung von zweiwertigen Barium- und

Strontiumionen bildet hingegen ein stabiles Gel. Eine Ausnahme bildet hier dagWalzi
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Abb. 3: Molekulstruktur der am Aufbau des Alginats beteiligten Monomeren

Die zugesetzten lonen werden zwischen die Guluronsauresequenzen eingdd@hiren zu
einem dreidimensionalen Netzwerk. Durch so geschaffemen kann einStoffaustauschin
beide Richtungen geschehen: Die Versorgung der verkapselten Zdll®pn amd Nahrstoffen
durch Diffusion ist ungehindert moglich. Ebenso ist der Austritt degkstdffes
gewéhrleistet, das Eindringen hohermolekularer Substanzen wie zuspieBeion
Antikorpern wird jedoch unterbundes. (Abb. 4. Durch die Immobilitat der produzierenden

Zellen kdnnen hohe Konzentrationen von Endostatin direkt am Tumorgewebe erzielt werden.

Das Risiko einerAbstof3ungsreaktion kann unter Verwendung eines hohen Anteils an
Guluronsaure verringert werden (KULSENG et al. 13990N-SHIONG et al. 1992b), da so
die Stimulierung der Zytokinproduktion durch koérpereigene Monozyten und das damit

einhergehende Uberwachsen der Kapseln mit Fibroblasten minimiert werden kénnen.

Die Verkapselung fremder Zellen in eine auf Hydrogelen basiendiadiex ist eine elegante
Methode, dasmmunsystem zu umgehen(AEBISCHER et al. 1988). Dartber hinaus ist die
Gefahr derMutagenitdt oder Onkogenitat bei intakter Kapsel nahezu ausgeschlossen
(TSENG u. AEBISCHER 2000). Das von den Zellen gebildete therapeufsobein kann
direkt vor Ort im Gehirn ohne Beeinflussung der BHS in hohen Konzentratiir&en.
Diese Methode beinhaltet die gentherapeutische Behandigrdes am GBM Erkrankten,

ohne dessen Genom zu verdnderZudem ist eine Immunsuppression tberflissig.
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Die Verkapselungstechnologie wird bisher in einer ganzen Reihe vomkhé&iten wie
Anédmien, Zwergenwuchs und Insuffizienzen der Hypophyse und des ZNS imisGiidin
Versuchen angewendet. In einigen Fallen sind schon therapeutische rddeinee
durchgefuhrt worden, so z.B. bei Diabetes mellitus (SOON-SHIONGI.e1994), dem
Pankreaskarzinom (LOHR et al. 2001) und Hypoparathyreoidismus (HASSE et al. 1997).

:tle Oberfléche
. ‘ Alginat
GomelielZellen™

\lnllﬂrpor f
~
| O
Abb. 4: Prinzip der Mikroverkapselung: Durch die Poren der Alginatmatsik ein

Stoffaustausch in beide Richtungen moéglich. Hohermolekulare Substanzen wie z. B.

Antikorper kdnnen nicht ins Innere gelangen.

2.10 Bisherige Therapieversuche des GBM

Das heutige "Therapiepaket™ wird mit eimfiirurgischen Entfernung des Tumorgewebes
eingeleitet. Durch die diffus-infiltrative Art des Wachstuntseime komplette Resektion des
Glioblastoms jedoch nicht mdglich — vereinzelte Zellen verbleiberGehirn. Gliome V.
Grades rezidivieren praktisch immer (KLEIHUES et al. 1997).

Deswegen muss sich der PatieBéstrahlungen unterziehen.Fraktionierte Gamma-
Strahlen wirken vorwiegend durch die Zerstérung von Tumorgefal3en und weniger durch die

direkte Abtétung von Tumorzellen. Jedoch tragen die durch die ionisierenaleluSgy
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hervorgerufenen DNS-Schaden zusatzlich zu einem Absterben von Glembell. Die
Bestrahlungen beginnen zwei bis vier Wochen nach dem chirurgischeniffEisge
erstrecken sich Uber einen Zeitraum von vier bis sechs Wochen und wégleh

vorgenommen.

Eine Mdglichkeit dempermanenten Bestrahlungbesteht in der intratumoralen Applikation
radioaktiver Quellen ifterstitielle Strahlentherapie / Brachytherapie). Diese alsSeeds
bezeichneten Implantate haben die Grél3e eines Reiskorns und werdesreotaktischem
Verfahren in den Tumor eingebracht. Je nach Schweregrad des Tumoryeamdeker
Vorbehandlung verbleiben sie dort fir eine Zeitdauer von bis zu neun Monat&nigen

Fallen wird von einer Entfernung abgesehen.

Eine Chemotherapie soll mit Hilfe zytotoxischer Substanzen die nach chirurgischer
Tumorentfernung noch im Hirngewebe verbliebenen Tumorzellen reduzieremisfumird
sie intravends verabreicht, einige Substanzen entfalten aber auch digeprale
Applikationsroute eine hohe biologische Verfugbarkeit und kénnen die BHS isichestder

Konzentration passieren.

Es besteht noch eine weitere, atdratumorale Chemotherapie bezeichnete Therapie-
maoglichkeit: Hierbei werden biodegradierbare Polymere, in denen lematherapeutikum
eingelagert ist, in die Resektionshohle verbracht. DieseWas$ers betitelten kleinen

Tabletten I6sen sich Uber mehrere Wochen hinweg auf und setzen den Wirkstoff frei.

Neben den oben genannten verbreiteten Therapieansatzen existierenwaitéye, bisher
z.T. noch in der Entwicklung befindliche Methoden. Hierbei handelt es sickougenannte
biologische Therapien, bei denen Tumorzellen selbst selektiv beeinflesdén, bzw. ihr
Umfeld moduliert wird. Hierzu z&ahlenmmuntherapie, Immunotoxintherapie, Gen-

therapie sowie dieangiogenetisch& herapie.
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2.11 Zielsetzung dieser Studie

Vor dem Hintergrund der infausten Prognose - trotz aggressivisegagdieversuche bei der
Diagnosestellung Glioblastoma multiforme - hat man in den letdsmmen vermehrtes
Augenmerk auf alternative Heilmethoden gerichtet.

Das Tierversuchsvorhaben mit dem Aktenzeict)9.6-42502-04 758 diente der Ent-
wicklung einerex-vivo-Gentherapievon Glioblastomen mittels alginatverkapselter humaner
mesenchymaler Stammzellen, welche Endostatin sezerniereBe{éﬁi). Die Wirksamkeit
dieser neuen Therapieform ist tierexperimentell bewiesen &I5U. LUND-JOHANSEN
2003). Durch die hier durchgefiihrten Versuche soll fir eine klinische enelung die
Anwendungssicherheit und die Wirksamkeit von CellB8ader Firma CellMed AG
untersucht werden. Der Kklinische Einsatz soll — vorbehaltlich der rZomsthg der
Ethikkommission — durch die INI Hannover GmbH gemeinsam mit der Neusolem
Klinik der MHH durchgefuhrt werden.

Im Hinblick auf den ersten klinischen Einsatz der CellBBadarden die Untersuchungen

unter folgenden Gesichtspunkten durchgefihrt:

1.) Das Verhalten der Alginatkapsel nach Langzeitimplantation im Gehirn:

Uberpriufung der Immunabschirmung

2.) Die Umgebungsreaktion des Gehirns auf das Implantat:

Uberprufung der Biokompatibilitat

3.) Das Verhalten der verkapselten Zellen nach Langzeitimplantation:

Uberpriifung der Vitalitat

4.) Die Auswirkungen der Implantation von CellBe3dsif das Wachstum des Tumors:

Uberprifung der Wirksamkeit
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3. Materialien und Methoden
3.1 Materialien

3.1.1 Versuchstiere

Das Tierversuchsvorhaben mit dem Aktenzeich88.6-42502-04 758 wurde aml7. Méarz

2004 von derBezirksregierung Hannovergenehmigt.

Uberpriifung deBiokompatibilitat der CellBead%

Es wurden verwendet:

Zehn Nacktrattenrqu/rnu), darunter sechs Bocke und vier Weibchen, welche aufgrund einer
Thymusaplasie immundefizient waren. Es handelte sich um 16 bis 19 Waltddiere mit
einem Gewicht von 170 bis 270 g.

Als immunkompetenter Rattenstamm wurden zwo6lf BD IX-Ratten vede® hierunter
waren ausschlie3lich ménnliche Tiere mit einem Gewicht von 220 big.33@ waren zum

Zeitpunkt der Implantationen zwischen acht und 14 Wochen alt.

Uberpriifung deWirksamkeit der CellBead®

Samtliche Versuche wurden an 29 BD IX-Ratten beiderlei Geschlaairigenommen.

Darunter befanden sich 15 mannliche und 14 weibliche Tiere im Alter vbis 8D Wochen.
Das Korpergewicht lag zwischen 230 und 400 g.

Herkunft:
Die Tiere wurden ohne Ausnahme aus dem Zentralen TierlaboratoriuMedbzinischen
Hochschule Hannover bezogen.

3.1.2 Haltungsbedingungen
Die Ratten wurden in Gruppengrof3en von bis zu drei gleichgeschlechtliGhen in

Makrolor®-Kafigen Typ IV gehalten. Zum besonderen Schutz der infektanfalligen

Nacktratten wurden Filterdeckel verwendet.
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Eingestreut wurde mit bedding 3-4. Die Reinigung der Kafige edagt Mal pro Woche.
Trinkwasser wurde zwei Mal wochentlich gewechselt und stand zietgeien Verfiigung.
Futter wurde ebenfalls ad libitum verabreicht.

Die Raumtemperatur im Haltungszimmer lag gleich bleibend béC2bei einer relativen
Luftfeuchte von 53%. Die Belichtungsdauer betrug b2(6.00 bis 18.00 MEZ) bei einer
Beleuchtungsstarke von 350 Lux.

Im Rahmen der Versuche zur Uberprifung der Immunabschirmung und Biokonitgaiileit
CellBead§ wurden die Tiere im Anschluss an die Operation drei Tage lazglrigehalten,
um ein frihzeitiges gegenseitiges Entfernen des Nahtmaterials zu vanhinder

Wahrend der Hauptversuche sal3en die betreffenden Ratten bis zum Zeitmunkt
Perfusionsfixierung einzeln in MakrolBnKéfigen Typ Il

Vor Betreten des Rattenstalls wurden sdmtliche MalRnahmen eoekenbarriere getroffen.
Zweimal wochentlich wurde eine intensive Reinigung des Raumes I%iger
Desinfektionslésung speziell fir Oberflachen vorgenommen.

Samtliche Versuche fanden &1-Bereich der INI Hannover GmbH statt.

3.1.3 CellBead®

Bei den Implantaten handelte es sich afginatverkapselte, gentechnisch modifizierte
Zellen, welche Endostatin freisetzten (s. Abb. 1) Diese CellBeads auch als
Bioreaktoren bezeichnet, fungierten somit als zellulare Minipumpen. Sie wurdehtdirs
Gehirn verbracht und konnten permanent den gewtunschten Wirkstoff freisézieh die
Poren der dreidimensionalen Alginatmatrix war sowohl die VersorgiergZellen mit
Sauerstoff und Nahrstoffen als auch die Abgabe an Stoffwechselprodektéhrigistet. Ein

Eindringen von Immunglobulinen in das Zellinnere war aufgrund deren Groéf3e nicht moglich.

Vorteile der Bioreaktortechnologie liegen zum einen in Bezielung hoher Wirkstoff-
konzentrationen direkt am Zielort unter Umgehung der Blut-Hirn-Schranke. Zum

anderen sind die Mikrokapselmicht immunogen und machen die Gabe von
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Immunsuppressiva uberflissig. Des Weiteren ist getherapeutische Behandlung des

Patienten moglich, ohne dessen Genom zu verandern.

Unter Anwendung eines Plasmids wurde die zur Verkapselung verwertdeten&ll-Linie
mit der DNS fur Endostatin ausgestattet. Endostatin ist in vivo ein Spaltprodukbtiagens
XVIII und wird in der Zelle nicht als eigenstandiges Protein synthetisiert.

Die CellBead$’ der Firma CellMed AG wurden folgendermaRen hergestellt: Mit dem Gen
fur Endostatin transfizierte humane Stammzellen (hMSZ) wurdereimér Zelldichte von
3x 10 Zellen/ml Alginatiésung in einem 20 mM BgCl-Fallbad mit 10% Goldanteil
vertropft. Der DUsendurchmesser zur Herstellung des Zellen bemdeaiteAlginats betrug
0,7 mm. Die im Inneren des CB vorhandenen Zellen sind somit doppelt vor dem
Immunsystem des Wirtes geschutzt: Zum einen durch das direkthanislen einzelnen
Zellen liegende Alginat, zum anderen durch eine auf3ere Hulle gleichen Materials

Nach Fertigstellung der CB wurden diese gewaschen und in Zellkeliiwm verbracht. Es
folgte eine weitere Kultivierung bei +3C und 56 CO,. Mittels einer Western-Blot-Analyse
wurde innerhalb des Produktionsverfahrens tberpruft, dass die transfiZielien sowohl in
normaler Zellkultur als auch in verkapseltem Zustand Endostatin proguzieDie
CellBeadf wurden nach einem Tag Kultivierungszeit von der CellMed AG versemikan

den beiden darauf folgenden Tagen in der INI Hannover GmbH implantiert.

Die immortalisierten Zellen teilten sich aufgrund der nicht iitlélenschaft gezogenen
Regulationsmechanismen noch ca. 2-3 Mal. Bei der Untersuchung expiankKapseln
waren kleine Zellhaufen von bis zu acht Zellen (nach Ablauf dreiditefiengen)

vorzufinden.

Die Firma CellMed AG war im Verlauf der hier vorliegenderbéit in der Lage, durch eine
Verbesserung der Vertropfungstechnologie eine geringere GréfRe deu @Bielen. Der
durchschnittliche Durchmesser der im Rahmen der Biokompatibilitatsgénh implantierten
Mikrokapseln betrug 600-700 um (Durchmesser des Zellkerns: 400 um), deerdseiche
zur Wirksamkeitstberprifung 450-500 um (Durchmesser des Zellkerns: 340rnuj@jem
CB befanden sich ca. 600-650 Zellen.
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3.1.4 Gliomzell-Linie BT4Ca

Die Gliomzellen zur Induktion des Glioblastoma multiforme wurden von testitut fur
Zellbiologie (Tumorforschung) des Universitatsklinikums Essen, Hufehtral3e 55,
45122 Essen, angefordert. Bei diesen Zellen handelte es sich um Tuempnzeliche durch
die Applikation von Ethylnitroseharnstoff in BD IX-Ratten induziert wordearen. Die
Generationszeit betrug ca. zehn Stunden.

Zur Uberpriifung der Syngenitat zu den fiir die Versuche vorgesehenex-Batten erfolgte
die Durchfuhrung eines komplementabhangigen zytotoxischen Tests. Diestriegt die
Tatsache zugrunde, dass lysierende Antikdrper komplementabhangig sietheéBeasrfolgten
AG-AK-Reaktion bindet sich das Komplement an diesen Komplex und Zergiér
Zellmembran. Ein Indikator wie z.B. Trypanblau kann dann ins Zellinnemyiegen und
markiert die toten Zellen.

Dieser Test wurde in dem Zentralen Tierlabor der MHH vorgenommenbestatigte die

genetische Identitat von Zellen und Ratten.

3.1.5 Verwendete Antikdrper

Die Immunhistologie zur Darstellung des freigesetzten Wirkprstadrfolgte mit einem
polyklonalen Antikérper gegen humanes Endostatin der Firma Acris AntdbddmbH,
Hiddenhausen. Die Verdinnung von 1:100 wurde nach mehreren Testfarbungen als optima
befunden.

Das Farbeprotokoll ist im Anhang detailliert aufgefuhrt.

Mittels dieser Farbung waren die BlutgefaRe mikroskopisch deutlichtbar. Eine

Auszahlung war ohne weitere immunhistologische Anfarbung méglich.
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3.2 Methoden
3.2.1 Kultivierung der Gliomzell-Linie BT4Ca

Die Sicherheitswerkbank wurde 15 Minuten vor Beginn der Arbeiten eingiéstc
Gleichzeitig wurden samtliche benotigten Materialien im Wéaesk auf +37 °C erwarmt.
Nach Desinfektion mit Desom&donnten sie in den Arbeitsbereich verbracht werden.

Das verbrauchte Medium wurde aus der Kulturflasche entfernt. Bsshagh mittels einer
Pasteurpipette und einer Pumpe, wobei es zu beachten galt, den konflwanhsgmen
Zellrasen auf der Unterseite der Flasche nicht zu beschadigenSé/yom enthaltende
Mediumreste ganzlich zu entfernen, erfolgte ein Waschen mit od. PBS-Losung. Diese
Reste hatten die Wirkung des Trypsins beeintrachtigen und somitirdigrkzeit auf die
Zellen erheblich verlangern kdénnen. Auch wurden abgestorbene und somit nicht me
adhéarente Gliomzellen abgespiilt. Das PBS wurde wiederum via Puatigrate Es folgte die
Zugabe von 2nl Trypsin, welches die Zellverbindungen zum Boden l6sen sollte. Wéahrend
der Einwirkdauer von ca. 2 min wurde die Flasche vorsichtig geschwenktdamm
Abl6seprozess mechanisch zu unterstitzen. Zum Abstoppen der Reaktion wurndien 7
Medium hinzugeflgt. Anschliel3end wurde das gesamte Suspensionsvolumen von 10 ml in ein
15 ml Tube Uberfihrt und bei 800 Umdrehungen pro Minute (dies entspricht 133&m)dUr
Zeitdauer von 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt undedasibende
Pellet in 4 ml Medium resuspendiert. Anschlie3end erfolgte dig&teiing zur Errechnung
des einzusaenden Volumens in eine neue Kulturflassh&dp. 3.2.2: Vorbereitung der

Gliomzellen zur Implantatign

Die Zellen wurden ein Mal pro Woche abtrypsinisiert und gezahltweiteres Mal wurde
lediglich ein Mediumwechsel vorgenommen.

Vor dem Verbringen der Kulturflasche in den Brutschrank erfolgte ndezmeute
Desinfektion.

Samtliche mit den Zellen in Kontakt gekommenen Verbrauchsguter wurden autoklaviert.
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3.2.2 Vorbereitung der Gliomzellen zur Implantation

Nach Verbringen aller erforderlichen Materialien unter die Sieieswerkbankg. Abb. %
wurde zunéchst das verbrauchte Medium mittels einer Pumpe aus tefl&sdhe entfernt.
Es erfolgte eine Spilung derselben mit ca. 6 ml einer sterigs-lBsung, um nicht
adharente Zellen und Mediumreste zu entfernen. Anschlie@end wurden 3ypdinTr
hinzugegeben. Das Verdauungsenzym |0ste die Verbindung der Zellen vom &eden
Flasche. Zum Abstoppen der Reaktion und um ein Aufbrechen der Zellwandehindem,
wurden nach 2 min 7 ml Medium hinzugegeben. Diese Zell-Medium-Suspensiale w
mittels einer Pipette in ein 15 ml Falcon tube Uberfihrt und bei 8.000 dbonaiyen/min

5 min lang zentrifugiertDer Uberstand wurde verworfen und das am Boden verbleibende
Pellet in 4 ml Medium resuspendiert. Hiervon wurden 10 pl in ein EppeddéR Uberflhrt
und mit 10 pl Trypanblau-Lésung vermischt.

10 pl dieser Mischung wurden in eine zuvor mit 70%igem Ethanol gesautintkammer
verbracht. Die Auszahlung der vier Zédhlkammern erfolgte in eifarfaehen VergrofRerung
im Phasenkontrast. Die Summe wurde aufgrund der Hinzugabe von Trypanlblizut hedd
anschlieBend mit f0pro Milliliter multipliziert, um die Gesamtzellzahl je Kulflasche zu
ermitteln. Die Einsaat einer neuen Kulturflasche erfolgte Iyix10¢* Zellen und 15 ml
Medium.

Samtliche Implantationen wurden n8t000 Gliomzellenvorgenommen. Um vergleichbare
Volumenverhéltnisse zu erzielen, wurde ein Rechenverfahren angeweadetcib wurde
gewabhrleistet, dass das eingebrachte Volumen je®&G+ 0,06ul betrug. Die Gliomzellen
wurden nach dem Ermitteln des zur Resuspension bendétigten Volumensabaenitifugiert
und PBS hinzugefigt, um keine Fremdproteine aus dem Medium (wie z.Besftta
Kalberserum) in das Gehirn einzubringen.

Vor jedem erneuten Aufziehen der Suspension in eine 10 pl HamiltozeSpritirde
grundlich resuspendiert, um eine gleichméRige Verteilung der Zeiteh damit die
Reproduzierbarkeit der Methode zu gewaéhrleisten. Der Zellstoffiwkdttsinte mehrere
Stunden auf die Anwesenheit von Medium verzichten — auch nach bis zu 5 & iwdén

die Zellen vital und vermehrungsfahig.
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3.2.3 Vorbereitung der CellBead? zur Implantation

Die Sterilbank (Telstar AH-100), an der samtliche Vorbereitungen GilBeadS zur
Implantation vorgenommen wurden, musste 60 Minuten vor Arbeitsbeginn eingetscha
werden. Gleichzeitig wurden samtliche bendtigte Materialien nBesinfektion mit
Desomed in den Arbeitsbereich verbractst (Abb. §.

Um die CellBead$ vom Versandmedium zu trennen, wurden sie unmittelbar vor der
Implantation durch ein Sieb mit 100 um Maschenweite gegossen. Affisidierfolgte eine
Spulungmit ca. 30ml steriler PBS-LOsung, um anhaftende Fremdproteine, wie z. B. das
fotale Kalberserum aus dem Versandmedium, zu entfernen. Das dieliKapthaltende Sieb
wurde anschlie3end in eine mit PBS-L6sung befillte Wellplate gestellt.

Unter dem Mikroskop wurde dann die zu implantierende Anzahl an Mikrokapst&ism
einer Kombination aus Hamilton-Kantle und —-Spritze aufgezogen. Die kordaktahl
wurde ein Mal Uberprtift.

Nach erfolgreicher Implantation wurde bis zum erneuten AufzieherKdpseln diese im

Versandmedium aufbewahrt, um ein Aufquellen in PBS zu vermeiden.

3.2.4 Vorbereitung der Ratte zur Operation

Die Tiere wurden nach Ermittlung des Korpergewichtes mit eikembination aus
Ketanesf® S 25 mg/mlund Domitor® mittels einer intraperitonealen Injektion narkotisiert
(s.Kap. 3.2.3: Narkose und Analgesie

Bei Erreichen des operationsfahigen Stadiums wurde das OP-FedihaufFlache von ca.
2 X 2 cm rasiert, gereinigt, entfettet und desinfiziert. Zum SomutAustrocknung der Bulbi
wurde eine Salbe (BepantffdRoche) aufgebracht.

Zur Uberpriifung des korrekten Sitzes des Rattenkopfes und somit auahplientations-
koordinaten wurde vor dem Einspannen in den Stereotaktefbp. J Interaural O (IA 0)

bestimmt.
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Die Ohrbalken wurden beidseits auf 6 mm eingestellt und die Hoheapdekso bestimmt,
dass die Schadeldecke horizontal zu liegen kam. Die Schnauzenklemrde wur
zusatzlichen Fixierung angezogen.

Vor Beginn der OP wurden noch einmal das OP-Feld desinfiziert uridstiiamente 20 sek
lang in ein auf 150 °C erhitztes Schnell-Sterilisiergerat (F8E Science Tools) gehalten.
Zusatzlich wurde nochmals die Operationsfahigkeit des Tieres elsnitteiner

Schmerzprovokationsprobe (Flexorreflex der Hintergliedmalf3en) tberprift.

3.2.5 Narkose und Analgesie

Samtliche operativen Eingriffe sowie die Perfusionsfixierungendamurunter Vollnarkose
durchgefiihrt. Hierzu wurde eine Kombination aus Ket&nh&t25 mg/ml (Wirkstoff:
Esketaminhydrochlorid, 75 mg/kg KGW, Parke-Davis, Pfiz&arlsruhe, BRD) und
Domitor® (Wirkstoff: Medetomidinhydrochlorid, 0,2 mg/kg KGW, Pfizer GmbH, Karte,
BRD) angewendet. Die Injektion erfolgte intraperitoneal nach Humg des Korper-
gewichtes. Bei nicht ausreichender Narkotisierung erfolgte emehiNjektion mit einem

Drittel der Initialdosis an Ketan&st

Bei Problemen des Wiedererwachens und somit einer fortschreitendsgtiibdung des
Tierkorpers wurde Antised&n(Wirkstoff: Atipamezolhydrochlorid, Pfizer, Karlsruhe, BRD)
intraperitoneal appliziert. Dieser-Antagonist wurde jedoch frihestens drei Stunden nach
Operationsende verabreicht, um der Ratte die Moglichkeit des Naatescshund der damit
einhergehenden Schmerzfreiheit zu geben.

Zur Linderung postoperativer Schmerzen wurde direkt nach der Operation bei
Wiedereinsetzen des Schluckreflexes ein Tropfen Novaminsulfon-ratPHaYirkstoff:
Metamizol-Natrium - 1 KO, 1 ml enth&lt 500 mg, Metamizol-Natrium - 2 ratiopharm
GmbH, Ulm, BRD) per os verabreicht. Zusatzlich erfolgte tUber Tage eine Zufuhr des
Medikaments (ber das Trinkwasser (Dosierung: 8 Tropfen Novaminsulfoptratn® pro

500 ml Trinkwasser).
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3.2.6 Operationstechnik: Uberpriifung der Immunabschirmung und Biokomgatibilitat
der CellBead$

Haut und Faszie wurden in der Mittellinie auf einer Lange von can hud der H6he von
Bregma durchtrennt und zu den Seiten hin stumpf vom Periost geléstaDievurde mittels
Bulldog-Klemmen aus dem OP-Bereich ferngehalten Abb. 9. Unter mikroskopischer
Sichtkontrolle wurde das Periost mehrmals geschlitzt und mit eRaspatorium zur Seite
geschoben. Die Knochenndhte wurden zwecks besserer Darstellung get 8gak-Losung
gebleicht.

Die Koordinaten von Bregma wurden ermittelt und errechnet, ob dier&nffezu Interaural 0
(IA 0) im Toleranzbereich lag (Toleranzberekdudal: 9 mm/ lateral: 2 mm / dorsal: 10
mm). AnschlieRend erfolgte die Positionsbestimmung der Bohrlochkoordinaten (egma
aus:2 mm nach rechts/ 1 mm nach kauda).

Die Trepanation der Schadelhdhle wurde mit einem 2,1 mm-Bohrkopf unter Schde&ung
Dura mater durchgeftihrt. Diese wurde anschlie3end via Kantle penatdevorsichtig zur
Seite geschoben, um ein Ausstanzen derselben und damit eine VerleguiAgnuon-
Kandle zu verhindern.

Unter mikroskopischer Sichtkontrolle wurde die 2@ Cellbeads beflllte Spritze in das
Bohrloch gefahren und von der Knochenoberflache aus 6 mm abgesenkt. Diesadteordi
ermdoglichten eine Penetration des Ventrikels. Die Injektion der é@apsrfolgte nach
Hochziehen der Kanule um rhm in einer Tiefe von nun 5 mm. Hiermit wurde eine
Verbindung zum Ventrikelsystem geschaffen, da die CellBeadebroventrikular zu liegen
kommen sollten. Die Injektion erfolgte schnell und unter Applikation desangten
Volumens.

Nach ca. 10 sek Wartezeit wurde die Kanulle langsam (ZeitdaueBOcasek) wieder
herausgezogen. Unter stdndiger Beobachtung der aufsteigenden Fltissigkedas
Erscheinen eines evtl. mit aufgeschwemmten CellSeads wurde diese mit einem
Wattestéabchen abgetupft. Die Kanile wurde sofort unter der Sterillzarik das
Vorhandensein von noch in derselben verbliebenen, nicht implantierten CefiBeimds
tberpriift. Bei Bedarf wurden fehlende Cellbéadachimplantiert.

Die Adaption der Haut erfolgte mittels Einzelheften.
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3.2.7 Operationstechnik: Uberpriifung der Wirksamkeit der CellBead$

Bei diesen Versuchen fanden folgende Koordinaten fir die Implantation vidrea2t
Verwendung: von Bregma aus 3 mm nach rechts und 1 mm nach kaudal. Appiizas in

einer Tiefe von 2,5 mm.

3.2.7.1 Implantation der Gliomzellen

Die Vorbereitung des Implantationsortes deckte sich mit der der zuiwahgefiihrten
Versuche. Nach Aufziehen des errechneten Volumer& @00 Gliomzellen §. Kap. 2.2.5:
Vorbereitung der Gliomzellen zur Implantatjomurde die Hamilton-Spritze am Stereotakten
fixiert und in das Bohrloch abgesenkt. In einer Tiefe von 2,5 mm wurdefetden als Bolus
appliziert 6. Abb. 19. Nach einer Wartezeit von ca. 1 min wurde die Spritze langsadew
entfernt, eventuell aufsteigendes Volumen jedoch nicht abgetupft, um miz@hlA an

Krebszellen nicht zu vermindern. Es folgte eine Adaption der Wundrander.

3.2.7.2 Simultane Implantation von Gliomzellen und CellBeads

Bei diesen Versuchen wurde eine gleichzeitige Applikation voehn CB und
8.000 Gliomzellenvorgenommen. Diese Art der Implantation zielte auf die Situaticter
Humanmedizin ab. Hier verbleiben trotz der Resektion des Tumorgewebes einige
Zellen im Gehirn und stellen den Ursprung fur ein Rezidiv dar. Sooridevdie gleichzeitige
Anwesenheit einiger Gliomzellen und der therapeutischen Kapseln,haveit die
Resektionshdhle gegeben werden sollen, simuliert.

Zu den bereits in der Hamilton-Kanile befindlichen Gliomzellen wurdemn reuvor
abgezahlte CellBeallsaufgezogen. Dieser Inhalt wurde dann zusammen in das Gehirn
injiziert. Auf ein Abtupfen aufsteigender Flissigkeiten wurde ebksnyalrzichtet. Nach dem
Nahen der Wundrander erfolgte die postoperative Versorgung der Tiereinter 2.2.3

beschrieben.
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3.2.8 Explantation der CellBead$

Zur Untersuchung der Uberlebensrate der verkapselten humanen Stamnrerfligte acht
Wochen nach der Implantation bei finf Tieren der Versuchsgruppe zur Ulbegrder
Immunabschirmung und Biokompatibilitat eine Entfernung der CB. Dieshgbsoei zwei
Nacktratten und bei drei BD IX-Rattes. (Tab. 4.

Die Explantationen wurden folgendermal3en vorgenommen: Die Tiere wurdégls m
Inhalation von Kohlendioxid (langsame Anflutung von 10 %, @Cein verschlieBbares, mit
Luft geflilltes Behaltnisyetotet. AnschlieRend wurden sie dekapitiert und sowohl das Fell als
auch die Schadeldecke entferns. (Kap. 2.2.11: Entnahme des Gehirns nach
Perfusionsfixierung Nach Fixierung des Schadels im Stereotakten wurde via OP-Mdpos
der rechte Ventrikel von dorsal her ertffnet. Die dort im Liquor dfetiden CB konnten
leicht entnommen und sofort in ein Medium enthaltendes 15 ml Tube Uberfiihrt werden.
Nur wenige Stunden spéater wurden ca. die Halfte der CB in der iissieng der Firma
CellMed AG kultiviert und dort ein Vitalitéats- und Expressionsmonigworgenommen. Die
andere Halfte wurde direkt vor Ort im INI Hannover mikroskopisch umtbits Zum einen
wurde das aul3ere Erscheinungsbild der Alginatkapsel betrachtet, zumenanderde
kontrolliert, ob ein Bewuchs mit Fibrozyten als Reaktion des Korpgrslas Transplantat
geschehen war.

Die Firma CellMed AG hatte einige CellBe&dson den implantierten Chargen zuriick-
behalten und kultiviert, um parallel zu den in der INI Hannover GmbH ridefe in-vivo-
Versuchen auch in-vitro-Ergebnisse zu erhalten. Hierbei wurden t&igaliund Ex-

pressionsmonitorings durchgefuhrt.

3.2.9 Transkardiale Perfusionsfixierung

Die Perfusionsfixierungen wurden unter Vollnarkose durchgefuhrt. Hiemxderebenso wie
bei den Operationen eine Kombination aus Ket&&&5 mg/ml und DomitSrangewendet.
Bei Erreichen des Toleranzstadiums wurde die Ratte auf eindwuiterlage fixiert. Das

Abdomen wurde auf einer Lange von ca.ct® vom Haarkleid befreit und anschlie3end
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erdffnet. Vom Bauchraum aus erfolgte eine Thorakotomie. Die SchnutfgHrierzu verlief
beiderseits entlang der Knorpel-Knochen-Grenze der Rippen bis hin zaurdpthoracis
cranialis. Der noch in Verbindung mit dem Halsbereich stehendewlede hochgeklappt
und seitlich des Kopfes befestigt.

Es folgte eine Entfernung des Epikards. Eine Knopfkanile wurde durcmkieHierzhalfte
bis ca. 1 cm in die Aorta eingefihrt und mittels einer Pean-Kkemnihrer Lage fixiert. Um
ein Ablaufen des Blutes und der im Anschluss zirkulierenden Flissgkait ermoglichen,

erfolgte eine Eroffnung des rechten Herzohres.

Isotonische Kochsalzldsung wurde so lange infundiert, bis keinerlei Bhehgungen mehr
in der austretenden Flussigkeit erkennbar waren. Danach erfolgte Sgidleing des
Blutgefal3systems mit 4%iger Formalinldsung. Als Richtwett lgarbei: Das Korpergewicht
in Gramm entsprach dem zu applizierenden Volumen an PFA in MilfiliNach Durchlauf
der Formalinmenge wurde der Korper auf seine Festigkeit hin gejvaft das gewinschte
Ergebnis noch nicht erzielt, erfolgte die Infusion weiterer Formalinlésung.

Die Infusionen erfolgten aus einer Hohe von ca. 1 m, dies entspricim éiydrostatischen

Druck von 76 mm Hg.

3.2.10 Entnahme des Gehirns nach Perfusionsfixierung

Nach Enthauptung der Ratte wurde der Kopf dorsal weitgehend von Haut. bdftels
einer Hohlmeil3elzange wurde die Schadeldecke von kaudal her in kleinekch®tiic
abgetragen, bis das gesamte Gehirn von dorsal her betrachtet wenté®. Mittels eines
Raspatoriums konnte das Gehirn aus seiner Lage befreit und sofortnmt &%igem PFA
befllltes Glasgefald tberflhrt werden.

Aufgrund einer teilweise auftretenden Verklebung der oberflachlidtiide=ten Tumormasse
mit der Dura mater war die Praparation des Gehirns in toto zeitmit Schwierigkeiten

verbunden.
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3.2.11 Behandlung des Gehirns nach der Entnahme

Je nach Fixierungsgrad wurde das Gehirn zum Zweck der Nachfixierargs zwei Tage
bei einer Temperatur von 4 °C in 4%igem PFA belassen. Im Anschluas ddolgte
zweimal ein jeweils zehnminitiges Waschen mit PBS, um Rlesté-ormalins zu entfernen.
Zum Schutz vor Schaden, welche durch das Einfrieren hatten entstehen kourtendas
Gehirn in 30%ige Sucrose Uberfuhrt und bis zum Absinken hierin belassen.

3.2.12 Einfrieren des Gehirns

Samtliche Gehirne wurden in Flussigstickstoff gekuhltem 2-Methytbatagefroren und im

Anschluss daran bei einer Temperatur von -20 °C gelagert.

3.2.13 Gefrierschneidetechnik

Die Anfertigung der histologischen Schnitte wurde mit dem Microm 560 der Firma
MICROM International GmbH, Walldorf, BRD vorgenommen.

Zur Auswertung der Versuche zur Uberpriifung der Immunabschirmung und
Biokompatibilitat wurden die Schnitte in einer Dicke von 20 pm anggferSamtliche
Gehirne der Versuche zur Uberpriifung der Wirksamkeit der CellBeadsien 10 um fein
geschnitten.

Die Gehirne wurden mittels Tissue Telauf dem Objekitisch befestigt und bei -22 °C
geschnitten. Die Temperatur des Messers lag um 2 °C hoher bei.-28 G&hirn wurden 20
Objekttrager bestickt. Die Aufnahme erfolgte in der Transversaeben rostral nach
kaudal. Nach Fertigstellung einer Schnittcharge wurde diese drufiggetrocknet und bei
nicht sofort vorgenommener Farbung bei -20 °C gelagert.

Zur Dokumentation wichtiger makroskopisch erkennbarer Befunde wurden Biitl&iner

Digitalkamera aufgenommen.
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3.2.14 Angewendete Farbungen

Samtliche histologische Schnitte zur Uberpriifung der Biokompatibitigit CellBead®
wurden mit Hamalaun-Eosin gefarbt. Dabei farbt das basische B@ma@hromatin blau, das
saure Eosin Zytoplasma und Interzellularsubstanz rosa.

Immunbhistologische Farbungen wurden mit einem polyklonalen Antikérper degeanes
Endostatin durchgefuhrs (Abb. 53

Zur Bestimmung bréunlich-gelber Konglomerate, welche in einigepaPaten auftauchten,
wurde die Berliner-Blau-Farbung durchgefiihrt. Im Falle eines positissennachweises
werden diese Aggregate blau angefarbt. Zellkerne werden rot, ydepladma wird rosa
dargestellt§. Abb. 53

Die Firma CellMed AG fiihrte bei den entnommenen und rekultiviertdiB&al$ eine
Doppelfarbung mit SYBR green | und Propidiumjodid durch. Bei SYBR hansgledice um
Farbstoff, welcher in der Lage ist, Zellmembranen zu durchdringeningdgen kann nur in
tote Zellen eindringen. Aufgrund der hoheren Affinitat zur DNS verdrdagtPJ SYBR von
seinen Bindungsstellen. Der Zellkern der nicht vitalen Zellen iemitbei anschlie3ender

fluoreszenzmikroskopischer Betrachtung rétliches Licht.
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Abb. 5 Blick auf die Sterilbank im Zellkulturbereich: Zu sehen sind di@dbgten
Materialien zur Kultivierung der Gliomzell-Linie BT4Ca. Von linkistit Medium geftillte
Kulturflasche (75 crf), Tube mit abzentrifugierten Gliomzellen, Medium fiir BT4Ca, PBS
zum Abspulen von Mediumresten.

Abb. 6 Blick auf die offene Sterilbank im OP-Bereich: Angeordnet sine fdir die
Vorbereitung der CellBeaflerforderlichen Materialien. Hinten links: Tube mit CB, daneben
Tubes mit PBS zum Abwaschen der Mediumreste sowie eine FlastR8S. Vorne links:
Hamilton-Spritze, Petrischale mitsamt Hamilton-Kantlen, danebenA&llplate mit Sieb
zum Auffangen der CB. Rechts das zum Aufziehen der CellBdmtsstigte Mikroskop.

Abb. 7 Stereotakt, seitliche Aufnahme. In ihm wird das VersuchstigelsniOhrbalken und
Schnauzenklemme fixiert. Der senkrecht verlaufende Arm, welcheBestimmung der
Koordinaten dient, ist in alle drei Richtungen des Raumes zu bewegen.

Abb. 8 Samtliche zur Operation bendtigten Instrumente und Utensilien. Von: 8italpell,
anatomische Pinzette (schmal), Pean-Klemme (gerade, ohne Zahdekhalter nach Olsen-
Hegar, Majo-Schere (stumpf-stumpf, gebogen), links daneben Bulldog-Kemnur
Fernhaltung der Haut aus dem OP-Bereich. Oben sichtbar: Bohrer, Zsatb&chutz vor
Austrocknung der Augen und Wattestédbchen zum Abtupfen von Blut.

Abb. 9 Blick auf im Stereotakten fixierte Ratte mit er6ffnekawpfhaut. Seitlich sind die
Ohrbalken zu sehen, rostral die Schnauzenklemme. Die seitlichen Wundsé&nden mittels
Bulldog-Klemmen aus dem OP-Feld ferngehalten. In die Augen wurde Szthatz vor
Austrocknung eine Salbe eingebracht.

Abb. 10 Blick durch das OP-Mikroskop. Gut zu erkennen ist Bregma (Pfeil), de
Orientierungspunkt zur Ermittlung der Bohrkoordinaten. Zu sehen ist diesetide
Hamilton-Kantile.
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3.2.15 Ermittlung der Tumorvolumina sowie der Anzahl der Gefal3e

Wahrend der Anfertigung der histologischen Schnitte wurde ein genabaesi@&protokoll
gefuhrt. Hierbei wurde unter fortwahrender mikroskopischer Kontrolle Figparate
vermerkt, welcher Schnitt seit Beginn des Neoplasmas aufgenomuarele.vMit Hilfe des
Computerprogramms CastGrid liel3en sich anschlieRend die Tumoroberfiimheinzelnen
Praparate bestimmen. Ermittelt wurde ca. jede dritte bis evi€@berfliche. Unter
Berlicksichtigung der Tatsache, dass samtliche Schnitte in eiroie von 10 pm
vorgenommen wurden, liel3 sich das individuelle Tumorvolumen errechnen.

Die Auszéhlung der GefalRe erfolgte in 100facher VergréRerung. Hveurde bei den
behandelten Tieren mit einer Uberlebenszeit von elf Tagen nur sich@feld gezahlt, bei
den Tieren der anderen Gruppen erfolgte die Ermittlung in jewesls @esichtsfeldern.

AnschlieRend wurde das arithmetische Mittel errechnet und fir die Statisti&naaty

3.2.16 Statistik

Die statistische Berechnung wurde mit Hilfe des Statistikarogns StatView durchgefihrt.
Um die ermittelten Daten miteinander vergleichen zu konnen, wurdemsieeinfaktoriellen
Varianzanalyse unterzogen. Hiermit sollte die Streuung zwischanethzelnen Werten
unterschieden werden. Streuungen zwischen Stichproben sind besonders grofichneien s
Mittelwerte der einzelnen Gruppen stark unterscheiden. Zum Einsatznkder ANOVA
postHoc Test sowie der Fisher-Test. Fur die jeweiligen Vergughgen wurden das
arithmetische Mittel der Tumorvolumumina und der Gefal3anzahl beredusétzlich wurde
die  Wabhrscheinlichkeit  ermittelt, mit der ein  Ergebnis  zufalligrorlag
(Irrtumswahrscheinlichkeit: p-Wert). Ein p-Wert unter 0,05 galt dablksi statistisch
signifikant.
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3.3 Versuchsgruppen
3.3.1 Uberpriifung der Immunabschirmung und Biokompatibilitét der CellBeads’

Die im Rahmen dieser Versuche durchgefihrten Implantationen dienteiNaemweis der
Immunabschirmung und der Optimierung der Kapselstruktur. Es galt zttedmmob die
Struktur der Alginatkapsel oder auch das xenogene Transplantat emmieaktion auslosen

und damit eine Entziindung im Hirngewebe hervorrufen kénnen.

Es wurden zwei Chargen von Alginatkapseln verpflanzt: Zum einen wuekse ICB
implantiert, um Aufschluss Uber die Wirkung reinen Alginats im Hivmgpbe zu bekommen.
Zum anderen kamen CellBe&dsiit Endostatin produzierenden humanen Stammzellen zum
Einsatz. Jede CB-Charge wurde sowohl in immunkompetente BD IXARattseauch in
thymusaplastische (also immundefiziente) Nacktratten implanbées erschien notwendig,
da die Alginatkapsel zwar die zellulare Immunantwort, nicht aleemhdmorale vollstandig

verhindern kann.

Alle Ratten wurden acht Wochen nach der OP perfundiert. Untersuchunggschhte
waren die Ermittlung etwaiger Fremdkorperreaktionen oder Zeichen Entziindung mittels
HE gefarbter histologischer Schnitte. Zur Ermittlung der Uberiskate der verkapselten
Zellen wurde bei funf Tieren eine mikrochirurgische Explantation @&rohne vorherige

Fixierung der Tiere vorgenommes (Tab. 4.

Implantat Immunkomp| Immundef. Untersuchungs- | Untersuchungs-
Rattenstamm Rattenstamm grol3en zeitpunkt
(BD IX) (rnu/rnu)
Leere CB 6 Tiere 5 Tiere Fremdkorperreaktion, 8 Wo
Entziindung post OP

CB mit 6 Tiere 5 Tiere Fremdkorperreaktion, 8 Wo

Endostatin Entzindung, post OP
sezernierenden Uberlebensrate der
hMSZ Implantatzellen

Tab. 3: Versuchsplan zur Uberpriifung der Immunabschirmung und der Biokompatibilitat der
CellBead$
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Implantat Immunkompetenterimmundefizienter, Untersuchungs- Expl.-
Rattenstamm Rattenstamm grél3en zeitpunkt
(BD 1X) (rnu/rnu)
CB mit 3 Tiere 2 Tiere Uberlebensrate 8 Wo
Endostatin der post OP
sezernierenden Implantatzellen
hMSZ

Tab. 4: Vorgenommene Explantationen zur Uberpriifung der Vitalitat der verkapselten Zellen

Vor Beginn der ersten Versuche wurden einem Tier fiir 16 Tagbe@e implantiert, um

die Gefrierschneidetechnik zu tGberprifen.

3.3.2 Uberprifung der Wirksamkeit der CellBead$

Durch die in den vorherigen Versuchen nachgewiesene fehlende Immunogwsmtét
Implantate konnte auf Nacktratten verzichtet und nur mit den immunkomgeteim 1X-

Ratten gearbeitet werden.

Die Tiere, welchen lediglich Gliomzellen injiziert worden wargvurden zu dem Zeitpunkt
perfundiert, ab dem sich der Allgemeinzustandes verschlechterte,Redel am Tag elf post
OP. Sieben der 13 Tiere, welche mit Endostatin behandelt worden wanetgnwzwecks
Vergleichs der TumorgrofRen ebenfalls am Tag elf nach Implantation getotet.

Die restlichen sechs Tiere wurden bis zur Entwicklung einer $ymgitk beobachtet. Der
Zeitpunkt der Untersuchung lag hier am Tag 20 nach Implantation.
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Implantat Immunkompetenter  Untersuchungsgréf3en Untersuchungs-
Rattenstamm zeitpunkt
(BD IX)
BT4Ca 9 Tiere Tumormorphologie, Tag 11
Blutgefalidichte post OP
(K)
BT4Ca + CB mit 7 Tiere Tumormorphologie, Tag 11
Endostatin Blutgefaldichte, post OP
sezernierenden Fremdkorperreaktion,
hMSZ Entziindung,
immunologische
Endostatin-Marker
(E11)
BT4Ca 7 Tiere Uberlebensrate Tag 11
(K) post OP
BT4Ca + CB mit 6 Tiere Uberlebensrate Tag 20
Endostatin “Survival-Gruppe post OP
sezernierenden (E20)
hMSZ

Tab. 5: Versuchsplan zur Uberpriifung der Wirksamkeit der CellBeads
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4. Ergebnisse

4.1 In-vitro-Versuche

Um die optimale Darstellung und die Vitalitat der verkapseltdle@deurteilen zu kdnnen,
wurden folgende Versuche durchgefihrt:

Die Morphologie der CellBeafis stellt sich in vitro als kugelférmig (&uRere
Alginathtllschicht) mit ebenfalls runder Ansammlung der verkapselsien dar §. Abb.
11).

Mehrere CellBeadswurden in Tissue Tékgegeben und in Fliissigstickstoff gekiihltem 2-
Methylbutan eingefroren. Im Anschluss daran wurden histologische Scimgiaer Dicke
von 20 um angefertigt. Es folgten HE-Farbung und mikroskopische Auswezuisghen ist
ein runder innerer Kern an humanen Stammzellen. Die aufRere Algieatbilllm HE-
gefarbten Praparat nur schwach darstellbafbb. 1

Die Kultivierung und Vitalitatsprifung der verkapselten Zellen etéoltach Explantation der
CellBead§ noch am selben Tage im Hause der CellMed AG. Pro Tier wunde ei
entnommener CellBe&d SYBR/PJ gefarbt. Di¥italitat der verkapselten Zellen betr@g

%. Die Kernstrukturen stellten sich als stark kondensiert dar. Ca. 4l@r9gingesetzten
Zellen waren al&leincluster vorhanden, wobei sich 80 % als Zweier- und 20 % als Dreier-
bis Vierercluster darstellten. Zellhaufen mit mehr als vidteh waren nicht vorzufinden. Die
Zellkerne zeigten sich stark kondensiert und waren durch SYBR int@mzifarben, was flr

die Vitalitat der verkapselten Zellen sprashAbb. 13

Im Hause der Firma CellMed AG wurden Uber die gesamte Implamédauer hinweg einige
CellBead§ der implantierten Chargen in vitro kultiviert. Die Vitalitat derkapselten Zellen
war identisch mit der der explantierten Kapseln. Durch die SYBRGppelfarbung konnte
ebenfalls eine zu 98 % lebende Zellpopulation festgestellt werderei@ge Unterschied

bestand in der Anwesenheit gréf3erer Zellhaufen von bis zu 20 Zellen.
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4.2 In-vivo-Versuche
4.2.1 Uberpriifung der Immunabschirmung und Biokompatibilitit der CellBead$’
4.2.1.1 Symptome der Versuchstiere

Uber die gesamte Zeitdauer des Versuchs hinweg zeigten dén Rainerlei Anzeichen von

gestértem Allgemeinbefinden oder sonstigen Krankheiten.

4.2.1.2 Makroskopische Befunde bei der Entnahme der Gehirne

Auf der Oberflache der Gehirne war lediglich eine punktférmige ltnhg Gber dem

Einstichkanal zu sehen.

4.2.1.3 Makroskopische Befunde bei der Anfertigung der histologischen Sdtie
Der rechte Ventrikel stellte sich in allen Fallen leichtgv@Bert dar. Makroskopisch waren

jedoch keine CellBeafizzu identifizieren.

4.2.1.4 Histologische Befunde

Die per Mikrotom angefertigten Schnitte besafl3en eine Dicke von 20 pmvumién HE
gefarbt. Bei dem Hauptteil der Kryoschnitte war die &aufRere nAtgiillschicht nach
achtwochiger Implantationsdauer insgesamt erhalten. Die ZelleKeim des CellBeads
wurden von der Alginatmasse umgebsnAbb. 14 u. 15

Die CellBead$ riefen im angrenzenden Gewebe keinerlei Entziindungs- oder
Fibrosereaktionen hervor. Es konnten keine Zellen, welche reaktiv adfalasplantat hin
eingewandert waren, erfasst werden. Das umliegende Hirnparenchsiite ssich
physiologisch dars Abb. 14-1%
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Morphologische / Histologische Befunde

Abb. 11 Cellbead® vor der Implantation, 100fache VergréRerung. Gut zu erkennen sind die
im Inneren der Kapsel kugelférmig angeordneten hMSZ sowie die aaldgnathullschicht
(Pfeile).

Abb. 12 Per Kryotom geschnittener CellBEadchnittdicke20 pm, 200fache VergréRerung,
HE. Im Zentrum des CB sind die hMSZ (blau-violett) sowie die beiHierstellung des

Alginates eingearbeiteten Goldpartikel (schwarze Punkte) zu erkerdie umgebende

Alginathtille stellt sich als nur schwach angefarbt dar (Pfeile).

Abb. 13 Uberprufung der Lebensfahigkeit der verkapselten humanen Stammpaltén
achtwochiger Implantation in das Gehirn einer BD IX-Ratte. Duiftinge wurde eine
Doppelfarbung mit SYBR green | und Propidiumjodid im Hause der FireltME&d AG.
Festgestellt wurde eine Vitalitat von 98 % der Zellen, dartiesierch Emission griinen
Lichts (in dieser Aufnahme als helle Lichtpunkte zu sehen).

Abb. 14 Darstellung eines CellBedtlsm sehr weit rostral gelegenen Teil eines Ventrikels.
Das betreffende Tier wurde acht Wochen post implantationem perfunDierté&ul3ere
Alginathtille ist sehr gut darstellbar. Schnittdick@:um, 100fache Vergrof3erung, HE.

Abb. 15: Dieser Versuch wurde im Rahmen der Untersuchungen zur Uberprifung der
Immunabschirmung und Biokompatibilitat durchgefuhrt. Bei dem Tier handsl@ch um

eine immunkompetente BD IX-Ratte. Der CellBBadeinhaltete humane mesenchymale
Stammzellen. Uberlebenszeit: Acht Wochen. Zu erkennen ist einerentagRere
Alginathillschicht und die fehlende Infiltration des umliegenden Gewebas
Entziindungszellen oder eine Fibrosierung desselben. Nicht mit Algisgeldeidete Bezirke
(Pfeile) sind auf die Schrumpfung des Praparates bei der Behandlumgmmalinlésung
zuruckzufihren. 50fache VergréRerung, SchnittdizRgam, HE.

Abb. 16 400fache VergroRerung des Kontaktbereiches Celfhedingewebe. Bei diesem
Tier handelte es sich um eine BD IX-Ratte, die Mikrokapseln enthielten humanma Zitiem
(Implantationsdauer: Acht Wochen). Die Infiltration des Gewebes mit akuten oder
chronischen Entziindungszellen konnte nicht beobachtet werden. Eine Gewebereaktion in
Form einer Fibrose war nicht festzustellen. Schnittdicke: 20 um, HE.
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4.2.2 Morphologische Befunde der explantierten CellBealls

Zur Beurteilung der Stabilitat der Alginatkapsel wurden die @eltf acht Wochen nach
der Implantation dem Hirngewebe entnommen und auf ihre strukturellémdérungen hin
untersucht.

Die Mikrokapseln lief3en sich mihelos aus dem Ventrikellumen entferimen A8hasion der
auf3eren Hdullschicht mit der auskleidenden Zellschicht der Ventuke&&war nicht
festzustellen. Bei der anschlieRenden mikroskopischen Betrachtung deéwoi@iBe ein
Bewuchs der Kapseln mit Bindegewebe im Sinne einer Gewebekapsghsiifransplantat
nicht beobachtet werden. Die Morphologie der Alginathiille wich in kaeise von der
frisch hergestellter Kapseln ab. Sie stellte sich kugelfoumig) ohne Zellbesatz dar. Die im
Kern befindlichen Zellen waren im Zentrum des CellB&atsmjeordnet.

Des Weiteren waren keine Anzeichen einer durch die Implantatibngteberbeifiihrten
Beschéadigung der CB erkennbar.

Die Alginatkapsel kann somit auch nach Langzeitimplantation im Gelfsr stabil und nicht

immunogen bezeichnet werden.

4.3 Unbehandelte Tiere (Kontrollgruppe (K), Uberlebenszeit: EIf Tage
4.3.1 Symptome der Versuchstiere

Uber die gesamte Dauer der Versuche hinweg unterlagen die Kstisue einem
engmaschigen Monitoring. Dreimal taglich wurde das Verhalten unthdgef der Tiere
Uberprift.

Symptome traten immer innerhalb weniger Stunden auf. Tiere, wetargens noch
unauffallig liefen und Futter aufnahmen, zeigten gegen Mittag Kodraitsstorungen,
Kopfschmerzsymptomatik und verzdgerte Reflexe. Einige Ratteremwmsen Exophthalmus
und Opisthotonus auf. Reflexe, wie z.B. der Flexorreflex der Gliedmafaaen verzdgert.
Die Anzeichen des Raum fordernden Tumorwachstums traten bei den unbemamdn

elf Tage nach der Operation auf.
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Da sich der Allgemeinzustand innerhalb weniger Stunden verschlechtear keine

Abnahme des Kdrpergewichtes seit dem Tag der Operation festzustellen.

4.3.2 Makroskopische Befunde bei der Entnahme der Gehirne

Die Tumoren der unbehandelten Tiere nahmen auf der Gehirnoberflaché&ueifiches
Ausmal’d von zumeist 0,8 cm in rostro-kaudaler und 0,7 cm in lateralecitusig ein. Die
Neoplasmen waren &auf3erlich sowohl von rétlichen Einblutungen als auch vartigges
Masse bedeckt. Einige Tumoren wiesen ausgepragte zentrale Nelmidse mit
hochgradiger peripherer Gefal3bildung auf. Aufgrund des Raum fordernden Wiashstm

es zu einer mehr oder weniger ausgepragten Verschiebung der Mittellinienkach li

4.3.3 Makroskopische Befunde bei der Anfertigung der histologischen Sdalie

Durch das Raum fordernde Wachstum wurde der zum Tumor ipsilatezaleiRél massiv
komprimiert. Die Stdrung der Liquorpassage fuhrte zu einer Aufweit@sgkontralateralen
Hirnkammersystems.

Sowohl der verkleinerte rechte als auch der vergrof3erte linke k&dnwiaren durch das
Neoplasma nach links verschoben. In einigen Féllen befand sich dastggésamen des
rechten Ventrikels auf der linken Hirnhalfe Abb. 20-24, 35 u. 36
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Makroskopische Befunde

Abb. 17 Gehirn in toto. Am oberen Bildrand befindet sich die Medulla oblongats. D
betreffende Tier gehorte der Kontrollgruppe an und wurde nicht behandeltl¢benszeit:
Elf Tage).Deutlich sind hier grol3flachige nekrotische Bezirke zu erkennen faearger
Stern). Am Randgebiet ist das Tumorgewebe durch die dort verstatatfende
Neovaskularisation rotlich gefarbt (Pfeil).

Abb. 18 Bild eines entnommenen Gehirns nach Perfusionsfixierung. Das bedefiger
gehorte der Kontrollgruppe an und wurde nicht behandelt (Uberlebenszeifafé).
Auffallig ist hier der elfenbeinfarbene Nekrosebezirk mit angeader peripherer
Gefalbildung (Pfeil). Die Fissura longitudinalis cerebri ist nach links versahobe

Abb. 19 Gehirnschnitt. Ansicht von rostral. Dem betreffenden Tier wurden Eatdost
sezernierende CellBedtssimultan zu 8.000 Gliomzellen in die rechte Hemisphare
implantiert (Uberlebenszeit: EIf Tage). Sichtbar ist das chlieRliche Wachsen der
Tumorzellen im Bereich des Stichkanals. Lediglich am ventralerd Ries GBM ist eine
rétliche Farbung des Gewebes zu erkennen (Pfeil), welche fir digateo@&ekrutierung von
Blutgefal3en spricht.

Abb. 20 Gehirnschnitt. Ansicht von rostral. Dem Tier wurden 8.000 Gliomzetigziart. Es
erhielt keine Angiogenesehemmung durch Endostatin sezernierende CR:behszeit: EIf
Tage. Das Foto wurde 2,65 mm in horizontaler Richtung nach Beginn des sTumor
aufgenommen. Zu sehen ist der am ventralen Rand des Tumors starkgeétéirbte Bereich

der BlutgefaRneubildung (Pfeile). Der rechte Ventrikel ist imes®i Lumen eingeengt und
ggr. nach links verschoben, wohingegen der mittlere Ventrikel si@dngkaft in der linken
Hirnhalfte befindet.

Abb. 21: Gehirnschnitt wie in Abb. 20. Das Bild entstand 1,7 mm weiter kaudaimBdale
und laterale Tumorregion weisen eine hohe GefalR3dichte auf (PBge)echte Hirnkammer
ist auf anndhernd 50 % der physiologischen Grél3e reduziert, der mitdetekel befindet
sich komplett links der Medianebene. Insgesamt erscheint die fdoht&lfte weit grol3er
als die linke.

Abb. 22 Gehirnschnitt wie in Abb. 20 und 21. Das Bild entstand 0,58 mm weiter kdndal
dieser Region des GBM befindet sich dangiogenic hot spot(der Bereich der grofiten
GefalRdichte) medial des Tumors (Pfeil). Dorsolateral ist elienéan Bereich erhohter

Blutgefal3bildung auszumachen (Pfeil).
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4.3.4 Histologische Befunde

TumorgréRRe:
Die induzierten Tumoren waren durchschnittlich 1,022grol3. In der Vielzahl der Falle

waren zwei grol3e Tumorbereiche festzustekebb. 23 u. 24

Gliomzellen:

Histologisch fand sich eine ausgepragte zellulare Polymorphmakesn sowohl rundliche als
auch spindelkernige Zellen prasent. Die Kern-Zytoplasma-Relation angunsten des
Zellkerns verschoben. Haufig waren Polykaryozyten zu entdecken. Anéfaiar der hohe
Anteil an Mitosen. Teilweise waren atypische Mitosen zu beobachten.

Im HE gefarbten Préparat stellen sich die Kerne der Gliomzellen als hygmatisch dar.

Nekrosen:

Im Inneren des Tumorgewebes waren nekrotische Bezirke prasentewstsadenformig
von vitalen Gliomzellen umgeben wurden. Diese Gebiete stelltenatscleosinophil und
amorph dar, vereinzelt mit Nekrosen Abb. 37 u. 38 Begleitend zu den Nekrosen konnte

eine Infiltration mit Makrophagen festgestellt werden.

GefalRdichte:
Die Gefalidichte war besonders in den Randgebieten ausgepragt.tdfs vieanehrte
GefalRneubildungen mit abnorm grofR3en, glomerular geformten KapillarenAadh im

angrenzenden gesunden Hirngewebe war eine Angiogenese induziert vgovilein. 29-3)L

Abgrenzung gegeniber dem Hirnparenchym:

Die Grenze zwischen Tumorgewebe und Hirnparenchym erstrecktensicitegelmafiigem
Verlauf Gber die gesamte Oberflache des Neoplasmas. Die$es-idffltrative Wachstum
war in allen Praparaten prasent. Entfernt liegende Gliomzelemenwzu entdecken. Z.T.

ragten die Tumorzellen fingerféormig in das Hirnparenchym hirgeiAlpb. 32-3%
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VentrikelgroRe:

Durch Induktion des Tumorwachstums in der rechten Hemisphiare kam esneu e
Komprimierung des diesseitigen Ventrikels. Er war durch die Gawatse gestaucht und
nach medio-ventral hin verdrangt wordes. Abb. 20-24, 35 u. 36

Infiltration kdrpereigener Abwehrzellen:

Die Einwanderung von Abwehrzellen konnte nicht nachgewiesen wesdabkl{. 39 u. 40
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Ubersichtsaufnahmen

Abb. 23. Per Gefrierschneidetechnik angefertigter Querschnitt eimgterigehirns. Dieses
Tier erhielt 8.000 Gliomzellen und lebte elf Tage. Zu erkennen isirdiegelmanige Art des
Wachstums des GBM mit fingerformig ins Gewebe greifendem Tzapéen (Pfeil). Das
Neoplasma besteht aus zwei Anteilen, welche wahrscheinlich dutelendider Implantation
aufsteigende Gliomzellen entstanden sind. Der rechte Ventrikestask komprimiert.

12,5fache VergroRerung, Schnittdicke: 10 um, HE.

Abb. 24: Ebenfalls Gefrierschneidetechnik, 12,5fache Vergrél3erung, Schnittdibkgm,
HE. Bei dem Tier handelt es sich ebenfalls um ein 11-Tageshiee Behandlung. Wiederum
sind zwei Bereiche erkennbar (Pfeile).

Abb. 25; Diesem Tier wurden sowohl Gliomzellen als auch Endostatin rieremde CB
implantiert. Lebensdauer: EIf Tage. Das Tumorwachstum erstreattielediglich auf den
Bereich des Stichkanals und ist mit Pfeilen markiert. 12,5fachgréM&erung, Schnittdicke:
10 um, HE.

Abb.26: Ebenfalls ein behandeltes 11-Tage-Tier. Der Tumor manifessat nur im Gebiet
des Stichkanalss(auch Abb. 1912, 5fache Vergrof3erung, Schnittdicke: 10 um, HE.

Abb. 27. Hierbei handelt es sich um ein behandeltes Tier der Survival-Gruppe
(Uberlebenszeit: 20 Tage). Der Tumor ist scharf gegeniiber s&imgebung abgegrenzt. Der
rechte Ventrikel ist aufgrund des Raum fordernden Wachstums verklamgrebenso wie

die Mittellinie nach links verschoben. 12,5fache Vergro3erung, Schnittdicke: 10 um, HE.

Abb. 28 Dieser Tumor ist ebenfalls in einem behandelten Tier (Sur@vappe) gewachsen.
Zu sehen ist wie in Abb. 27 eine deutliche Abgrenzung gegeniber dem rdiralpgm. Der

rechte Ventrikel ist verkleinert und weicht dem Neoplasma nach wmsn 12,5fache
Vergrof3erung, Schnittdicke: 10 um, HE.
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Abb. 29

Abb. 31

Abb. 33

P 1

Abb. 30

Abb. 32

Abb. 34
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Histologische Befunde der unbehandelten Tiere (K), Uberlebensit: EIf Tage

Abb. 29 Histologisches Bild eines unbehandelten Tumors. Der Versuch gingligdBauer
von elf Tagen. Zu sehen ist eine Vielzahl neu gebildeter Blutgeflsker Grenze zwischen
Tumor- und umliegendem Gewebe. Oben links im Bild: Nekrotischer IBegtrauffallender
Eosinophilie der pyknotisch gewordenen Gliomzellen. Typisch fur das GBMus-
infiltratives Wachstum, hier unterhalb der BlutgefalR3e sichtbareil@@f 100fache
Vergrol3erung, Schnittdicke: 10 um, HE.

Abb. 30 Unbehandelter Tumor, Versuchsdauer: EIf Tage. Zu erkennen ist @ilee af
BlutgefalRen im angrenzenden Hirngewebe. Auffallig sind die fingerfpin das Gehirn
wachsenden Auslaufer des Tumors (Pfeile). 100fache VergroRerung, @ckeittlO pum,
HE.

Abb. 31 Ebenfalls ein unbehandelter Tumor, Wachstumsdauer: EIf Tage. Zo is¢lene
Vielzahl an Blutgefal3en im Tumorinneren. Links oben im Bild ist degifh eines
nekrotischen Prozesses zu erkennen. 100fache Vergrof3erung, Schnittdicke: 10 um, HE.

Abb. 32 Typisches histologisches Bild eines Glioblastoma multiformeitii2a zu erkennen
sind fingerférmig ins gesunde Gewebe hineinragende Tumorzapfen. BEhugkufer
bestehen aus nur wenigen Zellen. Mit diesem Bild werden die Atehstums und die
damit verbundene Problematik des GBM ersichtlich: Bei einer Heseldles Neoplasmas
werden immer einige wenige Tumorzellen im Gehirn verbleiben und dsprishg eines
erneut sich manifestierenden Auswuchses bilden. Das Tier wurde heftindelt,
Versuchszeitraum: EIf Tage. 100fache VergréRerung, Schnittdicke: 10 um, HE.

Abb. 33 Bei diesem Versuchstier handelte es sich ebenfalls um dm mi¢ Endostatin
sezernierenden CellBedddehandeltes Tier (Versuchsdauer: Elf Tage). Ebenso wie in
Abb. 32 ersichtlich lassen sich Auslaufer des GBM darstellen. 200fdehgréf3erung,
Schnittdicke: 10 pm, HE.

Abb. 34 Unbehandeltes Tier, Zeitpunkt der Perfusionsfixierung: EIf Tagé paglan-
tationem. Sehr gut zu erkennen sind hier die Auslaufer des Neoplaseielse ohne hier
erkennbare Verbindung zum Tumorgewebe in das Gehirn hineinragen. 100fache Ver
gréRerung, Schnittdicke: 10 um, HE.
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Abb. 35 Abb. 36

Abb. 37 Abb. 38

Abb. 39 Abb. 40
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Histologische Befunde der unbehandelten Tiere (K), Uberlebensit: EIf Tage

Abb. 35 Histologische Ubersicht iber die Raumverhaltnisse der Ventréiaks
unbehandelten Tieres nach elf Tagen Wachstumsdauer. Das Foto speyeithaltnisse im
rostralen Bereich der Gehirnkammern unter dem verdrangenden EinflassTemors wider.
Der rechte Ventrikel erscheint regelrecht gestaucht. Gutkameen ist die vermehrte Anzahl
neu gebildeter BlutgefaRe an der Ubergangszone Tumor / Hirngewelbeh@5¢ergro-
Rerung, Schnittdicke: 10 um, HE.

Abb. 36 Dasselbe Tier wie in Abb. 35. Das Bild wurde weiter kaudal awfigenen — der
Tumor ist in der oberen rechten Ecke zu erkennen. Das Lumen des Mehtekels ist stark
in seiner Ausdehnung behindert.

Das Wachstum des Tumors ist nicht 100%ig mit dem des Menschengieicresn — der
Balken ist nicht vollstdndig mit Gliomzellen infiltriert, sondernurde durch die
Raumforderung nach ventral verdrangt (Pfeil). 25fache Vergro3erung, t8icieit 10 pum,
HE.

Abb. 37 Blick auf eine zentral gelegene Nekrose. Auffallend ist theke Eosinophilie der
betroffenen, mittlerweile schon amorphen Zellen. Umliegend ist\@aleahl an Blutgefal3en
zu erkennen. 100fache Vergrol3erung, Schnittdicke: 10 pm, HE.

Abb. 38 Bild eines nekrotischen, amorphen Bezirkes, welcher sich starkarih anfarben
lasst (linker Bildbereich). Angrenzend vitales Tumorgewebe mit hGké&i3dichte. 100fache
Vergrof3erung, Schnittdicke: 10 um, HE.

Abb. 39 Blick auf einen Bereich hoher Gefal3dichte. Im Vergleich zu logiethen Bildern
von mit Endostatin behandelten Tumoren fehlt die Invasion von eosinophilen Graanlozy
1000fache VergroRerung, Schnittdicke: 10 um, HE.

Abb. 40 Ebenfalls wie bei Abbildung 39 ist bei diesem unbehandelten Tier keine Infiltration
mit Eosinophilen festzustellen. 1000fache Vergro3erung, Schnittdicke: 10 um, HE.
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4.4 Behandelte Tiere (Uberlebenszeit: EIf Tage (E11))
4.4.1 Symptome der Versuchstiere

Wahrend der Dauer des Versuches zeigten die Versuchstiere &eiAedeichen von

gestortem Allgemeinbefinden oder sonstigen Krankheiten.

4.4.2 Makroskopische Befunde bei der Entnahme der Gehirne

Auf der Gehirnoberflache zeigte sich eine ggr. gré3ere punktforErigebung als bei den

durchgefiihrten Versuchen zur Uberprifung der Immunabschirmung und Biokompatibilitat.

4.4.3 Makroskopische Befunde bei der Anfertigung der histologischen Sdtte

Durch die ausbleibende GrolRenzunahme der Tumorzellaggregation wurdererdiekeV
nicht komprimiert. Auch die tbrigen Raum fordernden Zeichen waren nichéaoachten.
Der Tumor, welcher sich lediglich im Bereich des Stichkanalsifestiert hatte, war
makroskopisch aufgrund seiner etwas gelblichen bis braunlichen Farbung esamdgn

Hirngewebe zu differenzieres.(Abb. 19

4.4.4 Histologische Befunde

TumorgréRRe:
Die Tumoren erreichten im Verlauf von elf Tagen eine Grof3e von dimaitiich 0,009 ml.

Das Neoplasma schien auf den Bereich des Stichkanals beschraeit @uAbb. 19, 25, 26,
41 u. 42.

Gliomzellen:
Die Zelldichte erschien geringer als die der unbehandelten Tumosgesamt stellte sich

der Zellverband aufgelockerter dar. Der Anteil der Mitosen wanger bzw. mafdig im
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Vergleich zu den unbehandelten Tieren. Der Tumor selbst bestand ndelgetf nur aus der
initialen CellBea8-Gliomzellsuspension im Bereich des Stichkanals. Hyperchromatische
Kerne oder Karyorrhexis fehlten. Die Zellen erschienen \stahbb. 43

Nekrosen:
Nekrotische Zellareale sowohl der Tumorbezirke als auch der entieg Hirnareale konnten
nicht beobachtet werden.(Abb. 43

GefalRdichte:

Die Gefalldichte stellte sich deutlich geringer darAbb. 43 Die Lumina waren Kleiner.
Eine vermehrte Dichte der Gefale im Randbereich des Tumors konhtebambachtet
werden. Die im angrenzenden Hirnparenchym induzierte Gefal3bildungmwéengleich zu

den unbehandelten Tumoren ebenfalls geringer ausgeprédil{. 43

Abgrenzung gegenuber dem Hirnparenchym:

Die Tumoren waren in samtlichen Praparaten deutlich vom Hirngealetpeenzbar. Das
gesamte Neoplasma war umschrieben und zeigte keine Infiltratisn uddiegenden
Hirnparenchyms. Auch einzelne im Hirngewebe verstreute Gliomzellaren nicht zu
entdecken §. Abb. 41-48 Am Ubergang zum umliegenden Gewebe traten braunliche
Ablagerungen aufs( Abb. 43 welche durch die Berliner-Blau-Farbung als Hamosiderin
identifiziert wurden §. Abb. 58

VentrikelgroRe:

In keinem Préaparat war eine Einengung bzw. Infiltration der Hirnkammzu beobachten
(s. Abb. 19, 25 u. 26

Infiltration kdrpereigener Abwehrzellen:

Akute und chronische Entzindungszellen konnten nicht nachgewiesen werden.

CellBead§:

Intakte Mikrokapseln waren im Tumorgewebe nachzuweiseAlb. 45 u. 46
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Abb. 41 Abb. 42

Abb. 43 Abb. 44

Abb. 45 Abb. 46
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Histologische Befunde der behandelten Tiere (E11), Uberlebenszd&ilf Tage

Abb. 41 Histologische Ubersicht tber die Ausbreitung des GBM unter Binwi von

Endostatin nach elf Tagen Behandlungsdauer. Zu erkennen ist ein lediglBareich des
Stichkanals gewachsenes Neoplasma, welches sich scharf gegeeieumliegenden
Gewebe abgrenzt. Die Anzahl an Blutgefal3en ist gering. 25faclged®erung, Schnittdicke:
10 um, HE.

Abb. 42 Ein weiteres Tier der Versuchsgruppe. Hier ist ebenfallsad@slen Stichkanal
begrenzte Wachstum des Tumors zu erkennen. Die Grenze zum umlieg&ndehe ist
scharf und gerade. 25fache Vergrol3erung, Schnittdicke: 10 um, HE.

Abb. 43 100fache VergroRerung eines behandelten Tumors. Das Neoplasman isin ar
BlutgefaRen, das angrenzende Hirngewebe weist ebenfalls eine mmgggedige
Vaskularisation auf. Die Grenze ist scharf gezeichnet. Am @bgrqzum Hirngewebe
befinden sich braunliche Konglomerate (Pfeile), welche durch dienBeBlau-Farbung als
Hamosiderinablagerungen identifiziert wurden. 100fache Vergrél3erung, t8icieit 10 pm,
HE.

Abb. 44 400fache VergrofRerung eines behandelten Tumors. Die Dichte an Bliggeist
aullerst gering, die Tumorzellen erscheinen vital. 400fache VergroR&cimgitdicke: 10
pum, HE.

Abb. 45 Darstellung eines intakten CellBe&dmmitten des Tumors. Erkennbar sind die
gleichmalRige Verteilung der im Inneren der Kapsel befindlichemi8izllen sowie die
auliere Alginathullschicht. Die BlutgefafRdichte ist gering, lechgim unteren Bildrand sind
zwei groRere GefalRe zu erkennen (Pfeile). 200fache VergrofRerung, Schnittdicke: 10.um, H

Abb. 46 Hier ebenfalls ein relativ oberflachlich liegender Cellfeagelcher sich rechteckig
darstellt. Trotz der veranderten Form ist die Integritdt dgmathlle ersichtlich. Der innere
Bereich stellt sich relativ zellarm dar, dies ist jedoch @ief regelmafige Verteilung der
Zellen im Kapselinneren als auch auf den jeweils aufgenommenent3airder Kryotomie
zurtckzufiihren. 200fache VergroRerung, Schnittdicke: 10 um, HE.
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4.5 Behandelte Tiere (Survival-Gruppe (E20), Uberlebenszeit: 20 Tage)
4.5.1 Symptome der Versuchstiere

Die Anzeichen des Raum fordernden Tumorwachstums traten bei den belrandién der
Survival-Gruppe am Tag 20 post OP auf und ahnelten denen der unbehandedteadhes|f

Tagen Versuchsdauer.

4.5.2 Makroskopische Befunde bei der Entnahme der Gehirne

Die makroskopischen Befunde der Ratten der Survival-Gruppe decken sickrungef

denen der unbehandelten Tiere.

4.5.3 Makroskopische Befunde bei der Anfertigung der histologischen Sdalte

Durch das verdrangende Wachstum wurde der rechte Ventrikel massivirkeerprDie
Stoérung der Liquorpassage fuhrte zu einer Aufweitung des Hirnkamstenrsy hauptsachlich

in der linken Hemisphare.

Sowohl der verkleinerte rechte als auch der vergrolRerte linke k&dntvaren nach links
verschobeng. Abb. 27, 28, 35 u. Ban einigen Fallen befand sich das gesamte Lumen des

rechten Ventrikels auf der linken Hirnhalfte.

4.5.4 Histologische Befunde

TumorgréRRe:
Das durchschnittliche Tumorvolumen belief sich auf 0,565 ml. Das Waclestirackte sich

in einigen Versuchen auf zwei Bereiclse Abb. 27.
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Gliomzellen:
Die Gliomzellen stellen sich, ebenso wie bei den unbehandelten Tumoveshl sundlich
als auch spindelférmig dar. Die Mitoserate war hoch, die Kernenasyperchromatisch. Die

Kern-Zytoplasma-Relation war zugunsten des Zellkerns verschoben.

Nekrosen:

Die Nekroseareale waren Uber den gesamten Tumor verteilt. Bezkke erschienen als
amorphes Zellmaterial und stellten sich in der HE-Farbung as blasinophil dars( Abb. 49
u. 50.

GefalRdichte:

Auch hier zeigte sich eine starke Gefal3neubildung mit hoher Gefé&®&dichitumor. In den
Randgebieten zum gesunden Hirngewebe hin war die Gefalidichte ehgy. mmedtirekten
Vergleich mit den unbehandelten Tumoren ist die Angiogenese alsggeréinzustufen
(s. Abb. 47 u. 48

Abgrenzung gegeniber dem Hirnparenchym:

Die Tumoren sind ebenfalls deutlich vom Hirngewebe abgrenzbar. Nunigem wenigen
Fallen ist die Umgrenzung des Tumors unscharf. In keinem Versucfistien sich das
gesunde Hirngewebe infiltrierende TumorantesleAbb. 47 u. 48

VentrikelgroRRe:

Aufgrund des Raum fordernden Wachstums wurde der rechte Ventrikedigbbglr mit den
unbehandelten Tumoren komprimiert.
Der Interhemispharenspalt war nach links verschoben, der linke Ventdigte sich

vergrofert durch teilweise Behinderung der Liquorabflusspassag&hl. 27 u. 28

Infiltration kdrpereigener Abwehrzellen:

Im Tumorgewebe waren auffallend viele eosinophile Granulozyten zucketdeSie waren

vornehmlich in direkter Nachbarschaft von Gefal3en anzutreffen. Die Imstoloigie zeigte
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eine positive Expression mit Anti-Endostatin im Zytoplasma den@oayten. Zudem ist in

einem Fall die Anwesenheit einer mehrkernigen Riesenzelle festgestelen §. Abb. 51

CellBead$:

In den histologischen Schnitten waren keine unversehrten Mikrokapseln naid®ruwe
(s. Abb. 5). Haufig stellten sich die Kapseln als stark komprimiert darApb. 52 Die
schitzende &ulRere Alginathtillschicht war als solche nicht mehr aadzeim Oftmals war
lediglich der Hinweis auf ein Vorliegen eines CellBéaddurch das Auftreten von
Goldpartikeln gegebens( Abb. 5%, welche im Laufe des Verkapselungsprozesses in die

Mikrokapseln eingefligt worden waren.

4.6 Ergebnisse der Immunhistologie

Das mittels Endostatin-AK nachgewiesene, von den CellBesesernierte therapeutische
Protein war nur in Makrophagen des Typesinophiler Granulozyt anzufarben. Die
Phagozyten traten hauptsachlich in direkter Nachbarschaft von Bleege&uf . Abb. 54-
56).

4.7 Ergebnisse der Berliner-Blau-Farbung

Mit dieser Farbemethode wurden Hamosiderinablagerungen identjfiaiegtche im

Randbereich des Tumors, bzw. am Ubergang zum Hirngewebe vorzufindem (aiafdb.

58).

4.8 Vergleich der Tumorvolumina

In Abbildung 6 sind die mit Hilfe des Computerprogramms CastGrid undndnbdar
Schneideprotokolle ermittelten Tumorvolumina als Balkendiagramme dargestell
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AnschlieRend wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse durchgefiuletbéiiergaben sich
signifikante Unterschiede zwischen der Versuchsgruppe der unbehandehervarglichen
mit der der behandelten Elf-Tage-Gruppe (p-Wert < 0,0001) sowie mdedebehandelten
Survival-Gruppe (p-Wert < 0,0096). Auch die Ergebnisse der behandelteraddfTliere

waren als signifikant gegeniber der Survival-Gruppe zu bezeichnen (p-Wert < 0,007).

Tumorvolumini [ml]
2,0 9
1,8 .
1,6 7
1,4
1,2 4
1,0
0,8
0,6
0.4
0.2

04

T
OEn
mmX

K El1 E20  Versuchsgruppen

Tab. 6: Balkendiagramm der Tumorvolumina: Die erzeugten VoluminaVeesuchs-
gruppe Kschwankten zwischen 0,478 ml (Minimum) und 1,876 ml (Maximum). Der
arithmetische Mittelwert dieser Gruppe lag bei 1,022 ml Tumorvolumen. Im
Gegensatz dazu liegen die Tumorgrofen @Geuppe E11 (behandelte Tiere,
Uberlebenszeit: Elf Tage): Die geringste GroRe lag hier bei 0,006 migrd@&te
Wert lag bei 0,013 ml. Im Durchschnitt erreichten die Neoplasmen eiiléeGon
0,009 ml. Bei deNersuchsgruppe E20agen die TumorgréRen zwischen 0,20 ml
und 0,78 ml. Als Mittelwert ergab sich ein Volumen von 0,565 ml.

Versuchsgruppe KBT4Ca, Uberlebenszeit: 11 Tage

Versuchsgruppe E11BT4Ca + CB, Uberlebenszeit: 11 Tage

Versuchsgruppe E20BT4Ca + CB, Survival-Gruppe, Uberlebenszeit: 20 Tage
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Abb. 47 Abb. 48

Abb. 49 Abb. 50

Abb. 51 Abb. 52
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Histologische Befunde behandelte Tiere (E20), Uberlebenszeit: 20 Tage
(Survival-Gruppe)

Abb. 47 Typisches Bild eines behandelten Tieres der Survival-GruppeAljeenzung des
Tumorgewebes gegenuber dem umliegenden Hirnparenchym stellt sharf sdar.
Fingerformige Auslaufer des GBM sind nicht festzustellen. Aligfédt ebenfalls die geringe
Dichte an Blutgefal3en. 50fache Vergrol3erung, Schnittdicke: 10 um, HE.

Abb. 48 Zu erkennen ist die scharfe Begrenzung des Neoplasmas. DiefBlidghte ist im
Vergleich zu Abb. 47 grol3er, sie ist jedoch keinesfalls so ausgepri@gtdie der
unbehandelten Tiere. 50fache Vergrof3erung, Schnittdicke: 10 um, HE.

Abb. 49 Das Tumorgewebe ist von nekrotischen, stark amorphen Bezirken durcbsetz
BlutgefalRdichte ist gering, bzw. durch die Gestaltlosigkeit deeei@es nicht mehr
auszumachen. 100fache Vergro3erung, Schnittdicke: 10 um, HE.

Abb. 50 Ebenfalls ein mit Nekrosen durchsetzter Tumor. Auch hier istEdwennen der
Blutgefal3e nicht mehr moglich. 100fache VergrolRerung, Schnittdicke: 10 um, HE.

Abb. 51 Bild einer mehrkernigen Riesenzelle neben den Resten einée@l Das um-

liegende Gewebe stellt sich aufgelockert und amorph dar. Das t&aofieeser Zelle ist als
Zeichen einer Fremdkdrperreaktion zu werten, jedoch nicht als ErgaibeisEntzindung,
welche durch das Implantat hervorgerufen wurde. 400fache Vergrol3erung,tdsatenit
10 um, HE.

Abb. 52 Haufig stellten sich die in den Schnitten vorgefundenen Kapselnstatk
komprimiert dar. Die schitzende &ufRere Alginathillschicht war adéhes nicht mehr zu
erkennen. In diesem Bild sind die verkapselten Stammzellen noch gulentifizieren.
Oftmals war jedoch lediglich der Hinweis auf ein Vorliegen si@eliBead’ durch das
Auftreten von Goldpartikeln gegeben, welche im Laufe des Verkapselozgspes
eingefligt worden waren. 400fache VergrofRerung, Schnittdicke: 10 um, HE.
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f f

Abb. 53 In-vitro-CellBeads Abb. 54E20)

T

Abb. 55(E20) Abb. 5E20)

Abb. 57(E20) Abb. 5§E11)
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Immunologische Befunde

Abb. 53 In Tissue TeR eingefrorene und geschnittene CellB&adslier wurde ein
histologischer Nachweis mit einem polyklonalen Antikdrper gegen humBnesstatin
durchgefiihrt. Das im Zytoplasma der humanen Stammzellen befindlid@statin ist gut
darstellbar. Die Kerne der Zellen sind durch die im Anschluss anngieunhistologie
durchgefiihrte Hamatoxylin-Farbung blaulich-braun markiert (Pfeile). hG0éf Vergro-
Berung, Schnittdicke: 10 um, Anti-Endostatin-Farbung.

Abb. 54 Immunhistologische Farbung des Gehirns eines behandelten Tiereeligbszeit:
20 Tage). Zu erkennen ist eine Vielzahl an Eosinophilen (Pfeileghevaetornehmlich in
unmittelbarer Umgebung der Gefal3e vorzufinden waren. Das intrazebefindliche
Material wurde durch die Immunhistologie als Endostatin identifiziad stellt sich durch
die mit DAB herbeigefiihrte Farbereaktion braun dar. 1000fache VergroR&cimgttdicke:
10 pm, Anti-Endostatin-Farbung.

Abb. 55 Ebenfalls ein behandeltes Tier, Uberlebenszeit: 20 Tage. Wiedstreine Fiille an
eosinophilen Granulozyten auszumachen (Pfeile). Genau wie in Abb. 54esvabwiegend
um GefalRe herum lokalisiert. 1000fache Vergrof3erung, Schnittdicke: 10 um, HE.

Abb. 56 Ein mit Cellbead? behandeltes Tier, Uberlebenszeit: 20 Tage. In diesem Bild sind
drei eosinophile Granulozyten zu finden (Pfeile). Die anderen Tumatherstellen sich
ebenfalls als reichlich mit dieser Art an Makrophagen durchsktzt 1000fache Vergro-
Berung, Schnittdicke: 10 um, HE.

Abb. 57 Bild eines nicht mehr von Alginathiille umgebenden Cellbeaits dem
Tumorgewebe eines Tieres der Survival-Gruppe (Uberlebenszeit: ). T&s wurde eine
immunhistologische Farbung mit einem Antikdrper gegen Endostatin duiitingeZu
erkennen ist die positive Expression der in der Mikrokapsel enthaltémemBellen (Pfeile).
Die wahrend des Produktionsprozesses eingearbeiteten Goldpartikelefitéit im Bild zu
sehen) waren oftmals der einzige Anhaltspunkt fir das Vorhandensein @éiBeads.
1000fache VergroRerung, Schnittdicke: 10 um, HE.

Abb. 58 Berliner-Blau-Reaktion. Durch diese Farbemethode liel3 sich dieandn$ing von
Hamosiderin in den Praparaten nachweisen. Das betreffende Tier wiirdeéndostatin
behandelt, Uberlebenszeit: EIf Tage. 200fache VergroRerung, Schnittdicke: 10 um.
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4.9 Vergleich der GefalRanzahl

Die Auszéahlung der Gefal3e erfolgte ebenfalls mit Hilfe des plwenprogramms CastGrid.
Hierzu wurde bei den behandelten Tieren mit einer UberlebenszeitlfvBagen aufgrund

der Kleinheit der Tumoren nur ein Gesichtsfeld gezahlt, bei deear anderen Gruppen
erfolgte die Auszadhlung in jeweils vier Gesichtsfeldern. AnsBbhel wurde das

arithmetische Mittel errechnet und fir die Statistik verwendet.

Anzahl der GefalRe/Gesichtsfeld

70
60-
50-
40
301
20
101
0

- WK
L mE11
. EE20

K E1l1l E20  Versuchsgruppen

Tab. 7. Balkendiagnam der Anzahl der Gefél3e: Die ermittelte Anzahl der Gefal3e ba
der Versuchsgruppe Kzwischen 30,75 und 63,25 (arithmetisches Mittel aus
ausgezahlten Gesichtsfeldern). In déersuchsgruppe Ellschwankten die We
zwischen 6 und 14. Bei d&ruppe E20konnten zwischen 28,75 und 53 Gefal3¢

Gesichtsfeld erfasst werd:

Versuchsgruppe KBT4Ca, Uberlebenszeit: 11 Tage
Versuchsgruppe E11BT4Ca + CB, Uberlebenszeit: 11 Tage
Versuchsgruppe E20BT4Ca + CB, Survival-Gruppe, Uberlebenszeit: 20 Tage
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5. Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersuchte dex-vivo-Gentherapie von Glioblastomen mittels
alginatverkapselter humaner mesenchymaler Stammzellen, weld@stgtin sezernierten.
Fiar die hier durchgefuhrten Versuche wurden Zellkapseln der FirméVidcel AG
(CellBead$) verwendet.

Die Experimente wiesen die Stabilitit sowie die Biokompaidilder CellBeads nach
zerebraler Einpflanzung nach. Das Tumorwachstum nach Implantation voraBi@e in
einem vergleichbaren Zeitraum von elf Tagen um 99,12 % gehemmt. Bie=y&M wurde die
Uberlebensdauer von behandelten Tieren nahezu verdoppelt (81,8%).

5.1 Diskussion der Methodik
5.1.1 Tierexperimentelles Modell

Zur Uberprifung der Biokompatibilitat und der Immunabschirmung der Celeaurden
zwei Rattenstamme verwendet: Ein immunkompetenter RattenstBDmX{Ratten) und ein
Stamm mit mangelnder Immunkompetenz (thymusaplastische Naak)raiees erschien
notwendig, um etwaige AbstoRBungsreaktionen nach Implantation der CeftBeads
erkennen, da die Alginatkapseln zwar die zellular vermittelteunrgaktion, nicht aber die
Humorale vollstandig zu verhindern vermégen. Bei Ratten mit der Nudatidlut(die auch
Haarlosigkeit hervorruft) kann sich das Thymusepithel nicht diffeeeazi Die betroffenen
Individuen besitzen zwar B-, jedoch kaum T-Lymphozyten.

Besonders bei der Transplantation xenogenen Gewebes (in den Versuchden wur
mesenchymale Stammzellen des Menschen in die Spezies Ratlantiert) sind
AbstoRRungsreaktionen moglich. Dennoch fand sich weder bei dem immunkompeteiiten noc
bei dem nicht immunkompetenten Stamm eine Abstofungsreaktion. Somit woede e
ausreichende Immunabschirmungdurch die Kapseln gezeigt.

Aufgrund derfehlenden Immunogenitat der Implantateauch bei den immunkompetenten
Ratten konnte zur Untersuchung der Wirksamkeit der CellBeamasTumorbehandlung auf
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Experimente mit Nacktratten verzichtet und nur mit den immunkompat&idelX-Ratten

gearbeitet werden.

Die Wirkung von Endostatin sezernierenden mikroverkapselten Zellen ianfizellen wurde
schon von mehreren Arbeitsgruppen untersucht (JOKI et al. 2001; READ26(). Deren
Resultate konnen hierbei vergleichend herangezogen werden. READ unbeltetastellten
2000 eine um 84 % gesteigerte Uberlebensrate bei den Versuchi&stretudem wurden in
77 % der Tumoren grol3e nekrotische avaskuléare Bezirke gefunden. Die koniiolgegen
waren negativ. Die von READ implantierten Alginatkapseln mit 293-erall®iZ wiesen

nach vier Monaten eine Vitalitdt von durchschnittlich 70 % auf.

Im Vergleich hierzu zeigten die eigenen Experimente nach aokh®# Versuchsdauer eine
Lebensfahigkeit der verkapselten Zellen von 98 %Die Hemmung des Wachstums der mit
Endostatin behandelten Neoplasmen war auffallig konnte nach der &ngiter Volumina

als signifikant eingestuft werden.

5.1.2 Verwendung der Gliomzell-Linie BT4Ca

Diese Zell-Linie wurde 1970 von DRUCKREY et al. durch einmaligealeeichung von
Ethylnitroseharnstoff in BD IX-Ratten entwickelt (DRUCKREY at 1970a; DRUCKREY
et al. 1970b). Die "herangeziichteten™ Gliomzellen sind den Tierenngfisgd und weisen
demnach identische Haupthistokompatibilititskomplexe auf. Eine AbstoRR3ukigsredes

Hosts ist demnach nicht zu erwarten.

Um Gewissheit zu haben, dass die im Wachstum befindlichen Tumoreruralifger
antiangiogenetischen Wirkung des Endostatins gehemmt werden und ngdr eer

AbstolR3ungsreaktion des Empfangers, wurde diese Zell-Linie verwendet.
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5.1.3 Ubertragbarkeit des in Ratten induzierten GBM auf die humane Situatn

Typisch fur das Glioblastoma multiforme des Menschen ist seifigs4iffiltrative Art des
Wachstums. Das Raum fordernde Wachstum fand sich auch im verwendsdeh, Mobei

die Tumoren weniger infiltrierend, sondern mehr verdrangend wuchsablf. 3.

5.1.4 Verkapselungstechnologie

Ziel der Verkapselung ist die Separation der verkapselten Zellerundiragenden Gewebe.
Dabei ist ein freier Austausch von Nahrstoffen, Sauerstoff und dieab&bgvon
Stoffwechselprodukten gewahrleistet. Alginat selbst wirkt entzindungskad: Ein hoher
Anteil an Guluronsaure minimiert das Risiko einer Abstof3ungsreaktion.h Adie
Stimulierung der Zytokinproduktion durch Monozyten und das Uberwachsen der iKagsel
Fibroblasten werden minimiert (KULSENG et al. 1999; SOON-SHIONG et al. 1992b).
LIM und SUN gehoérten 1980 zu den Ersten, die sich mit der Verkapselung eltam Z
beschéftigten. In ihren Versuchen implantierten sie Ratten, behareldurch Streptozotocin
Diabetes induziert worden war, alginatverkapselte isogene Langschaninseln in die
Bauchhohle. Der Blutglukosespiegel dieser Tiere war Uber die dasérersuches (20 Tage)
im physiologischen Bereich. Ratten, welchen unverkapselte Pankreasipsebppliziert
worden waren, wiesen bereits nach zehn Tagen wieder denselben Hgrargthhen Zustand
wie vor der Implantation auf. Die Vitalitat und Produktionsfahigkeit\drkapselten Zellen
war wahrend des Zeitraumes des Versuchs nachgewiesen worden (LIM u. SUN 1980).
Im Laufe der nachsten Jahre wurde die Verkapselungstechnologie eerbBsbei wurde
vor allem auch der Durchmesser der Zellkapseln verringert. MansanédetMikro-
kapseln und Makrokapseln. Letztere weisen einen Durchmesser von mehr als 1000 um auf
(TSENG u. AEBISCHER 2000).

Nach Transplantation alginatverkapselten xenogenen / allogenen Geistla#se syste-
mische Immunsuppression nicht vonnoten (TSENG u. AEBISCHER 2000). Diese
Voraussetzung spielt besonders bei der Transplantation xenogenen Gewnebeschtige

Rolle. In der vorliegenden Arbeit konnte di&ektivitat der Verkapselung mit dem von der
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Firma CellMed AG hergestellten Alginat (CellBe&isnachgewiesen werden. Nach der

Versuchsdauer von acht Wochen waren noch 98 % der verkapselten Zellen vital.

5.1.5 Verwendung humaner mesenchymaler Stammzellen

Die Firma CellMed AG verwendete humane mesenchymale Stahemzelelchekeiner
permanenten Zellteilung mehr unterlagen. Die verkapselten Zellen teilten sich im
Anschluss an den Verkapselungsvorgang maximal drei MaKép. 3.1.3: CellBeads.
Somit war die drohende Gefahr der Zerstérung der immunprotektiven &gileadurch eine
bestandige Volumenzunahme von innen heraus nicht gegeben.

READ arbeitete 1999 mit verschiedenen Zell-Linien (READ et al. 1998 welchen sie
nach neun Wochen der Verkapselung die Bildung zahlreicher Spharoidelifest&ei
Sphéaroiden handelt es sich um elliptische, bikonkave Zellansammlungea.Abiesufungen
waren sowohl in den kultivierten als auch in den aus Rattengehirnemaif&apseln zu
finden. Nach 16 Wochen der Verkapselung war die Vitalitdt der Zd#dglich auf
diejenigen, welche sich in den Spharoiden befanden, beschrankt. Sie T&@g%beaind war in
den in-vitro- als auch in den in-vivo-Versuchen gleich hoch.

Eine weitere Beobachtung von READ war, dass an Orten zu Grunde gegartgllen
Kavitaten innerhalb der Zellkapseln zurlckblieben, deren Durchmesbeaudicl2-30 pm

beliefen.

Weder die Bildung von Spharoiden noch das Auftreten von Léchern war in den
histologischen Auswertungen dieser Arbeit festzustellen. Diesaltscheinlich dadurch zu
begrinden, dass sich die verwendete Zell-Linie lediglich maximal &#al nach
Verkapselung geteilt hat, und somit eine Anhaufung von Zellen in diesafe Micht
moglich war.

Auch war dieVitalitdt der verkapselten Zellen nach acht Wochen m@8 % sehr hoch,
sodass mit dem Auftreten von zellfreien Kavitdten nicht gerecheaeien konnte. Dieses
Ergebnis zeigt somit im Vergleich zu READ (1999) eine Verbvesse der Ver-

kapselungstechnik, durch die eine ausreichende Versorgung der Zellen sichevgastell
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5.1.6 Operationstechnik

Ein Unterschied zu den Untersuchungen WRIBAD (2001)bestand in der Platzierung der
Mikrokapseln in Relation zu den Tumorzellen. In ihren Veroéffentlichungermeviolgende
OP-Technik beschrieben: Zehn Alginatkapseln wurden 1 mm kaudal und 3 mis veaoht
Bregma in einer Tiefe von 2,5 mm appliziert. Im Anschluss daranefalg Injektion von
8.000 Gliomzellen 1 mnhateral der Kapseln in 2 mm Tiefém Vergleich hierzu wurden
bei den eigenen Versuchen sowohl die Gliomzellen als autie CellBead$ an eine Stelle

appliziert (von Bregma aus 1 mm nach kaudal und 3 mm nach rechts in 2,5 mm Tiefe).

Die bei der vorliegenden Arbeit vorgenommesgimultane Applikation von Krebszellen
und CellBead$ erschien aus folgendem Grunde sinnvoll: Es galt, eine ex-vivo-Gentherapi
von Glioblastomen mittels alginatverkapselter mesenchymalerntallen zu entwickeln,
welche in der Humanmedizin in absehbarer Zeit zum Einsatz gel@ofjee. Somit lag eine
Orientierung an den Verhaltnissen im humanen Organismus nahe: Duneh dsius-
infiltrative Art des Wachstums kann das GBM nicht in toto aus deimr entfernt werden.
Es verbleiben immer einzelne Gliomzellen im Gewebe, welche dhrehhohe Mitoserate
schnell zu einem erneuten manifesten Tumor heranwachsen. Die Anwend@gjlBead$
beim Menschen sieht die Implantation in die Resektionshdhle vor, um eurdaldiung von
BlutgefalRen zu unterbinden und damit das Tumorwachstum zu hemmen.

Aufgrund dieser Tatsache erschien die gleichzeitige Applikatiagiraond denselben Ort als

verwendbare Simulation der Situation in der Humanmedizin.

Zu Beginn der Versuche stellte sich die Applikation der CellBéasl Hirngewebe der Ratte
aufgrund der begrenzten intrakraniellen Raumverhaltnisse als sichdaer Als durchfiihrbar

erwies sich die Implantation vomaximal zehn Mikrokapseln. Diese Anzahl entsprach
einem Volumen vo®,5 pl plus das Volumen der Gliomzellen von 8&80 pl

Trotz der dargestellten unterschiedlichen Arten der Applikationesollie Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit mit denen von READ vergleichbar sein.
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5.1.7 Dauer der Versuche zur Uberpriifung der Wirksamkeit der CellBeads

Die ursprungliche Versuchsplanung sah eine Lebensdauer der Versectishet4 Tagen
vor. Diese Zeitspanne konnte aufgrund des sich perakut verschlechterndend&sistier
Ratten nicht eingehalten werden und wurde @btifTage verkirzt. Somit wurde auch die
Versuchsdauer fur die Gruppe der mit Endostatin behandelten Tiere eseh dZeitraum
herabgesetzt, um eine Vergleichbarkeit der Tumorgrof3en zu erzielen.

Fur die Gruppe zur Ermittlung der Uberlebensdauer (Survival-Gruppejiesmohne Belang.
Die Tiere wurden bei Anzeichen gesundheitlicher Beschwerden zunéithing weiterer

Leiden euthanasiert.

5.1.8 Anwendung einer ex-vivo-Gentherapie

Gentherapie kann grundsatzlich in zwei Kategorien unterteilt we#lan:einen existiert die
in-vivo-, zum anderen die ex-vivo-Gentherapie.

Bei derin-vivo-Gentherapie wird genetisches Material direkt in Zellen in situ eingebracht
Dies kann mit Hilfe von Viren, Liposomen, oder auch durch direkten DNBsiea
geschehen. Diese Methode hat den Vorteil, dass die kdrpereigenendésll®rganismus zur
Poteinsynthese genutzt werden kénnen. Jedoch stellt die Kontrolle ddrl AndaTypen der
veranderten Zellen eine Schwachstelle dar. Blidung eines Tumorsdurch die induzierte
Mutation der betroffenen Zellen ist nicht auszuschliel3en.

Diesem Risiko kann durch diex-vivo-Gentherapie begegnet werden. Bei dieser Methode
wird genetisches Material in kultivierte Zellen eingeschleDst. Leistungsfahigkeit und die
Toxizitat der genutzten Vektoren konnen vor der Transplantation auflitivedenklichkeit

hin getestet, und erst bei fehlendem Risiko in den Host implantenden. Ein weiterer
Vortell ist die Tatsache, dass bei Verkapselung der produzierentlen Aeben autogenen
auch allogene und sogeaenogene Zellergenutzt werden kénnen.

Diese Methode beinhaltet die gentherapeutische Behandigrdes am GBM Erkrankten,

ohne dessen Genom zu verandern.
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5.1.9 Histologie

Bei der Anfertigung der histologischen Schnitte stellte sich die stark zerkliftete
Tumoroberflache als schwierig zu schneiden dar. Diesem Problem k@uaeh unter
Verwendung vorTissue Tek entgegengetreten werden, so dass wahrend der Anfertigung
der histologischen Schnitte kein Tumorgewebe verloren ging. Zudem evBradstellung der
CellBead§ durch Gefrierschneidetechnik ausreichend, sodass auf die Anfertigung der
histologischen Schnitte durch Paraffineinbettung verzichtet werden umdoebge in den
Veroffentlichungen von READ gearbeitet werden konnte (READ et al. 1IRB&D et al.
2001b).

In derHE-Farbung unterschied sich das tumordse Gewebe farblich auffallend vom gesunden
Hirngewebe und konnte schon makroskopisch als solches ausgemacht werden.

Das Auffinden etwaiger Entziindungs- oder Fremdkorperreaktionen war kbeofah HE-
Farbung maoglich.

Nekrotische gefal3lose Bezirke wurden durch die vorgenommene HE-Farkassy usid
amorph dargestellt. Sie waren gut vom umliegenden vitalen Tumeaweelp zu
differenzieren.

READ et al. (2001b) untersuchten hypoxische Areale durch die eine Stunde vor
Perfusionsfixierung intraperitoneal verabreichte Substanz Pimonidaesler Marker stellt
mangelhaft mit Sauerstoff versorgte Bereiche dar und kann mihegegen ihn gerichteten
Antikorper detektiert werden. Diese Untersuchung war jedoch fur dietifideerung

avaskularer Bereiche in der vorliegenden Arbeit nicht vonnoten.

Zur quantitativen Bestimmung der Vitalitat der verkapselten deddolgte im Hause der
Firma CellMed AG eine Doppelfarbung n8tYBR green | undPropidiumjodid . Nach dem
achtwochigen Verbleib der CellBe&dsn Hirngewebe wiesen digerkapselten Zelleneine

Vitalitat von 98 % auf, identisch mit dem Wert der in vitro kultivierten CellBéads

Eine andere Art der Untersuchung der Lebensfahigkeit der ZelledersZwei-Farben-
Fluoreszenz-Vitalitats-Test, welchen READ und Mitarbeiter dutchén (READ et al.
2001b). Sie stellten eine lediglich 70%ige Uberlebensrate der velteapsgellen nach
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viermonatiger Implantation im Rattengehirn fest. Die zeithleda den Versuchen in vitro

kultivierten Kapseln wiesen dagegen eine Vitalitat von 85,7 % auf.

Bei den behandelten Elf-Tage-Tieren lieRen sich im HE-gefamtéparat Lipofuszin und
Eisenablagerungen (Hamosiderin) nicht sicher differenzieren. Bexliner-Blau-
Farbemethode bestatigte den Verdacht auf Letzteres: Mikroblutungen fihrten rzemei
Austritt von Erythrozyten in das umliegende Gewebe. Makrophagen inkotporgiese und
schieden das Eisen als unverdauliche Aggregate wieder aus. Unldabei, ob es sich bei
dem Austritt der roten Blutkdrperchen um iatrogen gesetzte Blutungieige der
Manipulation bei der Implantation handelte, oder um Blutungen, welche inorTsetbst

ohne Einwirkung auf3erer Einflisse aufgetreten waren.

5.1.10 Immunbhistologie

In Anlehnung an die Arbeiten von READ (2001lbjurde eine Antikorperfarbung des
Endostatins durchgefiihrt. Ziel war die detaillierte Ortsbestimmdeg therapeutischen
Proteins sowie die Darlegung der Entfernung, die es per diffusioneiackgelegt hatte.
Aufgrund der nicht mehr komplett darstellbaren CellB&atkr Survival-Gruppes( Abb. 51
u. 52 konnten jedoch keine Ruckschliusse auf die Eindringtiefe von Endostatin @etias
gezogen werden. Die Tumoren der behandelten Elf-Tage-Gruppe hingegen zuaklein,
um eine maximale Entfernung des Proteins von den Mikrokapseln angeben zu kdnnen.
Mit der Antikorperfarbung konnte Endostatin in Zellen nachgewiesen weBlenpositive
Reaktion auf den Endostatin-Antikdrper wurdausschliel3lich in eosinophilen
Granulozyten in den Praparaten der Survival-Gruppe beobachtet. In den Tumoren der

behandelten Elf-Tage-Tiere wurden keine Eosinophilen erfasst.
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5.2 Diskussion der eigenen Ergebnisse

In den Versuchen zur Uberprufung der Immunabschirmung und Biokompatibilitatlieva
Alginatkapsel in den meisten Fallenkomplett und unversehrt vorzufinden. Die
verkapselten Zellen im Inneren waren vollstandig von Alginat umgebenKé&ntakt des
xenogenen Transplantats mit dem Hostgewebe war in keinem Pr@paeattdecken. Es
waren keinerlei Anzeichen fir eine AbstoRung des Transplantatsveder in Form einer
chronischen Abstol3ungs- bzw. Gewebereaktion in Form einer Fibrose odereaikig/en
Zellinfiltration infolge entziindlicher Prozesse zu beobachten.

In den Versuchen von READ et al. (199@)rd von einer zellularen Reaktion auf das
Transplantat in Form einer Einwanderung von Mikroglia und Monozyten bdridhédbei
waren Erstere in hohem Mal3e, Letztere in geringerer Anzahl vertreten.

Auch KULSENG et al. (1999) schildern eine entziindliche Reaktion de®ligsnbei einem
hohen Anteil des Alginates an Mannuronsdure. Das im Gegenzug verwekigatat,
welches reich an Guluronsaure war, fuhrte zu keiner Stimulierunglndesinsystems.
Hierbei muss jedoch erwahnt werden, dass Wistar Ratten, welchen Néikrokapseln
intraperitoneal verabreicht wurden, weder bei hohem G-, noch bei hohem e¥l-Ame
Immunreaktion zeigten. Laut KULSENG ist der Erfolg einer Traargaition von Alginat
sowohl vom Alginattyp als auch von der Empféangerspezies abhangig. @laser Arbeit
jedoch Nacktratten und BD IX-Ratten verwendet wurden, kann diese eflastgthierbei
vernachlassigt werden (KULSENG et al. 1999).

Der alleinige Nachweis einer Fremdkdrperriesenzellreaktion,ewisich gelegentlich fand,
wird nicht als Initiierung einer Entziindungsreaktion verstanden, da imegentden Gewebe
keine weiteren Anhaltspunkte fur eine Inflammation in Form eingewtsrdermunzellen zu
beobachten waren.

Die Stabilitéat der CellBeads® tiber einen Zeitraum von elf Tagen wurde zum einen durch die
Histologie (s. Abb. 45 u. 46), zum anderen durch die Ergebnisse der Explamnagezeigt
(4.2.2 Morphologische Befunde der explantierten CellB8adsierbei wurden die Integritat
sowie die Bestandigkeit des verwendeten Materials festgestellt.

Insgesamt konnte die von der Firma CellMed AG hergestelle CellBeadS als

anwendungssicher und nicht immunogen bestatigt werden.
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Die starke Wachstumshemmung der Tumoren der behandelten Elf-TiaygeeGmvar
Uberraschend. Die Ergebnisse der Survival-Gruppe bestétigten jedocirimdie Vitalitat
der Gliomzellen, zum anderen die Wirksamkeit der CellB®ads

In der Nachfolgearbeit dieser Dissertation bleibt zu klaren, wasach Ablauf von elf Tagen
ein sprunghafter Anstieg der Wachstumsrate geschehen war. ldizesuwde Struktur der
Alginathille scheint nach Tag elf der Implantation nicht mehr ais¥ed gewesen zu sein,
um einer Zerstorung der CellBe&dsentgegenzuwirken. Somit ware das fehlende
Vorhandensein kompletter CellBe&ds der Survival-Gruppe zu erklaren. Hier waren keine
unversehrten Mikrokapseln zu finden. Lediglich die Anwesenheit von Goldpartgad
einen indirekten Hinweis auf die CB. Madglich ist eine mechaniscbest@ung der
Alginathtille durch die Zunahme der Gewebemasse und der daraus nresdére
Druckerh6hung im Schadel. Von einer sicheren Verkapselung der hMSZ unddamér
verbundenen Endostatinproduktion zwischen Tag elf bis 20 kann demnach nicht agegega
werden.

Zusammenfassend lasst sich eine hohe Wirksamkeit der CRéladsS’ der Firma CellMed

AG feststellen. Allerdings kommt es maoglicherweise zu einer Auflosung der Kapsadi

zwei Wochen.

Das mittels Endostatin-AK nachgewiesene Protein war in derudfega zu dieser Arbeit nur

in eosinophilen Granulozytennachzuweisen. Diese Makrophagen traten hauptsachlich in
direkter Nachbarschaft von Blutgefal3en auf.

READ et al. (1999) schildern in ihren Versuchen eine Infiltration des unCdlBeadS
herum gelegenen Gewebes mit Mikroglia, Monozyten, T- und B-LymphozZptiese Zellen
traten eine Woche nach der Implantation auf und verringerten ihrehlAstedig bis Woche
neun post implanationem. Ein vermehrtes Auftreten von Eosinophilen ist jedolch

beschrieben.
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Welche Erklarungsmaoglichkeiten gibt es fiir das Auftreten @&s Endostatins in den
eosinophilen Granulozyten?

1.) Zum einen ist einfAufnahme des Endostatinsmitsamt der vitalen Endothelzelle
maoglich, an welcher das Protein befindlich ist. Endostatin blockigtrliM et al. (2002)den
Rezeptor fur VEGF (KDR/FIk-1) an der Oberflache von Endothelzellenfiimti somit zu
einem Stopp des Zellzyklus. Die betreffende Zelle ist dadurch unféihtie Synthesephase
Uberzutreten und verbleibt im;&tadium §. Kap. 2.8: Endostat)n Die Endothelzelle kann
somit als 'Nebenprodukt” der Phagozytose mit aufgenommen werdemeishiaht das

eigentliche Ziel der Makrophagen.

2.) DHANABAL et al. (1999) nennt in seinen Vero6ffentlichungen Amoptoseals wichtiges
Merkmal der mit Endostatin behandelten Endothelzelle. Durch einen Aksantstieg der
intrazellularen Protease Caspase 3 wird deren DNS abgebautpdjutiasche Proteine
treten vermindert auf. Somit kann der Grund fir die Einwanderung einer Aaizail an
Eosinophilen auch in darhdhten Apoptoserate der Endothelzellediegen. Sie wirden in
diesem Falle das zur Phagozytose beabsichtigte Objekt darsigls Endostatin ware durch
den Besatz des an der Oberflache befindlichen Rezeptors mit inass®der Aufnahme in

die Zelle einbezogen.

3.) Als dritte Moglichkeit lasst sich die Einwanderung der EosinoplalserReaktion auf die
Zerstorung der CellBeallsvermuten. Da es sich bei den verkapselten Zellerhumane
Stammzellen handelt, liegt einéAbstoRung des xenogenen Gewebesitsamt den damit
verbundenen Reaktionen des Hosts nahe. Die Einwanderung der Makrophagesmvitgaits s
Antwort auf das fremde Gewebe zu wert@rgft-versus-host-reactior). Diese Variante ist
durch den Fakt zu untermauern, dass in den Tieren der behandelten EGiTiage intakte
CellBead§ vorhanden waren, Eosinophile jedoch nicht auftraten. In den Survival-Tieren
jedoch waren die Kapseln zerstdrt, und es war eine hohe Anzahl dfeseophagen
festzustellen. Die vermehrte Anwesenheit an Eosinophilen ist salsitchronische
Entziindungsreaktion zu sehen, welche durch den Kontakt der verkapselten Zellen mit dem
Empfangerorganismus initiiert wurde. Bei dem phagozytierten Matéandelt es sich

demnach um die Stammzellen samt dem im Zytoplasma befindlichen Endostatin.
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4.) Die Eosinophilen kénnen auch als Reaktion des Koérpers aufiedretisch veranderten
Tumorbezirke eingewandert sein. Diese Mdglichkeit ist jedoch eher unwahrsatieidk in
den Neoplasmen der unbehandelten Tiere ebenfalls Nekrosen zu finden W&aren.
vermehrtes Auftreten dieser Abwehrzellen war hier jedoch ausgebli Zudem ist in
samtlichen Eosinophilen Endostatin nachzuweisen Die Wahrscheinlichkesg di
Makrophagen lediglich aufgrund der nekrotischen Bereiche eingewandeértvard somit

weiter verringert.

Insgesamt ist das vermehrte Vorkommen eosinophiler Granulozytemsamimenhang mit
der Angiogenesehemmung von Gliobastomen noch nicht beschrieben worden. €bbes si
dem von diesen Makrophagen inkorporierten Material lediglich um dasnsste Protein,
das Protein inklusive der Endothelzelle oder um das Protein mitsai@tademzelle handelt,

bleibt in der Nachfolgearbeit dieser Dissertation zu klaren.

Die in den Veroffentlichungen von READ genannte Diffusionsstrecke desrrgerten
Endostatins von 1-1,7 mm konnte nicht tberprift werden, da die Survival-Gruppdekeiner
unversehrte Mikrokapseln im Tumorgewebe aufwies. Somit war eineigeherdnung der

in den Eosinophilen vorgefundenen positiven Signale zu einem bestimmt&ea@®lhicht
moglich.

5.3 Aussicht und Schlussbetrachtung

Die in dieser Arbeit festgestellte Unbedenklichkeit und Anwendurussieit der
CellBeadS der Firma CellMed AG ist ein Schritt in Richtung der Etabiig alternativer
Therapiemethoden des Glioblastoma multiforme. Die Applikation der Miks#Ea soll bei
der chirurgischen Resektion des Neoplasmas erfolgen und auf langgremZGehirn
verbleiben, um so durch die Hemmung der Tumor assoziierten Angiogerse¥éadhstum

zu hemmen. Der Vorteil der Verkapselungstechnologie besteht in a@arsplantation
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xenogenen Gewebes — somit kbnnen Speziesbarrieren ohne die Gabe von Imrmssiaupre

Uberwunden werden.

Die Wirksamkeit der Kapseln ist mit den vorgenommenen Versuchegsiggezorden.
Klarungsbedarf besteht jedoch bei der Frage, wann und auf welcheeA8tabilitat der
CellBeadS schwindet und wie sie vom umliegenden Gewebe abgebaut werden. Auch die
Infiltration eosinophiler Granulozyten sowie die genaue Herkunft des \oreni
inkorporierten Materials bedirfen einer genauen ldentifizierung. Beesgr Optimierung
des zur Verkapselung verwendeten Alginates sowie dessen Strukturamid&stkonnten

weitere Erfolge in der Transplantationsmethode erzielt werden.
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6. Zusammenfassung

Ivonne Bartsch

Evaluierung von CellBead§ zur Freisetzung von Endostatin im Hirngewebe zur

Behandlung des Glioblastoms

Trotz aggressiver Therapieversuche - bestehend aus OP, Bestrahlndgéhemotherapie -

ist die Prognosefiir Patienten mit Glioblastorimfaust. Die mittlere Uberlebenszeit betragt
lediglich 12-14 Monate. Innerhalb dieses Zeitraums kehrt der Tumoruadfgeiner diffus-
infiltrativen Art des Wachstums immer wieder und muss unter &misin mehrere Male
chirurgisch entfernt werden.

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Entwicklung und Etablierung emewivo-
Gentherapie von Glioblastomen mittels alginatverkapselter humaner mesenchymale
Stammzellen, welche Endostatin sezernieren. Bei diesem thesapeutiProtein handelt es
sich um einen potenten Hemmer der Angiogenese. Die geplante Anwendudgr i
Humanmedizin sieht vor, die Mikrokapseln nach der operativen Entfernungedgtalimas

in die Resektionshoéhle zu legen und so der Neubildung von BlutgefaRen und damit
Rezidivtumoren entgegenzuwirken. Vorteile der intrakraniellen Impgiantasind die
Umgehung der Blut-Hirn-Schranke sowie die Erzielung hoher
Wirkstoffkonzentrationen am Zielort. Das zur Verkapselung verwendefdginat ist
nachweislichnicht immunogen und kann problemlos im Gehirn verbleiben. Ein weiterer
grofRer Vorteil der Anwendung von Endostatin ist fdielende Induktion einer Resistenz
sowie diesehr geringe Mutationsrate der Endothelzellen aufgrund der ihnen eigenen
Homogenitat und genetischen Stabilitat. Tumorzellen hingegen sindfkaineZiele bei der

Behandlung mit Chemotherapeutika. Inr Genom unterliegt standigen Veranderungen.

Zur Untersuchung der Wirksamkeit des Angiogenesehemmers wurden immumtéoiape
BD IX-Ratten syngene Gliomzellen sowie Endostatin sezernier€etiBead intrakraniell
implantiert. Eine zweite Gruppe erhielt lediglich GliomzelleastZustellen war eingtarke
Hemmung des Tumorwachstumssowie eineVerlangerung der Uberlebenszeit um fast
100 %.



83

In weiteren Versuchen bleibt zu klaren, tiber welchen Zeitraum diBe@e$ intakt bleiben
und so ihrer Aufgabe der Verkapselung von Endostatin sezernierenden rizaldtommen

koénnen.
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7. Summary

Ivonne Bartsch

Evaluation of CellBead$ for the delivery of endostatin in brain tissue for the tratment

of glioblastoma multiforme

Despite aggressive therapy consisting of surgery, post-operatlisgion and chemotherapy,
the prognosisfor glioblastoma patients iextremely poor with a median survival of 12-14
months. During this time, diffuse-infiltration allows the tumour turethereby necessitating
repeated excision.

In this present study, aex-vivo-gene therapyof glioblastoma multiforme using alginate
encapsulated human mesenchymal stem cells which release endastsatdeveloped and
evaluated. This therapeutic protein is a potent angiogenesis inhibidatpaindispensable in
tumour growth. It is intended to place the microcapsules post slygitdhe resection area
in order to inhibit the renewed the newly recruitment of blood vesBe¢sadvantages of the
intracraniell implantation are tdypass the blood-brain-barrier and to achievehigh
concentrations of endostatin Alginate, which is used for encapsulation, is a pronem-
immunogenic It can therefore remain without problem in the brain tissue. Impuorta
advantages of endostatin are thek of drug resistanceand thevery low mutation rate of
endothelial cells This is because they are homogenous and genetically stable. lastontr
tumour cells, as a result of constant changes in their genomejtpaiespidely moving target
while treating them with chemotherapeutic agents.

In order to examine the efficiency of the angiogenesis inhibitaigesye glioma cells and
endostatin secreting CellBe&dwere implanted intracranially in immunocompetent BD IX-
rats. The control group received only glioma cells. The results shaka endostatin
greatly reduced tumour growth and themedian survival time was prolonged by almost
100 %.

Further studies need to establish, how long the Cell8emasain intact thereby retaining
their ability to encapsulate endostatin producing cells.
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9. Anhang

9.1 Verzeichnis der Bezugsquellen

Ratten:

Futter:

Einstreu:
CellBeads:

BD IX-Ratten, Zentrales Tierlabor der MHH
Haltungsfutter altromin 1324, Altromin GmbH, Lage, BRD;
Inhaltsstoffe:Rohprotein 19 %, Rohfett 4 %, Rohfaser 6 %,
Rohasche7 %,Ca: 0,9 %,Phosphor 0,7 %, Zusatzstoffe je kg:
Vitamin A 15.000 IE,Vitamin D3 600 IE,Vitamin E 75 mg,
Kupfer. 5 mg
bedding 3-4, Altromin GmbH, Lage, BRD
CellMed AG, IndustriestralRe 19, 63755 Alzenau

Verbrauchsmaterialien fiir den OP-Bedarf:

Antisedan:

Augensalbe:

Bohrer:
Bohrkopf:

Bulldog-Klemmen:

Desinfektionsmittel:

Domitor:
H,0,:
Hamilton-Kantlen:

Hamilton-Spritzen:

HohlimeilRelzange:

Wirkstoff: Atipamezolhydrochlorid, Pfizer, Karlsruhe, BRD

Bepanth&nRoche, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-
Wyhlen, BRD

Fine Science Tools, Serial No. 095981

2,1 mm, Hager & Meisinger GmbH, Disseldorf, BRD
Aesculap AG u. Co. KG, Tuttlingen, BRD

BIGUAMED PERFEKT, Desomed AG, Dr. Tripp&mbH,
Freiburg, BRD
Wirkstoff: Medetomidinhydrochlorid, 0,2 mg/kg KGW, Pfizer
GmbH, Karlsruhe, BRD
Wasserstoffperoxid 30 %, Merck KGaA, Darmstadt, BRD
HAMILTON KF Needle 6/pk (ga 18/51 mm/pst 3)

Microlite®™ Syringes, HAMILTON Bonaduz AG, Bonaduz,
Schweiz

Luer HohlmeilRelzange, fein, leicht gebogen, Wiftscha
genossenschaft deutscher Tierarzte eG, Garbsen, BRD



Kanulen:

Ketanest:

Klemmen:

Mikroskope:

Mikroskopkamera:

Nadelhalter:

Nahtmaterial:
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Injektionen (i.p:)Sterican 24 G x 1", 0,55 x 25 mm, BRAUN,

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, BRD

Schlitzen der Dura mateiSterican 21 G x 1 1/2", 0,80 x
40 mm, BRAUN, B. Braun, Melsungen AG, Melsungen, BRD
Wirkstoff: Esketaminhydrochlorid, 25 mg/ml, 75 mg/kg KGW,
Parke-Davis, PfizeKarlsruhe, BRD

Pean-Klemme, gerade, ohne Zahne; Wirtschaftsgenossénschaf

deutscher Tierarzte eG, Garbsen, BRD

Sterilbank QRNILD M3, Heerbrugg, Schweiz
OP Carl Zeiss NC 32, Varioskop

Leica DC 300, Leica Microsystems AG, 9435 Heerprugg
Schweiz

Nadelhalter nach Olsen-Hegar, Wirtschaftsgemadsat dt.
Tierarzte eG, Garbsen, BRD

ETHICON ETHILORII, chirurgisches Nahtmaterial, nicht re-

sorbierbar, blau, monofil

Novaminsulfon-ratiopharfhWirkstoff: Metamizol-Natrium, 1 ml enthalt 500 mg Metamizol-

Pinzette:

Raspatorium:
Scharfer Loffel:

Schere:

Schnell-Sterilisiergerat:

Siebe:

Skalpellklingen:
Stereotakt:
Sterilbank:

Natrium - 1 HO, ratiopharm GmbH, Ulm, BRD

Anatomische Pinzette, schmal, Wirtschaftsgenossensithaf
Tierarzte eG, Garbsen, BRD

Wirtschaftsgenossenschaft dt. Tierarzte eG, Garbsen, BRD
Doppelloffel nach Volkmann, Wirtschaftsgenossenschatft
deutscher Tierarzte eG, Garbsen, BRD

Majo-Schere, stumpf-stumpf, gebogen, Wirtschaftsgenossen-
schaft deutscher Tierarzte eG, Garbsen, BRD

FST Fine Science Tools

BD Falcon Cell Strainer 100 um Nylon, BD Biosciences,
Erembodegem, Belgien

Feather No. 10, Produkte fir die Medizin GmbH, Koln, BRD
ASI Instruments, Small Animals Stereotaxic Frame

Telstar AH-100
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Tubes: 15 ml und 50 ml, CELLSTAR Greiner BIO-ONE GmbH,
Frickenhausen, BRD

Wellplate (6er): TC-Plate 6 well, sterile, Greiner BIO-ONEmbH,
Frickenhausen, BRD

Wundspreizer: Wundspreizarach Gelpi, Wirtschaftsgenossenschaift Tier-

arzte eG, Garbsen, BRD

Verbrauchsmaterialien fir die Histologie und Immunhistologie:

Aqua dest.: INI Hannover GmbH

Bovines Serumalbumin: 0,1%ig, Foetal Bovine Serum Gold, PAA LaboratondsH
Pasching, Osterreich

Chemikalien fur PBS: KH,PO,: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, BRD
NaCl: Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Holland
NoHPO,: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, BRD

DAB: Dako, Hamburg, BRD

Deckgléaschen: 24x60nm, #1, Menzel-Glas&r Menzel GmbH + CoKG,
Braunschweig, BRD

Desinfektionsmittel: Desom&dDesomed AG, Dr. Trippen GmbH, Freiburg, BRD

Digitalkamera: MD 9700, 4.1 Megapixel, Essen, BRD

Endostatin-AK: polyklonaler AntikGrper gegen humanes Endostatin, Lot.-Nr.

11613, Acris Antibodies GmbH, Im Himmelreich 11, 32120
Hiddenhausen, BRD

Entellan Neu: Merck KGaA, Darmstadt, BRD

Eosin: Shandon Instant Eosin, Runcorn, Cheshire, UK

Ethanol: Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Holland

HCI: c(HCI) = 1 mol/l (IN), Merck KGaA, Darmstadt, BRD

H20s: Wasserstoffperoxid 30 %, Merck KGaA, Darmstadt, BRD
Hamatoxylin: ThermoShandon, Harris, Pittsburgh, USA

Kryostat: Microm HM 560, MICROM International GmbH, Walldorf,

BRD



Methanol:

2-Methylbutan:
Mikroskop:
Natriumhypochloritlésung:
NRS:

NSwS:

Paraformaldehyd:

PBS:

Shandon-Clips:

StreptABKomplex/HRP:

Sucrose:
Objekttrager:
Propidiumjodid:
SwaR:

SYBR green I

Tissue Tek:

Trypanblau:
Tweer?:

Xylol:
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Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Holland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, BRD

OLYMPUS BX50, Hamburg, BRD

12 % CI, Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, BRD

Dako A/S, Danemark

Dako A/S, Danemark

Merck, Darmstadt, BRD; 4%ige Losung: 40 g PFA auf 1 | PBS
11: 11 Aqua dest. mit 1,48 g MO, 0,43 g KHPQ,, 7,20 g
NacCl

Thermo Shandon Coverplitedisposable immunostaining
chambers

Dako A/S, Danemark

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, BRD, 30%ige
Lésung: 30 g Sucrose auf 100 ml PBS

Superfrost Objekttrager, Menzel-Gf3seMenzel GmbH +
CoKG, Braunschweig, BRD

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, BRD

Dako A/S, Danemark

Bestellnummer: 1988131, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-
Wyhlen, BRD
O.C.T Compound, Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude,
Niederlande

0,4 %, Sigma-Aldrich, Irvine, UK
Tweerf 20, Calbiochefi, Molecular Biology Grade, replaces
Merck KgaA, Darmstadt, BRD
Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Holland

Verbrauchsmaterialien fir die Zellkultur:

Autoklav:

Tisch-Autoklav, CertoClav Sterilizer GmbH, Traun, Osterreich
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Bovines Kalberserum: Fotales Kalberserum: Foetal Bovine Serum QGaotds
screened, mycoplasma screened, endotoxin tested, sterile
filtered, PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

Brutschrank: NAPCO Series 5400 £@cubator

BT4Ca: Institut flr Zellbiologie (Tumorforschung), Universitatsklinikum
Essen, Hufeland-Stral3e 55, 45122 Essen, BRD

DMEM: ohne Glutamin, high Glucose: PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Osterreich

Kulturflaschen: 75 cfmCell Culture Flask, Corning Inc., Corning NY, USA

L-Glutamin: L-Glutamine (100x), 24,3 mg / ml in Normal Saline, 200 mM,

PAA, Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich
Medium fur BT4Ca: 100 ml: 87 ml DMEM, 10 ml FKS, 1 ml L-Glutamin, 1 Mal-

triumpyruvat, 1 ml Pen./Strep.

Natriumpyruvat: PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

Pasteurpipetten: HIRSCHMANRILABORGERATE

Pen./Strep.: Penicillin/Streptomycin (100x), 10.000 Units / 10 mg / mA PA
Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

Pipetu$ -Akku: HIRSCHMANN® LABORGERATE

Pumpe Sterilbank: KNF LAB, Laboport

Sterilbank: Hera safe, Heraeus, BRD

Trypan blau-Lsg. (0,4 %):  Sigma-Aldrich, Irvine, UK

Trypsin: ViraleX™ Trypsin (1:250) (1x), 0,25 % in PBS, PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

Tubes: CELLSTAR, Greiner BIO-ONE, Frickenhausen, BRD, 15 ml
0. 50 ml

Zahlkammer: Neubauer, Tiefe: 0,100 mm, 1/400 & 1/25 gmm

Zentrifuge: Heraeus Megafuge 1.0 R



9.2 Reagenzien
9.2.1 Alkoholreihe und Xylol
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Anzahl Zeitdauer Prozentanteil Reagenz
2X 1 min 70 % Ethanol
2X 1 min 96 % Ethanol
2X 1 min 99 % Ethanol
3X 1 min 100 % Xylol

9.2.2 PBS (0,01 M; pH = 7,2)

Substanz / Chemikalie Volumen / Masse
Aqua dest. 11
NaCl 7,20 g
NaHPO, 1,48 ¢
KH,PO, 0,43 ¢

9.2.3 Sucrose (30%ig)

Substanz / Chemikalie

Volumen / Masse

PBS

100 ml

Sucrose

3049

9.2.4 HCI-EtOH

Substanz / Chemikalie

Volumen / Masse

Aqua dest. 100 ml
Ethanol absolut 100 ml
HCI (1 molar) 50 ml
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9.2.5 Paraformaldehydlésung (4%ig)

Substanz / Chemikalie Volumen / Masse
PBS 11
PFA 409
9.3 Farbeprotokolle
9.3.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung
Zeit / Tatigkeit / Vorgang
Anzahl
30 min bei Raumtemperatur auftauen lassen
10 min in Leitungswasser
3 min Farbung mit Hamatoxylin
5 min Spulung in flieBRendem Leitungswasser
1 sek Differenzierung in 50%igem HCI-EtOH
5 min Spulung in flieRendem Leitungswasser
3 min Waschen mit Aqua dest.
90 sek Farbung mit Eosin
2X Waschen in Aqua dest., bis kein Eosin mehr abgegeben
2X Entwésserung in 70%igem Ethanol
2X Entwésserung in 96%igem Ethanol
2X Entwésserung in 99%igem Ethanol
3x Aufenthalt in Xylol, anschlieRendes Eindeckeln

wird
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9.3.2 Immunhistologie: Antikérper-Farbung von Endostatin
Zeit Tatigkeit / Vorgang
30 min Bei Raumtemperatur auftauen lassen
3 x5 min Waschen mit PBS
15 min Im Dunkeln: 0,6 % KO, in Methanol (196 ml MtOH + 4 ml 30%iges
H20)
3 x5 min Waschen mit PBS + 0,1%igem Tween
Einklemmen in Shandon-Clips
12 h Inkubation mit Primar-AK bei 4°C
30 min Bei Raumtemperatur auftauen lassen
3 x5 min Waschen mit PBS + 0,1%igem Tween
60 min Inkubation mit Sekundar-AK (in 5 % NRS)
3 x5 min Waschen mit PBS + 0,1%igem Tween
30 min SteptABKomplex
3 x5 min Waschen mit PBS + 0,1%igem Tween
5 min Im Dunkeln unter dem Abzug: DAB (1 Tabl. auf 10 ml PBS, davon 2
kurz vor dem Auftragen mit 3%igenp,8, versetzen)
3 x5 min Waschen mit PBS
Entfernen der Shandon-Clips
30 sek Spulen in flieRendem Leitungswasser
3 min Farbung mit Hamatoxylin
5 min Spilen in flieRendem Leitungswasser
1 sek Differenzierung in 50%igem HCI-EtOH
5 min Spulen in flieRendem Leitungswasser
Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe, anschliel3end Eindeckeln

ml
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9.3.3 Berliner-Blau-Farbung

Zeit / Anzahl Tatigkeit / Vorgang
2X Entwasserung in 99%igem Ethanol
2X Entwésserung in 96%igem Ethanol
2X Entwéasserung in 70%igem Ethanol
2X Waschen in Aqua dest.

20-30 min Farbung mit einer Lésung aus Kaliumhexacyanofe

(2 %) und HCI (2%) im Verhaltnis 1:1
2X Waschen in Aqua dest.
5-10 min Farbung mit Kernechtrot

2X Waschen in Aqua dest.
2X Entwésserung in 70%igem Ethanol
2X Entwésserung in 96%igem Ethanol
2X Entwasserung in 99%igem Ethanol
3x Aufenthalt in Xylol, anschlieRendes Eindeckeln

rrat



9.4 Statistik

Tumorvolumina der unbehandelten Tiere (Uberlebenszeit: EIf Tage)

Tier-Nummer Tumorvolumen [ml]
E 26 0,9125952153
E 74 1,1221951457
E 75 0,6148918686
E 76 0,5523072021
E 77 0,9085314198
E 78 0,4782204727
E79 0,6289046797
E 82 1,3730507338
E 83 0,8687242434
E 84 1,0769163018
E 85 0,8641121810
E 86 0,5598489269
E 88 1,8765356556
E 90 1,5151772989
E 91 1,5197875727
E 92 1,4806270511
Mittelwert 1,0220266231

Tumorvolumina der behandelten Tiere (Uberlebenszeit: EIf Tage)

Tier-Nummer Tumorvolumen [ml]
E 58 0,0076399811
E 59 0,0064147662
E 60 0,0072018405
E 61 0,0118754936
E 62 0,0092370774
E 63 0,0103412964
E 64 0,0133399538
Mittelwert 0,0094357727

Tumorvolumina der behandelten Tiere (Uberlebenszeit: 20 Tage)

Tier-Nummer Tumorvolumen [ml]
E 65 0,6665835625
E 66 0,2046802660
E 68 0,7183657420
E71 0,2631107524
E72 0,7841419895
E 73 0,7541910087

Mittelwert 0,5651788869
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Fisher-Test, durchgefihrt anhand der Werte der ermittelten Tumorvolumina

Gruppen p-Wert
(Irrtumswahrscheinlichkeit)
BT4Ca, BT4Ca + CB (11 Tage) 0,0001
BT4Ca, BT4Ca + CB (Survival-Gruppe) 0,0096
BT4Ca + CB (11 Tage), BT4Ca + CB (Survival-Gruppe) 0,0070

Anzahlen der ermittelten GefaRe der unbehandelten Tiere (UberlebensZEitg&lf

Tier- GefaRanzal GefalRanzahl GefaRanzahl Gefallanzahl GefalRanzalil

Nummer  Region | Region | Region | Region | Mittelwert
E 26 41 48 37 44 42,50
E79 81 39 57 52 57,25
E 86 55 54 66 59 58,50
E 88 66 51 46 56 54,75
E 90 38 46 55 39 44,50
E9l 35 44 48 47 43,50
E 92 44 40 37 S8 38,50
E 74 35 37 42 43 39,25
E 75 38 42 40 39 39,75
E 76 30 29 35 29 30,75
E 77 46 44 35 41 41,50
E 78 46 48 53 48 48,75
E 82 108 38 52 55 63,25
E 83 60 43 51 48 50,50
E 84 64 32 42 35 43,25
E 85 53 55 49 57 53,50

Mittelwert 52,5 43,125 46,5625 45,3125 46,875

Anzahlen der ermittelten GefaRe der behandelten Tiere (Uberlebensz&agE)f

Tier-Nummer GefalRanzahl
E 58 10
E 59 6
E 60 7
E 61 14
E 62 11
E 63 7
E 64 14

Mittelwert 9,857
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Anzahlen der ermittelten GefaRe der behandelten Tiere (Uberlebenszeite)0 Tag

Tier- GefaRanzal GefaRanzahl GefaRanzahl GefaRanzahl GefaRanzal |

Nummer  Region | Region | Region | Region | Mittelwert
E 65 50 55 56 51 53
E 66 38 44 41 42 41,25
E 68 41 45 38 42 41,5
E71 33 34 33 36 34
E72 57 36 37 42 43
E73 33 25 28 29 28,75

Mittelwert 42 39,83 38,83 40,33 40,25
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