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1.   Einleitung 

 
Die jährliche Inzidenz maligner Tumoren des Gehirns beträgt 2–9 Fälle / 100.000 Einwohner. 

Dies entspricht 2–3 % aller Neoplasmen. Tumoren des ZNS sind bei Kindern die häufigste 

solide Tumorerkrankung und die zweithäufigste Tumor assoziierte Todesursache. Bei 

Erwachsenen im Alter von 15–34 Jahren stellen sie die dritthäufigste Ursache für den 

Krebstod dar (HELLMANN et al. 2001).  

50–60 % der primären Hirntumoren sind Gliome. Die bösartigste und zugleich häufigste 

Form ist das Glioblastom. Es wird laut WHO-Klassifikation dem Grad IV  zugeteilt. 

Berücksichtigt werden hierbei die histologische Diagnose, der Differenzierungsgrad und die 

postoperative Überlebenszeit. Meist sind Menschen jenseits des 50. Lebensjahres davon 

betroffen.  

Die Klassifikation und Gradierung der Gehirntumoren erfolgt heute nach den Empfehlungen 

der Weltgesundheitsorganisation (WHO):  

 
WHO Grad Dignität Wachstum Prognose Behandlungsschema 

I benigne langsam bona OP 

II noch benigne relativ langsam bona OP 

III bereits maligne relativ schnell dubia OP, Bestrahlungen, 
Chemotherapie 

IV maligne schnell infaust OP, Bestrahlungen, 
Chemotherapie 

 
Tab. 1: Einteilung der Hirntumoren laut WHO 

 

Das Gehirn als Tumor tragendes Organ weist eine Besonderheit auf: Da im knöchernen 

Schädel lediglich ein begrenzter Raum zur Verfügung steht, kann das Gehirn der wachsenden 

Gewebemasse nur bedingt ausweichen. Somit kann jedes Neoplasma, unerheblich ob gut- 

oder bösartig, zu einer Steigerung des Hirndrucks führen. Deshalb ist das häufigste 

Erstsymptom der Kopfschmerz, welcher andere Charakteristika aufweist als bereits bekannte: 

Typisch für Kopfschmerzen bei einer Druckerhöhung durch Hirntumorerkrankungen ist ihr 

Auftreten während der Nacht oder in den frühen Morgenstunden und eine spontane Besserung 
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im Verlaufe des Tages. Dies ist durch die Tatsache erklärbar, dass es in der Nacht durch die 

liegende Position zu einer Zunahme des Blutvolumens im Schädelinneren kommt, welche im 

Laufe des Tages wieder abnimmt. Diese Schmerzen sind durch üblicherweise potent wirkende 

Analgetika nicht zu beeinflussen. 

 

Je nach Lokalisation und Ausdehnung des Raum fordernden Prozesses können die Patienten 

zusätzlich unter Sehstörungen, epileptischen Anfällen, Lähmungserscheinungen, Einbußen in 

der Sprachfertigkeit und Merkfähigkeit, Gefühlsstörungen und / oder Persönlichkeitsverände-

rungen leiden.  

 

An Untersuchungsmethoden stehen zurzeit mehrere Möglichkeiten zur Verfügung: 

Grundsätzlich gilt, dass bei jedem Patienten, der unter ungewohnten Kopfschmerzen leidet, 

eine neurologische Untersuchung sowie eine bildgebende Diagnostik vorgenommen werden 

müssen. Hierbei sind Computer- und Kernspintomographie die gängigsten Methoden. 

Andere Verfahren sind die Aufzeichnung von Hirnströmen (EEG) und die Überprüfung des 

Liquors.  

 

Neue bildgebende Verfahren vermitteln zusätzliche Informationen über den Stoffwechsel und 

die Durchblutungsverhältnisse in bestimmten Hirnarealen und dienen somit ebenfalls der 

Erfassung von Raum fordernden Prozessen. Hierzu zählen z.B. die Positronen-Emissions-

Tomographie (PET) und die Single-Photon-Emissions-Computertomographie (SPECT). 

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

 

Zur Bestimmung des weiteren Behandlungsverlaufs ist eine Klassifizierung des Neoplasmas 

notwendig. Hierbei spielt die Probebiopsie ohne operative Eröffnung des Schädels eine 

wichtige Rolle. Im Falle eines GBM ist die Resektion des Tumorgewebes aufgrund der 

rapiden Größenzunahme und den damit verbundenen Schmerzen und körperlichen / geistigen 

Einbußen jedoch unumgänglich. Im Anschluss vorgenommene Strahlen- sowie 

Chemotherapien vervollständigen das momentane Behandlungsschema. 
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Die Prognose des am Glioblastoma multiforme Erkrankten ist trotz chirurgischer Behandlung, 

Radio- und Chemotherapie außerordentlich schlecht. Die mittlere Überlebenszeit nach 

Diagnosestellung beträgt nur 10–12 Monate (BARKER et al. 1998).   

 

In der vorliegenden Arbeit wird das antiangiogenetisch wirkende Endostatin untersucht. 

Bislang wurde dieses Protein systemisch verabreicht oder direkt in das Hirngewebe injiziert. 

In dieser Arbeit werden verkapselte humane Stammzellen direkt in das Gehirn eingepflanzt 

und können das Protein vor Ort sezernieren.  
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2.   Literaturübersicht  

2.1   Glioblastoma multiforme 

 

Das Glioblastoma multiforme gehört zu den am stärksten vaskularisierten Tumoren. Der Grad 

der Vaskularisation korreliert mit dem Grade der Malignität des Tumors, vermutlich weil 

Tumoren mit einer hohen Wachstumsrate einen gesteigerten Bedarf an Sauerstoff und 

Nährstoffen besitzen (PLATE u. MENNEL 1995). Diese starke Vaskularisation bietet einen 

neuartigen Therapieansatz: 

Das Konzept der Wachstumshemmung durch Antiangiogenese ist seit den 70er Jahren 

bekannt und gehört mittlerweile zu den meistversprechenden Therapieansätzen (FOLKMAN 

1971). Durch das Verhindern der Aussprossung neuer Gefäße wird ein Sekundäreffekt auf die 

Gliomzellen erzielt: Ihnen wird die Grundlage für eine weitere Proliferation entzogen (s. 

Abb. 1). Zur Verdeutlichung: Eine einzige Endothelzelle ermöglicht das Wachstum von 50-

100 Tumorzellen (DHANABAL et al. 1999).  

Der Fakt, dass eine physiologische Angiogenese beim Erwachsenen praktisch nicht auftritt 

(Ausnahmen s. Kap. 2.4: Angiogenese) macht diese Strategie streng tumorspezifisch. Das 

Problem der drug resistance, welches ein limitierender Faktor bei der Verwendung 

traditioneller Chemotherapeutika darstellt, ist hier nicht gegeben: Endothelzellen besitzen 

nicht die genetische Heterogenität und Instabilität, welche den Tumorzellen eigen ist 

(FOLKMAN 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1: Hemmender Effekt des Endostatins auf das Tumorwachstum 

  
Angiogenesehemmer 
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2.2   Histogenese 

 

Das GBM entsteht aus entdifferenzierten Astrozyten. Diese sind den Gliazellen zuzuordnen, 

welche im ZNS 10–50 Mal häufiger vorkommen als Nervenzellen und beständig zur Teilung 

befähigt sind. Zu den Gliazellen zählen:  

 

1.) Ependymzellen:  

Sie kleiden alle Binnenräume des Gehirns und Rückenmarks aus und sind mit einem apikalen 

Zilienbesatz versehen. Sie trennen den Liquor cerebrospinalis vom eigentlichen Hirn-

nervengewebe. 

 

2.) Oligodendrozyten: 

Hierbei handelt es sich um kleine, fortsatzarme Zellen. Sie dienen der myelären Umhüllung 

der zentralen Axone zum Zweck der Isolierung. Ein Oligodendrozyt kann bis zu 50 Neuriten 

myelinisieren. 

 

3.) Astrozyten: 

Die größten Gliazellen des ZNS bilden Fortsätze aus, welche zum einen mit den 

Nervenzellen, zum anderen mit der Pia mater in Verbindung stehen und den Blutgefäßen 

perivaskulär anliegen. Sie sind somit Bestandteil der Blut-Hirn-Schranke. Des Weiteren 

dienen sie dem Transport nutritiver Substanzen, fungieren als Puffersystem und können im 

Rahmen der Immunabwehr auch Antigene präsentieren. 

 

Es wird zwischen fibrillären und protoplasmatischen Astrozyten unterschieden. Fibrilläre 

Astrozyten weisen lange Fortsätze auf und sind hauptsächlich in der weißen Substanz des 

Gehirns zu finden. Protoplasmatische Astrozyten besitzen kurze Fortsätze und sind 

überwiegend in der grauen Substanz lokalisiert.  

 

Glia- und Endothelzellen sind die einzigen Zellen des ZNS, welche zur Teilung befähigt 

sind. Ein einziger sich ständig teilender Astrozyt kann der Ursprung für die Entstehung eines 

Glioblastoms sein. Vermutlich sind Veränderungen an Genen, die kontrollierend über ein 
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Gleichgewicht von Zellzyklus und Apoptose wachen, Schuld an diesem ungehemmten 

Wachstum. 

 

 

2.3   Pathologie 

 

Wie schon das Suffix multiforme  vermuten lässt, zeigt sich der Tumor makroskopisch in den 

verschiedensten Formen: Es lassen sich sowohl gelbe Nekrosebezirke und rötliche 

Einblutungen als auch perifokale Ödembildung und die typische glasartige Tumormasse 

finden. Der Tumor liegt oft frontotemporal und kann sich über den Balken zur anderen 

Hemisphäre hin ausbreiten. Man bezeichnet dies dann als Schmetterlingsgliom. 

Histologisch zeigt sich ebenfalls ein vielfältiges Bild: Es existieren sowohl klein- als auch 

großzellige Varianten mit z.T. mehreren Kernen. Die Zelldichte ist hoch. Es lassen sich 

girlandenartige Nekrosen mit begrenzender palisadenartiger Anordnung der noch vitalen 

Tumorzellen des Randgebietes finden. Auffallend sind die vielen, teilweise atypischen 

Mitosen und ausgeprägte Gefäßneubildungen mit abnorm großen, glomerulär angeordneten 

Kapillaren. Die hohe Gefäßdichte ist typisch für das GBM und eines der 

Unterscheidungskriterien zwischen dem WHO-Grad III und IV. 

Durch die diffus-infiltrative Art des Wachstums ist eine komplette Resektion des 

Glioblastoms nicht möglich – vereinzelte Zellen verbleiben im Gehirn und bilden so den 

Ursprung für die Heranbildung eines erneuten Tumors. 

Die Bildung entfernt gelegener Metastasen tritt selten auf. Abgeschwemmte Tumorzellen sind 

während des hämatogenen Transports nicht in der Lage, an Endothelzellen zu binden. Somit 

können sie nicht ins Gewebe gelangen, um an anderer Stelle das Wachstum eines weiteren 

Neoplasmas zu initiieren (GREENE u. HARVEY 1964). Zudem schüttet der Primärtumor 

antiangiogene Substanzen aus, die in einiger Entfernung liegende Tumorzellen am Wachstum 

hindern. Dieses Stadium der Ruhe wird als dormant state bezeichnet. In dieser Zone finden 

sich eine normale Proliferationsrate, vermehrte Apoptose und unzureichende Neovas-

kularisation. KIRSCH et al. (2000) fanden heraus, dass bei Entfernung des Primärtumors die 

Hemmung wegfällt und dies möglicherweise ein Rezidiv hervorruft. 
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2.4   Angiogenese 

 

Angiogenese, die Bildung neuer Blutgefäße aus bereits existierenden Gefäßen, ist ein 

grundlegender Prozess während des Wachstums und im weiblichen Reproduktionszyklus. Sie 

spielt aber auch in pathologischen Prozessen eine Rolle, wie z.B. bei der Wundheilung, der 

Retinopathia diabetica oder aber dem Wachstum von Tumoren. Normalerweise kommt es im 

Organismus gesunder Erwachsener nicht zur Ausbildung neuer Blutgefäße: Endothelzellen 

gehören zu den am wenigsten mitotisch aktiven Zellen des Körpers. Die Teilungsaktivität 

liegt bei 0,01 %. Somit durchläuft lediglich eine von 10.000 Zellen zu jedem beliebigen 

Zeitpunkt den Zellzyklus. Folglich teilt sich jede Endothelzelle nur ca. alle drei Jahre. Im 

Gegensatz dazu befinden sich ungefähr 14 % aller Darmepithelzellen in mitotischer Aktivität 

(ENGERMAN et al. 1967; HOBSON u. DENEKAMP 1984) 

 

Die Blutgefäßbildung unterliegt der strengen Kontrolle regulatorischer Proteine. 

Üblicherweise liegen Inhibitoren wie Endostatin, Angiostatin (Spaltprodukte von Kollagen 

XVIII bzw. Plasminogen) oder TIMP 1,2 & 3 in höheren Konzentrationen vor als Aktivatoren 

(z.B. VEGF, bFGF und TNF-� ). Bei einem im Wachstum befindlichen Tumor ist dieses 

Gleichgewicht außer Kraft gesetzt. 

 

 

2.5   Angiogenese der Hirntumoren 

 

Ab einer Größe von ca. 1-2 mm3 ist die Versorgung der im Inneren des Tumors befindlichen 

Zellen durch Diffusion unzureichend. Um weiter an Größe zunehmen zu können, muss ein 

Versorgungswerk aus Kapillaren geschaffen werden (FOLKMAN 1990). Dieser Prozess wird 

als Rekrutierung von Blutgefäßen bezeichnet.  

Der Beginn der Ausschüttung angiogener Faktoren von Seiten der Gliomzellen wird als 

angiogenic switch betitelt (FOLKMAN u. SHING 1992; HANAHAN u. FOLKMAN 1996). 

Die Expression wird getriggert durch Umweltsignale und genetische Faktoren, wie z.B. der 

Mangel an Sauerstoff oder ein niedriger pH-Wert.  
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VEGF ist ein wichtiger Faktor, welcher in diesem Zusammenhang genannt werden muss: Es 

handelt sich hierbei um einen Wachstumsfaktor, welcher in hohem Grade von 

Glioblastomzellen exprimiert wird (ca. 50 Mal mehr als in einem Astrozytom geringeren 

Grades). Das Gen für dieses Protein enthält einen Bereich, welcher sensibel auf hypoxische 

Verhältnisse reagiert: Durch die rasche Volumenzunahme des Tumors kommt es durch 

vaskuläre Mangelversorgung der Zellen zu Nekrosen. Die entstehende Unterversorgung mit 

Sauerstoff führt dann zu einer vermehrten Expression an VEGF (PLATE et al. 1993). 

Die Wirkung dieses Wachstumsfaktors besteht in einer Anregung der mitogenen Aktivität 

von Endothelzellen. Schon vorhandene Gefäßzellen teilen sich und bilden neue Sprosse aus 

(s. Abb. 2). Der entsprechende Rezeptor für VEGF, KDR/flk-1 , welcher normalerweise im 

gesunden Hirngewebe nicht von Endothelzellen exprimiert wird, wird in hohem Maße 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 werden. Es handelt sich hierbei 

ebenfalls um sehr potente angiogene Aktivatoren (DUNN et al. 2000). 

Ein Schlüsselenzym im Rahmen der Angiogenese ist die Matrixmetalloproteinase (MMP). 

Tumorzellinvasion  und –migration erfordern eine komplexe Interaktion zwischen den 

Tumorzellen und der extrazellulären Matrix (EZM). Durch die Sekretion spezifischer 

proteolytischer Enzyme wird diese Matrix degradiert und somit der Ausdehnung der 

Tumormasse der Weg bereitet. 

 

Das Gefäßsystem maligner Tumoren unterscheidet sich sowohl strukturell als auch 

funktionell von normalen Hirnkapillaren. Histologisch betrachtet weist eine gesunde Kapillare 

im Querschnitt eine oder zwei Endothelzellen auf. Dahingegen zeigt das Gefäßbild eines 

malignen Neoplasmas eine endotheliale Hyperplasie mit bis zu zehn Endothelzellen im 

Querschnitt (BREM et al. 1972). Diese Gefäße sind oftmals dilatiert und stark gewunden. 

Trotz der vermehrten Anzahl an Zellen liegt eine gesteigerte Permeabilität der 

Tumorblutgefäße vor: Fenestrationen und ein stellenweiser Verlust der tight junctions treten 

auf, die endotheliale Barriere wird durchlässig. VEGF wird diese Wirkung zugeschrieben und 
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ist daher auch unter dem Namen vaskulärer Permeabilitätsfaktor (VPF) bekannt (SENGER et 

al. 1983; BATES u. HARPER 2002). 

 
 

 

Abb. 2: Der circulus vitiosus von Angiogenese und Tumorproliferation 

 

 

2.6   Blut-Hirn-Schranke 

 

Diese aus Kapillarendothel samt Basalmembran und den Oberflächenmembranen der 

Gliazellen bestehende Schutzeinrichtung fungiert als Stoffwechselbarriere. Durch die 

hiermit geschaffene selektive Durchlässigkeit unterliegt der Stoffaustausch des ZNS einer 

aktiven Kontrolle und strengen Überwachung. Lediglich niedrigmolekulare lipophile 

Substanzen können die Schranke passieren.  

Unter bestimmten Voraussetzungen wie z.B. Fieber, die Anwesenheit von Bakterientoxinen 

im Blut oder aber auch durch Tumoren kann die Integrität dieser Barriere gestört sein: 

Die neu gebildeten Tumorgefäße weisen keinen dichten Zellverband auf. Zudem verändert 

sich die Expression einiger Transporterproteine. Diese Störung der BHS ist typisch für das 

Glioblastoma multiforme und wird zum großen Teil der Wirkung von VEGF zugeschrieben 

(s. Kap. 2.5: Angiogenese der Hirntumoren). So kommt es oftmals bei der Ausbildung 

kranieller Neoplasmen zu einer Ödembildung durch vermehrte Gefäßpermeabilität. Der 

dadurch ansteigende Hirndruck inklusive der einhergehenden Symptome sind oftmals die 

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

 

Proliferation  Hypoxie 

VEGF Angiogenese 
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2.7   Angiogeneseinhibitoren 

 
Im gesunden adulten Organismus sind die Konzentrationen an Angiogeneseinhibitoren 

höher als die der –aktivatoren. Wird dieses Verhältnis gestört, kann es zu einer Proliferation 

der Blutgefäße mit damit einhergehenden pathologischen Prozessen kommen. 

Bis zum heutigen Tage wurden insgesamt 16 endogene Hemmer der Blutgefäßbildung 

entdeckt. Fünf unter ihnen befinden sich bereits in klinischen Studien der Phasen II und III: 

 

1. Alphastatin  

2. Angiostatin 

3. Arresten 

4. Anti-thrombin III (truncated) 

5. Canstatin 

6. Endostatin Phase II 

7. Fibulin-5              

8. Interferon-beta   Phase III 

9. 2-Methoxyöstradiol                                                 Phase II 

10. Pigment epithelial derived factor (PEDF) 

11. Plättchenfaktor 4 (PF4) 

12. Tetrahydrokortisol  Phase III 

13. Thrombospondin-1 Phase II 

14. TIMP-2 

15. Tumstatin 

16. Fragment of histidine-rich glycoprotein 

 

Tab. 2: Liste der bislang entdeckten Angiogenesehemmer (entnommen aus: Endogenous 

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

Blutgefäßbildung werden unter anderem zur Behandlung der pulmonaren 

Hämangiomatose, Hämangiomen des Gehirns, der Leber und der Atemwege sowie 

zur Bekämpfung von Riesenzelltumoren eingesetzt. 
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Es existieren drei verschiedene Arten von Angiogeneseinhibitoren:  

Typ-I-Inhibitoren  blockieren ein einzelnes angiogenes Protein (z.B. VEGF). Diese 

Angiogeneseblocker rufen jedoch nach einiger Zeit eine Resistenz hervor: Man spricht von 

acquired drug resistance.  

Zu den Typ-II-Inhibitoren  werden Substanzen gezählt, welche zwei oder drei die Blut-

gefäßbildung fördernde Proteine hemmen. 

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

antiangiogene Wirkungen hervorrufen. Hierzu zählt auch das Endostatin. 

 

 

2.8   Endostatin 

 

Bei dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten therapeutischen Protein handelt es sich um 

ein 22 kDa schweres Spaltprodukt des Kollagens XVIII, welches als Gerüsteiweiß 

hauptsächlich in perivaskulären Membranen vorzufinden ist. Es bedarf einer proteolytischen 

Abtrennung des C-terminalen Endes des Kollagens, um Endostatin freizusetzen und damit zu 

aktivieren. Die Fähigkeit zur Hemmung der Blutgefäßneubildung entdeckten O`REILLY et 

al. (1997). 

 

Über die Halbwertszeit des Proteins sind in der Literatur unterschiedliche Angaben zu finden: 

Laut dem `Pionier` der Theorie, dass Tumoren angiogeneseabhängig sind (Judah Folkman), 

ist die Hälfte der Ausgangssubstanz an Endostatin nach sieben Stunden umgesetzt (JOKI et al. 

2001). BJERKVIG et al. (2003) sprechen von 10,7 h.         

 

Über den genauen Wirkmechanismus auf molekularer Ebene sowie sämtliche daran 

beteiligten Rezeptoren herrschen unterschiedliche Meinungen. Gesichert ist jedoch die 

Tatsache, dass Endostatin sowohl die Verbindungen zwischen Endothelzellen und 

umgebender Matrix als auch den zytoskelettalen Aufbau der Endothelzellen selbst beeinflusst 

(DIXELIUS et al. 2002; KEEZER et al. 2003).  
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Nach der Behandlung mit Endostatin weisen Endothelzellen Merkmale der Apoptose auf: 

Durch einen Anstieg der Aktivität der intrazellulären Protease Caspase 3 wird die DNS 

abgebaut. Antiapoptotische Proteine treten in verminderter Anzahl auf. Zusätzlich wird 

vermehrt Phosphatidylserin aus der Zelle heraus an die Oberfläche geschleust, welches 

ebenfalls ein Zeichen des beginnenden programmierten Zelltods ist (DHANABAL et al. 

1999). 

In-vitro-Versuche haben gezeigt, dass Endostatin zwar die Proliferation von Endothelzellen 

hemmt, jedoch keinerlei Wirkung auf Tumorzellen oder Zellen nicht endothelialen Typs 

ausübt (DHANABAL et al. 1999). Somit gilt die Therapie als tumorspezifisch. 

 

KIM et al. (2002) stellten einen direkten Zusammenhang zwischen Endostatin und dem 

Rezeptor für VEGF an der Oberfläche von Endothelzellen, KDR/Flk-1 , fest. Ihren 

Ergebnissen nach blockiert Endostatin durch seine Bindung an diesen Rezeptor dessen 

Phosphorylierung durch seinen regulären Liganden. Somit kommt es zu einem Stopp der 

nachfolgenden intrazellulären Schritte. In-vitro-Versuche zeigten eine Abhängigkeit der 

Rezeptorblockade von der Konzentration und der Dauer der Präinkubation mit Endostatin. 

Eine direkte Interaktion zwischen Endostatin und VEGF konnte durch Affinitäts-

chromatographie ausgeschlossen werden (KIM et al. 2002). 

Durch die Blockierung des Rezeptors für VEGF kommt es nicht zu einem Übergang der 

ruhenden Endothelzellen in die Synthesephase des Zellzyklus. Stattdessen verbleibt die Zelle 

im G1-Stadium. Eine wichtige Rolle beim Eintritt der Zellen von G1 nach S spielt das Cyclin 

D1. Durch Endostatin bleibt die Hochregulierung der mRNS mit anschließender Expression 

aus. Die Zelle verbleibt im Ruhestadium (HANAI et al. 2002). 

 

Durch Endostatin werden folgende Effekte auf die Morphologie der Tumorblutgefäße erzielt: 

Die Gefäßdichte und der Durchmesser der Gefäße werden verringert, was zu einer 

Beeinträchtigung der gesamten Funktionalität führt (BJERKVIG et al. 2003). Histologisch 

stellen sich Tumorblutgefäße mit einer endothelialen Hyperplasie mit bis zu zehn 

Endothelzellen im Querschnitt dar (BREM et al. 1972), sind gewunden und z.T. fenestriert. 
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Darüber hinaus hemmt Endostatin die Migration von Endothelzellen, welche durch VEGF 

und FGF-2 angeregt wurden. Auf unstimulierte Blutgefäßzellen übt Endostatin jedoch 

keinerlei Wirkung aus (TADDEI at al. 1999). 

 

Die Wachstumsunterbrechung von Tumoren im lebenden Organismus mit Hilfe von 

Endostatin wurde von mehreren Arbeitsgruppen untersucht: O`REILLY et al. (1997) stellten 

eine dosisabhängige Hemmung der Größenzunahme von in Mäusen induzierten 

primären Lungentumoren fest. Die systemische Applikation von 20 mg/kg Endostatin s.c. 

über einen Zeitraum von 16 Tagen verursachte eine bis zu 99%ige Regression des 

Tumorvolumens. Eine signifikante Verminderung des Wachstums war schon bei einer 

täglichen Dosis von 2,5 mg/kg zu verzeichnen. Hierzu ist anzumerken, dass die 

Proliferationsrate der Karzinomzellen sowohl in unbehandelten als auch in behandelten 

Mäusen gleich hoch war. Jedoch lag die Apoptoserate von Tumorzellen in den mit Endostatin 

behandelten Tieren sieben Mal höher (O`REILLY et al. 1997). 

 

READ et al. (2000) beschrieben ebenfalls eine erfolgreiche Wirkung des Endostatins: In den 

Versuchen wurde das Protein von verkapselten humanen Nierenzellen (293-endo) sezerniert. 

Ratten mit induziertem GBM, welchen Endostatin produzierende Kapseln intrakraniell 

implantiert wurden, lebten um 84 % länger als nicht behandelte Kontrolltiere. 77 % der 

behandelten Hirntumoren wiesen große zentrale avaskuläre Nekrosen auf. Auch apoptotische 

und hypoxische Bezirke wurden induziert. Vier Monate nach der Implantation entnommene 

Kapseln wiesen noch 70 % 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) beschäftigten sich mit dem Wachstumsverhalten einer Gliomzell-

Linie unter Endostatineinfluss: Mit dem Gen für Endostatin transfizierte BHK-Zellen wurden 

mikroverkapselt und zehn Tage nach Applikation von Tumorzellen in 0,5 cm Entfernung zum 

induzierten Tumorgewebe hin injiziert. Elf Tage später erfolgte die Resektion und 

Gewichtsbestimmung der Neoplasien. Die Resultate ergaben eine 72,3%ige Reduktion des 

Gewichts (JOKI et al. 2001).  
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Endostatin diffundiert im Hirngewebe entsprechend READ et al. (2001) über eine Distanz 

von  1-1,7 mm. In Einzelfällen konnte die Autorin es auch in einer Entfernung von 4-6 mm 

nachweisen (READ et al. 2001). 

 

Ein großer Vorteil der Anwendung von Endostatin ist die fehlende Induktion einer 

Resistenz. Aufgrund der Homogenität und genetischen Stabilität von Endothelzellen ist das 

Risiko einer Resistenzentwicklung als sehr gering einzustufen. Auch die Mutationsrate ist 

sehr niedrig. Tumorzellen hingegen sind keine fixen Ziele bei der Behandlung mit 

Chemotherapeutika: Ihr Genom unterliegt ständigen Veränderungen. Die Verwendung eines 

Zytostatikums wie z.B. Cyclophosphamid (INN) führt zu einer erworbenen Resistenz 

aufgrund der Selektion der Tumorzellen, welche nicht durch dieses Medikament beeinflusst 

wurden. Somit kommt es zu einer Subpopulation an resistenten Tumorzellen, welche nach 

Unterbrechung der medikamentösen Therapie zu einem erneuten Wachstum von Neoplasmen 

führt (KERBEL 1997). 

 

BOEHM et al. (1997) führten ebenfalls Versuche mit Endostatin durch. Besonderes 

Augenmerk legten sie auf das Wachstumsverhalten der induzierten Tumoren sowie auf das 

eventuelle Auftreten von Resistenzen von Seiten der Endothelzellen. Der Angiogenese-

hemmer wurde Mäusen mit entweder Lungenkarzinomen, Fibrosarkomen oder Melanomen 

verabreicht. Nach der Rückbildung der Tumoren wurde die Behandlung unterbrochen und 

erneut aufgenommen, nachdem eine bestimmte Größe erreicht worden war. Auch nach Ablauf 

von sechs Behandlungszyklen rief Endostatin keine Resistenz hervor. Das Zytostatikum 

Cyclophosphamid (INN) verursachte hingegen schon nach Beendigung des zweiten Turnus 

eine Widerstandsfähigkeit der Krebszellen gegen das Medikament.  

Die Versuche von BOEHM (1997) führten zu einem weiteren, nicht erwarteten 

Erkenntnisgewinn: Wiederholte Behandlungszyklen mit Endostatin wurden gefolgt von 

verlängerten Phasen des Ruhestadiums der Tumoren (dormant state, s. Kap. 2.3: 

Pathologie) (BOEHM et al. 1997). 

 

Einen Zusammenhang zwischen der Konzentration an Endostatin und der Inzidenz von 

Krebserkrankungen, welche mit soliden Tumoren einhergehen, entdeckten ZORICK et al. 
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(2001): Eine Studie an 17.897 Patienten mit Down-Syndrom ergab nur 0,1 % des erwarteten 

Wertes. Ausnahmen waren die vergleichbare Rate an Neuerkrankungen bei Hodenkrebs und 

die vermehrte Zahl an Leukämieerkrankungen bei Kindern. 

Das auf den ersten Blick erstaunliche Ergebnis ist folgendermaßen erklärbar: Personen mit 

Trisomie 21 besitzen einen signifikant höheren Level an zirkulierendem Endostatin. Dies ist 

auf die dreifache Ausführung des Chromosoms 21 zurückzuführen, auf welchem sich das Gen 

für Kollagen XVIII befindet. Der Referenzbereich für Endostatin liegt bei 20±11 ng/ml, 

verglichen mit 39±20 ng/ml bei Down-Patienten. Die Autoren vermuten den Anstieg von 

einem Drittel der normalen Endostatinkonzentration als effektive therapeutische Dosis, um 

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

 

 

2.9   Verkapselungstechnologie 

 

Bei dem zur Zellverkapselung verwendeten Material handelt es sich um ein anionisches 

Oligosaccharid, welches aus den Zellwänden von Braunalgen gewonnen wird. Auf der 

Außenseite der Zellwände befindet sich Alginsäure, eine gelatineartige Substanz, welche dem 

Pektin ähnelt. In der Nahrungsmittelindustrie findet Alginat Verwendung als Emulgator bei 

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

Weiteren dient es als Dünger und zur Gewinnung von Iod.  

 

Alginat besteht aus 1,4-verknüpften ß–D-Mannuronsäure- (M) und � -L-Guluronsäure- (G) 

Monomeren (s. Abb. 3), wobei deren Sequenz und Zusammensetzung variieren können. Diese 

beiden Moleküle führen zur Bildung eines quervernetzten Polymers.  

Die Eigenschaften des Alginats sind abhängig vom prozentualen Anteil der G- und M- 

Sequenzen und der Art der gebundenen Kationen: Monovalente Kationen und 

Magnesiumionen induzieren im Gegensatz zu divalenten Kationen keine Gelbildung. Ein 

hoher Anteil an Guluronsäure unter Verwendung von zweiwertigen Barium- und 

Strontiumionen  bildet hingegen ein stabiles Gel. Eine Ausnahme bildet hier das Kalzium.  
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                     ß–D-Mannuronsäure           � -L-Guluronsäure 

  
Abb. 3: Molekülstruktur der am Aufbau des Alginats beteiligten Monomeren       
 

 
Die zugesetzten Ionen werden zwischen die Guluronsäuresequenzen eingebaut und führen zu 

einem dreidimensionalen Netzwerk. Durch so geschaffene Poren kann ein Stoffaustausch in 

beide Richtungen geschehen: Die Versorgung der verkapselten Zellen mit O2  und Nährstoffen 

durch Diffusion ist ungehindert möglich. Ebenso ist der Austritt des Wirkstoffes 

gewährleistet, das Eindringen höhermolekularer Substanzen wie zum Beispiel von 

Antikörpern wird jedoch unterbunden (s. Abb. 4). Durch die Immobilität der produzierenden 

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

 

Das Risiko einer Abstoßungsreaktion kann unter Verwendung eines hohen Anteils an 

Guluronsäure verringert werden (KULSENG et al. 1999; SOON-SHIONG et al. 1992b), da so 

die Stimulierung der Zytokinproduktion durch körpereigene Monozyten und das damit 

einhergehende Überwachsen der Kapseln mit Fibroblasten minimiert werden können. 

 

Die Verkapselung fremder Zellen in eine auf Hydrogelen basierende Matrix ist eine elegante 

Methode, das Immunsystem zu umgehen (AEBISCHER et al. 1988). Darüber hinaus ist die 

Gefahr der Mutagenität oder Onkogenität bei intakter Kapsel nahezu ausgeschlossen 

(TSENG u. AEBISCHER 2000). Das von den Zellen gebildete therapeutische Protein kann 

direkt vor Ort im Gehirn ohne Beeinflussung der BHS in hohen Konzentrationen wirken. 

Diese Methode beinhaltet die gentherapeutische Behandlung des am GBM Erkrankten, 

ohne dessen Genom zu verändern. Zudem ist eine Immunsuppression überflüssig. 

O

C O O H
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Die Verkapselungstechnologie wird bisher in einer ganzen Reihe von Krankheiten wie 

Anämien, Zwergenwuchs und Insuffizienzen der Hypophyse und des ZNS in präklinischen 

Versuchen angewendet. In einigen Fällen sind schon therapeutische Heilversuche 

durchgeführt worden, so z.B. bei Diabetes mellitus (SOON-SHIONG et al. 1994), dem 

Pankreaskarzinom (LÖHR et al. 2001) und Hypoparathyreoidismus (HASSE et al. 1997). 

 

 

Abb. 4: Prinzip der Mikroverkapselung: Durch die Poren der Alginatmatrix ist ein 

Stoffaustausch in beide Richtungen möglich. Höhermolekulare Substanzen wie z. B. 

Antikörper können nicht ins Innere gelangen. 

 

 

2.10   Bisherige Therapieversuche des GBM  

 

Das heutige `Therapiepaket` wird mit einer chirurgischen Entfernung des Tumorgewebes 

eingeleitet. Durch die diffus-infiltrative Art des Wachstums ist eine komplette Resektion des 

Glioblastoms jedoch nicht möglich – vereinzelte Zellen verbleiben im Gehirn. Gliome IV. 

Grades rezidivieren praktisch immer (KLEIHUES et al. 1997). 

Deswegen muss sich der Patient Bestrahlungen unterziehen. Fraktionierte Gamma-

Strahlen wirken vorwiegend durch die Zerstörung von Tumorgefäßen und weniger durch die 

direkte Abtötung von Tumorzellen. Jedoch tragen die durch die ionisierende Strahlung 
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hervorgerufenen DNS-Schäden zusätzlich zu einem Absterben von Gliomzellen bei. Die 

Bestrahlungen beginnen zwei bis vier Wochen nach dem chirurgischen Eingriff. Sie 

erstrecken sich über einen Zeitraum von vier bis sechs Wochen und werden täglich 

vorgenommen. 

 

Eine Möglichkeit der permanenten Bestrahlung besteht in der intratumoralen Applikation 

radioaktiver Quellen (interstitielle Strahlentherapie / Brachytherapie). Diese als Seeds 

bezeichneten Implantate haben die Größe eines Reiskorns und werden via stereotaktischem 

Verfahren in den Tumor eingebracht. Je nach Schweregrad des Tumors und eventueller 

Vorbehandlung verbleiben sie dort für eine Zeitdauer von bis zu neun Monaten. In einigen 

Fällen wird von einer Entfernung abgesehen. 

 

Eine Chemotherapie soll mit Hilfe zytotoxischer Substanzen die nach chirurgischer 

Tumorentfernung noch im Hirngewebe verbliebenen Tumorzellen reduzieren. Zumeist wird 

sie intravenös verabreicht, einige Substanzen entfalten aber auch über die orale 

Applikationsroute eine hohe biologische Verfügbarkeit und können die BHS in ausreichender 

Konzentration passieren. 

 

Es besteht noch eine weitere, als intratumorale Chemotherapie bezeichnete Therapie-

möglichkeit: Hierbei werden biodegradierbare Polymere, in denen ein Chemotherapeutikum 

eingelagert ist, in die Resektionshöhle verbracht. Diese als Wafers betitelten kleinen 

Tabletten lösen sich über mehrere Wochen hinweg auf und setzen den Wirkstoff frei.  

 

Neben den oben genannten verbreiteten Therapieansätzen existieren einige weitere, bisher 

z.T. noch in der Entwicklung befindliche Methoden. Hierbei handelt es sich um so genannte 

biologische Therapien, bei denen Tumorzellen selbst selektiv beeinflusst werden, bzw. ihr 

Umfeld moduliert wird. Hierzu zählen Immuntherapie, Immunotoxintherapie, Gen-

therapie sowie die angiogenetische Therapie. 
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2.11   Zielsetzung dieser Studie 
 

Vor dem Hintergrund der infausten Prognose - trotz aggressivster Therapieversuche bei der 

Diagnosestellung Glioblastoma multiforme - hat man in den letzten Jahren vermehrtes 

Augenmerk auf alternative Heilmethoden gerichtet. 

Das Tierversuchsvorhaben mit dem Aktenzeichen 509.6-42502-04 / 758 diente der Ent-

wicklung einer ex-vivo-Gentherapie von Glioblastomen mittels alginatverkapselter humaner 

mesenchymaler Stammzellen, welche Endostatin sezernieren (CellBeads®). Die Wirksamkeit 

dieser neuen Therapieform ist tierexperimentell bewiesen (VISTED u. LUND-JOHANSEN 

2003). Durch die hier durchgeführten Versuche soll für eine klinische Verwendung die 

Anwendungssicherheit und die Wirksamkeit von CellBeads® der Firma CellMed AG 

untersucht werden. Der klinische Einsatz soll – vorbehaltlich der Zustimmung der 

Ethikkommission – durch die INI Hannover GmbH gemeinsam mit der Neurologischen 

Klinik der MHH durchgeführt werden. 

 

Im Hinblick auf den ersten klinischen Einsatz der CellBeads® wurden die Untersuchungen 

unter folgenden Gesichtspunkten durchgeführt: 

 

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

Überprüfung der Immunabschirmung 

 

2.) Die Umgebungsreaktion des Gehirns auf das Implantat: 

Überprüfung der Biokompatibilität 

 

3.) Das Verhalten der verkapselten Zellen nach Langzeitimplantation: 

Überprüfung der Vitalität 

 

4.) Die Auswirkungen der Implantation von CellBeads® auf das Wachstum des Tumors: 

Überprüfung der Wirksamkeit 
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3.   Materialien und Methoden 

3.1   Materialien 

3.1.1   Versuchstiere 
 

Das Tierversuchsvorhaben mit dem Aktenzeichen 509.6-42502-04 / 758 wurde am 17. März 

2004  von der Bezirksregierung Hannover genehmigt. 

 

Überprüfung der Biokompatibilität  der CellBeads®: 

Es wurden verwendet: 

Zehn Nacktratten (rnu/rnu), darunter sechs Böcke und vier Weibchen, welche aufgrund einer 

Thymusaplasie immundefizient waren. Es handelte sich um 16 bis 19 Wochen alte Tiere mit 

einem Gewicht von  170 bis 270 g.  

Als immunkompetenter Rattenstamm wurden zwölf BD IX-Ratten verwendet, hierunter 

waren ausschließlich männliche Tiere mit einem Gewicht von 220 bis 330 g. Sie waren zum 

Zeitpunkt der Implantationen zwischen acht und 14 Wochen alt. 

 

Überprüfung der Wirksamkeit  der CellBeads®: 

Sämtliche Versuche wurden an 29 BD IX-Ratten beiderlei Geschlechts vorgenommen. 

Darunter befanden sich 15 männliche und 14 weibliche Tiere im Alter von 21 bis 30 Wochen. 

Das Körpergewicht lag zwischen 230 und 400 g. 

 

Herkunft: 

Die Tiere wurden ohne Ausnahme aus dem Zentralen Tierlaboratorium der Medizinischen 

Hochschule Hannover bezogen. 

 

 

3.1.2   Haltungsbedingungen 

 

Die Ratten wurden in Gruppengrößen von bis zu drei gleichgeschlechtlichen Tieren in 

Makrolon®-Käfigen Typ IV gehalten. Zum besonderen Schutz der infektanfälligen 

Nacktratten wurden Filterdeckel verwendet. 
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Eingestreut wurde mit bedding 3-4. Die Reinigung der Käfige erfolgte ein Mal pro Woche. 

Trinkwasser wurde zwei Mal wöchentlich gewechselt und stand stets zur freien Verfügung. 

Futter wurde ebenfalls ad libitum verabreicht.  

Die Raumtemperatur im Haltungszimmer lag gleich bleibend bei 25 °C bei einer relativen 

Luftfeuchte von 55 %. Die Belichtungsdauer betrug 12 h (6.00 bis 18.00 MEZ) bei einer 

Beleuchtungsstärke von 350 Lux.             

Im Rahmen der Versuche zur Überprüfung der Immunabschirmung und Biokompatibilität der 

CellBeads® wurden die Tiere im Anschluss an die Operation drei Tage lang einzeln gehalten, 

um ein frühzeitiges gegenseitiges Entfernen des Nahtmaterials zu verhindern.  

Während der Hauptversuche saßen die betreffenden Ratten bis zum Zeitpunkt der 

Perfusionsfixierung einzeln in Makrolon®- Käfigen Typ III.     

Vor Betreten des Rattenstalls wurden sämtliche Maßnahmen einer Trockenbarriere getroffen. 

Zweimal wöchentlich wurde eine intensive Reinigung des Raumes mit 1%iger 

Desinfektionslösung speziell für Oberflächen vorgenommen. 

Sämtliche Versuche fanden im S1-Bereich der INI Hannover GmbH statt. 

 

 

3.1.3   CellBeads®  

 

Bei den Implantaten handelte es sich um alginatverkapselte, gentechnisch modifizierte 

Zellen, welche Endostatin freisetzten (s. Abb. 11). Diese CellBeads®, auch als 

Bioreaktoren bezeichnet, fungierten somit als zelluläre Minipumpen. Sie wurden direkt ins 

Gehirn verbracht und konnten permanent den gewünschten Wirkstoff freisetzten. Durch die 

Poren der dreidimensionalen Alginatmatrix war sowohl die Versorgung der Zellen mit 

Sauerstoff und Nährstoffen als auch die Abgabe an Stoffwechselprodukten gewährleistet. Ein 

Eindringen von Immunglobulinen in das Zellinnere war aufgrund deren Größe nicht möglich.  

 

Vorteile der Bioreaktortechnologie liegen zum einen in der Erzielung hoher Wirkstoff-

konzentrationen direkt am Zielort unter Umgehung der Blut-Hirn-Schranke. Zum 

anderen sind die Mikrokapseln nicht immunogen und machen die Gabe von 
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Immunsuppressiva überflüssig. Des Weiteren ist eine gentherapeutische Behandlung des 

Patienten möglich, ohne dessen Genom zu verändern.  

 

Unter Anwendung eines Plasmids wurde die zur Verkapselung verwendete Stammzell-Linie 

mit der DNS für Endostatin ausgestattet. Endostatin ist in vivo ein Spaltprodukt des Kollagens 

XVIII und wird in der Zelle nicht als eigenständiges Protein synthetisiert. 

Die CellBeads®  der Firma CellMed AG wurden folgendermaßen hergestellt: Mit dem Gen 

für Endostatin transfizierte humane Stammzellen (hMSZ) wurden mit einer Zelldichte von 

3 x 107 Zellen/ml Alginatlösung in einem 20 mM Ba2Cl-Fällbad mit 10 % Goldanteil 

vertropft. Der Düsendurchmesser zur Herstellung des Zellen beinhaltenden Alginats betrug 

0,7 mm. Die im Inneren des CB vorhandenen Zellen sind somit doppelt vor dem 

Immunsystem des Wirtes geschützt: Zum einen durch das direkt zwischen den einzelnen 

Zellen liegende Alginat, zum anderen durch eine äußere Hülle gleichen Materials. 

Nach Fertigstellung der CB wurden diese gewaschen und in Zellkulturmedium verbracht. Es 

folgte eine weitere Kultivierung bei +37 °C und 5 % CO2. Mittels einer Western-Blot-Analyse 

wurde innerhalb des Produktionsverfahrens überprüft, dass die transfizierten Zellen sowohl in 

normaler Zellkultur als auch in verkapseltem Zustand Endostatin produzierten. Die 

CellBeadsÒ wurden nach einem Tag Kultivierungszeit von der CellMed AG versendet und an 

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

 

Die immortalisierten Zellen teilten sich aufgrund der nicht in Mitleidenschaft gezogenen 

Regulationsmechanismen noch ca. 2-3 Mal. Bei der Untersuchung explantierter Kapseln 

waren kleine Zellhaufen von bis zu acht Zellen (nach Ablauf dreier Zellteilungen) 

vorzufinden. 

 

Die Firma CellMed AG war im Verlauf der hier vorliegenden Arbeit in der Lage, durch eine 

Verbesserung der Vertropfungstechnologie eine geringere Größe der CB zu erzielen. Der 

durchschnittliche Durchmesser der im Rahmen der Biokompatibilitätsprüfungen implantierten 

Mikrokapseln betrug 600-700 µm (Durchmesser des Zellkerns: 400 µm), der der Versuche 

zur Wirksamkeitsüberprüfung 450-500 µm (Durchmesser des Zellkerns: 340 µm). In jedem 

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 dem Institut für 

Zellbiologie (Tumorforschung) des Universitätsklinikums Essen, Hufeland-Straße 55, 

45122 Essen, angefordert. Bei diesen Zellen handelte es sich um Tumorzellen, welche durch 

die Applikation von Ethylnitroseharnstoff in BD IX-Ratten induziert worden waren. Die 

Generationszeit betrug ca. zehn Stunden. 

 

Zur Überprüfung der Syngenität zu den für die Versuche vorgesehenen BD IX-Ratten erfolgte 

die Durchführung eines komplementabhängigen zytotoxischen Tests. Diesem Test liegt die 

Tatsache zugrunde, dass lysierende Antikörper komplementabhängig sind. Bei einer erfolgten 

AG-AK-Reaktion bindet sich das Komplement an diesen Komplex und zerstört die 

Zellmembran. Ein Indikator wie z.B. Trypanblau kann dann ins Zellinnere eindringen und 

markiert die toten Zellen.  

Dieser Test wurde in dem Zentralen Tierlabor der MHH vorgenommen und bestätigte die 

genetische Identität von Zellen und Ratten. 

 

 

3.1.5   Verwendete Antikörper 

 

Die Immunhistologie zur Darstellung des freigesetzten Wirkproteins erfolgte mit einem 

polyklonalen Antikörper gegen humanes Endostatin der Firma Acris Antibodies GmbH, 

Hiddenhausen. Die Verdünnung von 1:100 wurde nach mehreren Testfärbungen als optimal 

befunden. 

Das Färbeprotokoll ist im Anhang detailliert aufgeführt. 

Mittels dieser Färbung waren die Blutgefäße mikroskopisch deutlich sichtbar. Eine 

Auszählung war ohne weitere immunhistologische Anfärbung möglich. 
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3.2   Methoden 

3.2.1   Kultivierung der Gliomzell-Linie BT4Ca 

 

Die Sicherheitswerkbank wurde 15 Minuten vor Beginn der Arbeiten eingeschaltet. 

Gleichzeitig wurden sämtliche benötigten Materialien im Wasserbad auf +37 °C erwärmt. 

Nach Desinfektion mit Desomed® konnten sie in den Arbeitsbereich verbracht werden.  

Das verbrauchte Medium wurde aus der Kulturflasche entfernt. Dies geschah mittels einer 

Pasteurpipette und einer Pumpe, wobei es zu beachten galt, den konfluent gewachsenen 

Zellrasen auf der Unterseite der Flasche nicht zu beschädigen. Um Serum enthaltende 

Mediumreste gänzlich zu entfernen, erfolgte ein Waschen mit ca. 5 ml PBS-Lösung. Diese 

Reste hätten die Wirkung des Trypsins beeinträchtigen und somit die Einwirkzeit auf die 

Zellen erheblich verlängern können. Auch wurden abgestorbene und somit nicht mehr 

adhärente Gliomzellen abgespült. Das PBS wurde wiederum via Pumpe entfernt. Es folgte die 

Zugabe von 2 ml Trypsin, welches die Zellverbindungen zum Boden lösen sollte. Während 

der Einwirkdauer von ca. 2 min wurde die Flasche vorsichtig geschwenkt, um den 

Ablöseprozess mechanisch zu unterstützen. Zum Abstoppen der Reaktion wurden 7 ml 

Medium hinzugefügt. Anschließend wurde das gesamte Suspensionsvolumen von 10 ml in ein 

15 ml Tube überführt und bei 800 Umdrehungen pro Minute (dies entspricht 133 G) für eine 

Zeitdauer von 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und das verbleibende 

Pellet in 4 ml Medium resuspendiert. Anschließend erfolgte die Zellzählung zur Errechnung 

des einzusäenden Volumens in eine neue Kulturflasche (s. Kap. 3.2.2: Vorbereitung der 

Gliomzellen zur Implantation).  

 

Die Zellen wurden ein Mal pro Woche abtrypsinisiert und gezählt. Ein weiteres Mal wurde 

lediglich ein Mediumwechsel vorgenommen. 

Vor dem Verbringen der Kulturflasche in den Brutschrank erfolgte deren erneute 

Desinfektion.  

Sämtliche mit den Zellen in Kontakt gekommenen Verbrauchsgüter wurden autoklaviert.  

 

 



   

 

25

3.2.2   Vorbereitung der Gliomzellen zur Implantation 

  

Nach Verbringen aller erforderlichen Materialien unter die Sicherheitswerkbank (s. Abb. 5) 

wurde zunächst das verbrauchte Medium mittels einer Pumpe aus der Kulturflasche entfernt. 

Es erfolgte eine Spülung derselben mit ca. 6 ml einer sterilen PBS-Lösung, um nicht 

adhärente Zellen und Mediumreste zu entfernen. Anschließend wurden 3 ml Trypsin 

hinzugegeben. Das Verdauungsenzym löste die Verbindung der Zellen vom Boden der 

Flasche. Zum Abstoppen der Reaktion und um ein Aufbrechen der Zellwände zu verhindern, 

wurden nach 2 min 7 ml Medium hinzugegeben. Diese Zell-Medium-Suspension wurde 

mittels einer Pipette in ein 15 ml Falcon tube überführt und bei 8.000 Umdrehungen/min 

5 min lang zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das am Boden verbleibende 

Pellet in 4 ml Medium resuspendiert. Hiervon wurden 10 µl in ein Eppendorf-Gefäß überführt 

und mit 10 µl Trypanblau-Lösung vermischt.  

10 µl dieser Mischung wurden in eine zuvor mit 70%igem Ethanol gesäuberte Zählkammer 

verbracht. Die Auszählung der vier Zählkammern erfolgte in einer zehnfachen Vergrößerung 

im Phasenkontrast. Die Summe wurde aufgrund der Hinzugabe von Trypanblau halbiert und 

anschließend mit 104 pro Milliliter multipliziert, um die Gesamtzellzahl je Kulturflasche zu 

ermitteln. Die Einsaat einer neuen Kulturflasche erfolgte mit 1,5x104 Zellen und 15 ml 

Medium. 

 

Sämtliche Implantationen wurden mit 8.000 Gliomzellen vorgenommen. Um vergleichbare 

Volumenverhältnisse zu erzielen, wurde ein Rechenverfahren angewendet. Dadurch wurde 

gewährleistet, dass das eingebrachte Volumen jeweils 3,30 ± 0,06 µl betrug. Die Gliomzellen 

wurden nach dem Ermitteln des zur Resuspension benötigten Volumens erneut abzentrifugiert 

und PBS hinzugefügt, um keine Fremdproteine aus dem Medium (wie z.B. fötales 

Kälberserum) in das Gehirn einzubringen. 

Vor jedem erneuten Aufziehen der Suspension in eine 10 µl Hamilton-Spritze wurde 

gründlich resuspendiert, um eine gleichmäßige Verteilung der Zellen und damit die 

Reproduzierbarkeit der Methode zu gewährleisten. Der Zellstoffwechsel konnte mehrere 

Stunden auf die Anwesenheit von Medium verzichten – auch nach bis zu 5 h in PBS waren 

die Zellen vital und vermehrungsfähig.  
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3.2.3   Vorbereitung der CellBeads® zur Implantation 

 

Die Sterilbank (Telstar AH-100), an der sämtliche Vorbereitungen der CellBeads® zur 

Implantation vorgenommen wurden, musste 60 Minuten vor Arbeitsbeginn eingeschaltet 

werden. Gleichzeitig wurden sämtliche benötigte Materialien nach Desinfektion mit 

Desomed® in den Arbeitsbereich verbracht (s. Abb. 6).  

Um die CellBeads® vom Versandmedium zu trennen, wurden sie unmittelbar vor der 

Implantation durch ein Sieb mit 100 µm Maschenweite gegossen. Anschließend erfolgte eine 

Spülung mit ca. 30 ml steriler PBS-Lösung, um anhaftende Fremdproteine, wie z. B. das 

fötale Kälberserum aus dem Versandmedium, zu entfernen. Das die Kapseln enthaltende Sieb 

wurde anschließend in eine mit PBS-Lösung befüllte Wellplate  gestellt. 

Unter dem Mikroskop wurde dann die zu implantierende Anzahl an Mikrokapseln mittels 

einer Kombination aus Hamilton-Kanüle und –Spritze aufgezogen. Die korrekte Anzahl 

wurde ein Mal überprüft.  

Nach erfolgreicher Implantation wurde bis zum erneuten Aufziehen der Kapseln 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 Körpergewichtes mit einer Kombination aus 

Ketanest® S 25 mg/ml und Domitor® mittels einer intraperitonealen Injektion narkotisiert 

(s. Kap. 3.2.3: Narkose und Analgesie).  

Bei Erreichen des operationsfähigen Stadiums wurde das OP-Feld auf einer Fläche von ca. 

2 x 2 cm rasiert, gereinigt, entfettet und desinfiziert. Zum Schutz vor Austrocknung der Bulbi 

wurde eine Salbe (Bepanthen® Roche) aufgebracht.  

Zur Überprüfung des korrekten Sitzes des Rattenkopfes und somit auch der Implantations-

koordinaten wurde vor dem Einspannen in den Stereotakten (s. Abb. 7) Interaural 0 (IA 0) 

bestimmt.  
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Die Ohrbalken wurden beidseits auf 6 mm eingestellt und die Höhe des Kopfes so bestimmt, 

dass die Schädeldecke horizontal zu liegen kam. Die Schnauzenklemme wurde zur 

zusätzlichen Fixierung angezogen. 

Vor Beginn der OP wurden noch einmal das OP-Feld desinfiziert und die Instrumente 20 sek 

lang in ein auf 150 °C erhitztes Schnell-Sterilisiergerät (FST Fine Science Tools) gehalten. 

Zusätzlich wurde nochmals die Operationsfähigkeit des Tieres mittels einer 

Schmerzprovokationsprobe (Flexorreflex der Hintergliedmaßen) überprüft. 

 

 

3.2.5   Narkose und Analgesie 

 

Sämtliche operativen Eingriffe sowie die Perfusionsfixierungen wurden unter Vollnarkose 

durchgeführt. Hierzu wurde eine Kombination aus Ketanest® S 25 mg/ml (Wirkstoff: 

Esketaminhydrochlorid, 75 mg/kg KGW, Parke-Davis, Pfizer, Karlsruhe, BRD) und 

Domitor® (Wirkstoff: Medetomidinhydrochlorid, 0,2 mg/kg KGW, Pfizer GmbH, Karlsruhe, 

BRD) angewendet. Die Injektion erfolgte intraperitoneal nach Ermittlung des Körper-

gewichtes. Bei nicht ausreichender Narkotisierung erfolgte eine Nachinjektion mit einem 

Drittel der Initialdosis an Ketanest®.  

 

Bei Problemen des Wiedererwachens und somit einer fortschreitenden Auskühlung des 

Tierkörpers wurde Antisedan® (Wirkstoff: Atipamezolhydrochlorid, Pfizer, Karlsruhe, BRD) 

intraperitoneal appliziert. Dieser � 2-Antagonist wurde jedoch frühestens drei Stunden nach 

Operationsende verabreicht, um der Ratte die Möglichkeit des Nachschlafens und der damit 

einhergehenden Schmerzfreiheit zu geben.  

 

Zur Linderung postoperativer Schmerzen wurde direkt nach der Operation bei 

Wiedereinsetzen des Schluckreflexes ein Tropfen Novaminsulfon-ratiopharm® (Wirkstoff: 

Metamizol-Natrium · 1 H2O, 1 ml enthält 500 mg, Metamizol-Natrium · 1 H2O, ratiopharm 

GmbH, Ulm, BRD) per os verabreicht. Zusätzlich erfolgte über drei Tage eine Zufuhr des 

Medikaments über das Trinkwasser (Dosierung: 8 Tropfen Novaminsulfon-ratiopharm® pro 

500 ml Trinkwasser). 



   

 

28

3.2.6   Operationstechnik: Überprüfung der Immunabschirmung und Biokompatibilität 

der CellBeads® 

 

Haut und Faszie wurden in der Mittellinie auf einer Länge von ca. 1 cm auf der Höhe von 

Bregma durchtrennt und zu den Seiten hin stumpf vom Periost gelöst. Die Haut wurde mittels 

Bulldog-Klemmen aus dem OP-Bereich ferngehalten (s. Abb. 9). Unter mikroskopischer 

Sichtkontrolle wurde das Periost mehrmals geschlitzt und mit einem Raspatorium zur Seite 

geschoben. Die Knochennähte wurden zwecks besserer Darstellung mit 3%iger H2O2-Lösung 

gebleicht.  

Die Koordinaten von Bregma wurden ermittelt und errechnet, ob die Differenz zu Interaural 0 

(IA 0) im Toleranzbereich lag (Toleranzbereich kaudal: 9 mm / lateral: 2 mm / dorsal: 10 

mm). Anschließend erfolgte die Positionsbestimmung der Bohrlochkoordinaten (von Bregma 

aus: 2 mm nach rechts / 1 mm nach kaudal). 

Die Trepanation der Schädelhöhle wurde mit einem 2,1 mm-Bohrkopf unter Schonung der 

Dura mater durchgeführt. Diese wurde anschließend via Kanüle penetriert und vorsichtig zur 

Seite geschoben, um ein Ausstanzen derselben und damit eine Verlegung der Hamilton-

Kanüle zu verhindern. 

Unter mikroskopischer Sichtkontrolle wurde die mit 20 Cellbeads��� �  befüllte Spritze in das 

Bohrloch gefahren und von der Knochenoberfläche aus 6 mm abgesenkt. Diese Koordinaten 

ermöglichten eine Penetration des Ventrikels. Die Injektion der Kapseln erfolgte nach 

Hochziehen der Kanüle um 1 mm in einer Tiefe von nun 5 mm. Hiermit wurde eine 

Verbindung zum Ventrikelsystem geschaffen, da die CellBeads�  zerebroventrikulär zu liegen 

kommen sollten. Die Injektion erfolgte schnell und unter Applikation des gesamten 

Volumens.  

Nach ca. 10 sek Wartezeit wurde die Kanüle langsam (Zeitdauer ca. 30 sek) wieder 

herausgezogen. Unter ständiger Beobachtung der aufsteigenden Flüssigkeit auf das 

Erscheinen eines evtl. mit aufgeschwemmten Cellbeads® hin wurde diese mit einem 

Wattestäbchen abgetupft. Die Kanüle wurde sofort unter der Sterilbank auf das 

Vorhandensein von noch in derselben verbliebenen, nicht implantierten CellBeads® hin 

überprüft. Bei Bedarf wurden fehlende Cellbeads® nachimplantiert.  

Die Adaption der Haut erfolgte mittels Einzelheften. 
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3.2.7   Operationstechnik: Überprüfung der Wirksamkeit der CellBeads® 

 

Bei diesen Versuchen fanden folgende Koordinaten für die Implantation von Cellbeads® 

Verwendung: von Bregma aus 3 mm nach rechts und 1 mm nach kaudal. Appliziert wurde in 

einer Tiefe von 2,5 mm.  

 

 

3.2.7.1   Implantation der Gliomzellen 

 

Die Vorbereitung des Implantationsortes deckte sich mit der der zuvor durchgeführten 

Versuche. Nach Aufziehen des errechneten Volumens an 8.000 Gliomzellen (s. Kap. 2.2.5: 

Vorbereitung der Gliomzellen zur Implantation) wurde die Hamilton-Spritze am Stereotakten 

fixiert und in das Bohrloch abgesenkt. In einer Tiefe von 2,5 mm wurden die Zellen als Bolus 

appliziert (s. Abb. 10). Nach einer Wartezeit von ca. 1 min wurde die Spritze langsam wieder 

entfernt, eventuell aufsteigendes Volumen jedoch nicht abgetupft, um die Anzahl an 

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

 

 

3.2.7.2   Simultane Implantation von Gliomzellen und CellBeads® 

 

Bei diesen Versuchen wurde eine gleichzeitige Applikation von zehn CB und 

8.000 Gliomzellen vorgenommen. Diese Art der Implantation zielte auf die Situation in der 

Humanmedizin ab. Hier verbleiben trotz der Resektion des Tumorgewebes immer einige 

Zellen im Gehirn und stellen den Ursprung für ein Rezidiv dar. Somit wurde die gleichzeitige 

Anwesenheit einiger Gliomzellen und der therapeutischen Kapseln, welche in die 

Resektionshöhle gegeben werden sollen, simuliert. 

Zu den bereits in der Hamilton-Kanüle befindlichen Gliomzellen wurden neun zuvor 

abgezählte CellBeads® aufgezogen. Dieser Inhalt wurde dann zusammen in das Gehirn 

injiziert. Auf ein Abtupfen aufsteigender Flüssigkeiten wurde ebenfalls verzichtet. Nach dem 

Nähen der Wundränder erfolgte die postoperative Versorgung der Tiere wie unter 2.2.3 

beschrieben. 
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3.2.8   Explantation der CellBeads® 
 

Zur Untersuchung der Überlebensrate der verkapselten humanen Stammzellen erfolgte acht 

Wochen nach der Implantation bei fünf Tieren der Versuchsgruppe zur Überprüfung der 

Immunabschirmung und Biokompatibilität eine Entfernung der CB. Dies geschah bei zwei 

Nacktratten und bei drei BD IX-Ratten (s. Tab. 4). 

 

Die Explantationen wurden folgendermaßen vorgenommen: Die Tiere wurden mittels 

Inhalation von Kohlendioxid (langsame Anflutung von 10 % CO2 in ein verschließbares, mit 

Luft gefülltes Behältnis) getötet. Anschließend wurden sie dekapitiert und sowohl das Fell als 

auch die Schädeldecke entfernt (s. Kap. 2.2.11: Entnahme des Gehirns nach 

Perfusionsfixierung). Nach Fixierung des Schädels im Stereotakten wurde via OP-Mikroskop 

der rechte Ventrikel von dorsal her eröffnet. Die dort im Liquor flotierenden CB konnten 

leicht entnommen und sofort in ein Medium enthaltendes 15 ml Tube überführt werden.  

Nur wenige Stunden später wurden ca. die Hälfte der CB in der Niederlassung der Firma 

CellMed AG kultiviert und dort ein Vitalitäts- und Expressionsmonitoring vorgenommen. Die 

andere Hälfte wurde direkt vor Ort im INI Hannover mikroskopisch untersucht: Zum einen 

wurde das äußere Erscheinungsbild der Alginatkapsel betrachtet, zum anderen wurde 

kontrolliert, ob ein Bewuchs mit Fibrozyten als Reaktion des Körpers auf das Transplantat 

geschehen war. 

Die Firma CellMed AG hatte einige CellBeads® von den implantierten Chargen zurück-

behalten und kultiviert, um parallel zu den in der INI Hannover GmbH laufenden in-vivo-

Versuchen auch in-vitro-Ergebnisse zu erhalten. Hierbei wurden Vitalitäts- und Ex-

pressionsmonitorings durchgeführt. 

 

 

3.2.9   Transkardiale Perfusionsfixierung 

 

Die Perfusionsfixierungen wurden unter Vollnarkose durchgeführt. Hierzu wurde ebenso wie 

bei den Operationen eine Kombination aus Ketanest® S 25 mg/ml und Domitor® angewendet.  

Bei Erreichen des Toleranzstadiums wurde die Ratte auf einer Korkunterlage fixiert. Das 

Abdomen wurde auf einer Länge von ca. 10 cm vom Haarkleid befreit und anschließend 
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eröffnet. Vom Bauchraum aus erfolgte eine Thorakotomie. Die Schnittführung hierzu verlief 

beiderseits entlang der Knorpel-Knochen-Grenze der Rippen bis hin zur Apertura thoracis 

cranialis. Der noch in Verbindung mit dem Halsbereich stehende Teil wurde hochgeklappt 

und seitlich des Kopfes befestigt. 

Es folgte eine Entfernung des Epikards. Eine Knopfkanüle wurde durch die linke Herzhälfte 

bis ca. 1 cm in die Aorta eingeführt und mittels einer Pean-Klemme in ihrer Lage fixiert. Um 

ein Ablaufen des Blutes und der im Anschluss zirkulierenden Flüssigkeiten zu ermöglichen, 

erfolgte eine Eröffnung des rechten Herzohres.  

 

Isotonische Kochsalzlösung wurde so lange infundiert, bis keinerlei Blutbeimengungen mehr 

in der austretenden Flüssigkeit erkennbar waren. Danach erfolgte eine Spülung des 

Blutgefäßsystems mit 4%iger Formalinlösung. Als Richtwert galt hierbei: Das Körpergewicht 

in Gramm entsprach dem zu applizierenden Volumen an PFA in Millilitern. Nach Durchlauf 

der Formalinmenge wurde der Körper auf seine Festigkeit hin geprüft. War das gewünschte 

Ergebnis noch nicht erzielt, erfolgte die Infusion weiterer Formalinlösung.  

Die Infusionen erfolgten aus einer Höhe von ca. 1 m, dies entspricht einem hydrostatischen 

Druck von 76 mm Hg. 

 

 

3.2.10   Entnahme des Gehirns nach Perfusionsfixierung 

 

Nach Enthauptung der Ratte wurde der Kopf dorsal weitgehend von Haut befreit. Mittels 

einer Hohlmeißelzange wurde die Schädeldecke von kaudal her in kleinen Stückchen 

abgetragen, bis das gesamte Gehirn von dorsal her betrachtet werden konnte. Mittels eines 

Raspatoriums konnte das Gehirn aus seiner Lage befreit und sofort in ein mit 4%igem PFA 

befülltes Glasgefäß überführt werden.  

Aufgrund einer teilweise auftretenden Verklebung der oberflächlich zerklüfteten Tumormasse 

mit der Dura mater war die Präparation des Gehirns in toto zum Teil mit Schwierigkeiten 

verbunden.  
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3.2.11   Behandlung des Gehirns nach der Entnahme 

 

Je nach Fixierungsgrad wurde das Gehirn zum Zweck der Nachfixierung ein bis zwei Tage 

bei einer Temperatur von 4 °C in 4%igem PFA belassen. Im Anschluss daran erfolgte 

zweimal ein jeweils zehnminütiges Waschen mit PBS, um Reste des Formalins zu entfernen. 

Zum Schutz vor Schäden, welche durch das Einfrieren hätten entstehen können, wurde das 

Gehirn in 30%ige Sucrose überführt und bis zum Absinken hierin belassen.  

 

 

3.2.12   Einfrieren des Gehirns 

 

Sämtliche Gehirne wurden in Flüssigstickstoff gekühltem 2-Methylbutan eingefroren und im 

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

 

 

3.2.13   Gefrierschneidetechnik 

 

Die Anfertigung der histologischen Schnitte wurde mit dem Microm HM 560 der Firma 

MICROM International GmbH, Walldorf, BRD vorgenommen.  

Zur Auswertung der Versuche zur Überprüfung der Immunabschirmung und 

Biokompatibilität wurden die Schnitte in einer Dicke von 20 µm angefertigt. Sämtliche 

Gehirne der Versuche zur Überprüfung der Wirksamkeit der CellBeads® wurden 10 µm fein 

geschnitten. 

Die Gehirne wurden mittels Tissue Tek® auf dem Objekttisch befestigt und bei -22 °C 

geschnitten. Die Temperatur des Messers lag um 2 °C höher bei -20 °C. Je Gehirn wurden 20 

Objektträger bestückt. Die Aufnahme erfolgte in der Transversalebene von rostral nach 

kaudal. Nach Fertigstellung einer Schnittcharge wurde diese an der Luft getrocknet und bei 

nicht sofort vorgenommener Färbung bei -20 °C gelagert. 

Zur Dokumentation wichtiger makroskopisch erkennbarer Befunde wurden Bilder mit einer 

Digitalkamera aufgenommen. 
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3.2.14   Angewendete Färbungen 

  

Sämtliche histologische Schnitte zur Überprüfung der Biokompatibilität der CellBeads® 

wurden mit Hämalaun-Eosin gefärbt. Dabei färbt das basische Hämalaun Chromatin blau, das 

saure Eosin Zytoplasma und Interzellulärsubstanz rosa. 

Immunhistologische Färbungen wurden mit einem polyklonalen Antikörper gegen humanes 

Endostatin durchgeführt (s. Abb. 53). 

Zur Bestimmung bräunlich-gelber Konglomerate, welche in einigen Präparaten auftauchten, 

wurde die Berliner-Blau-Färbung durchgeführt. Im Falle eines positiven Eisennachweises 

werden diese Aggregate blau angefärbt. Zellkerne werden rot, das Zytoplasma wird rosa 

dargestellt (s. Abb. 58).  

 

Die Firma CellMed AG führte bei den entnommenen und rekultivierten CellBeads® eine 

Doppelfärbung mit SYBR green I und Propidiumjodid durch. Bei SYBR handelt es sich um 

Farbstoff, welcher in der Lage ist, Zellmembranen zu durchdringen. PJ hingegen kann nur in 

tote Zellen eindringen. Aufgrund der höheren Affinität zur DNS verdrängt das PJ SYBR von 

seinen Bindungsstellen. Der Zellkern der nicht vitalen Zellen emittiert bei anschließender 

fluoreszenzmikroskopischer Betrachtung rötliches Licht.  
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    Abb. 5                                                                  Abb. 6 

  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
    Abb. 7                                                        Abb. 8 
 

 
    Abb. 9                                                                Abb. 10 
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Abb. 5: Blick auf die Sterilbank im Zellkulturbereich: Zu sehen sind die benötigten 
Materialien zur Kultivierung der Gliomzell-Linie BT4Ca. Von links: Mit Medium gefüllte 
Kulturflasche (75 cm2), Tube mit abzentrifugierten Gliomzellen, Medium für BT4Ca, PBS 
zum Abspülen von Mediumresten.  
 
 
Abb. 6: Blick auf die offene Sterilbank im OP-Bereich: Angeordnet sind die für die 
Vorbereitung der CellBeads® erforderlichen Materialien. Hinten links: Tube mit CB, daneben 
Tubes mit PBS zum Abwaschen der Mediumreste sowie eine Flasche mit PBS. Vorne links: 
Hamilton-Spritze, Petrischale mitsamt Hamilton-Kanülen, daneben ein Wellplate mit Sieb 
zum Auffangen der CB. Rechts das zum Aufziehen der CellBeads® benötigte Mikroskop. 
 
 
Abb. 7: Stereotakt, seitliche Aufnahme. In ihm wird das Versuchstier mittels Ohrbalken und 
Schnauzenklemme fixiert. Der senkrecht verlaufende Arm, welcher zur Bestimmung der 
Koordinaten dient, ist in alle drei Richtungen des Raumes zu bewegen. 
 
 
Abb. 8: Sämtliche zur Operation benötigten Instrumente und Utensilien. Von unten: Skalpell, 
anatomische Pinzette (schmal), Pean-Klemme (gerade, ohne Zähne), Nadelhalter nach Olsen-
Hegar, Majo-Schere (stumpf-stumpf, gebogen), links daneben Bulldog-Klemmen zur 
Fernhaltung der Haut aus dem OP-Bereich. Oben sichtbar: Bohrer, Salbe zum Schutz vor 
Austrocknung der Augen und Wattestäbchen zum Abtupfen von Blut. 
 
 
Abb. 9: Blick auf im Stereotakten fixierte Ratte mit eröffneter Kopfhaut. Seitlich sind die 
Ohrbalken zu sehen, rostral die Schnauzenklemme. Die seitlichen Wundränder werden mittels 
Bulldog-Klemmen aus dem OP-Feld ferngehalten. In die Augen wurde zum Schutz vor 
Austrocknung eine Salbe eingebracht. 
 
 
Abb. 10: Blick durch das OP-Mikroskop. Gut zu erkennen ist Bregma (Pfeil), der 
Orientierungspunkt zur Ermittlung der Bohrkoordinaten. Zu sehen ist die abgesenkte 
Hamilton-Kanüle. 
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3.2.15   Ermittlung der Tumorvolumina sowie der Anzahl der Gefäße 

 

Während der Anfertigung der histologischen Schnitte wurde ein genaues Schneideprotokoll 

geführt. Hierbei wurde unter fortwährender mikroskopischer Kontrolle der Präparate 

vermerkt, welcher Schnitt seit Beginn des Neoplasmas aufgenommen wurde. Mit Hilfe des 

Computerprogramms CastGrid ließen sich anschließend die Tumoroberflächen der einzelnen 

Präparate bestimmen. Ermittelt wurde ca. jede dritte bis vierte Oberfläche. Unter 

Berücksichtigung der Tatsache, dass sämtliche Schnitte in einer Dicke von 10 µm 

vorgenommen wurden, ließ sich das individuelle Tumorvolumen errechnen. 

Die Auszählung der Gefäße erfolgte in 100facher Vergrößerung. Hierzu wurde bei den 

behandelten Tieren mit einer Überlebenszeit von elf Tagen nur ein Gesichtsfeld gezählt, bei 

den Tieren der anderen Gruppen erfolgte die Ermittlung in jeweils vier Gesichtsfeldern. 

Anschließend wurde das arithmetische Mittel errechnet und für die Statistik verwendet. 

 

 

3.2.16   Statistik 

 
Die statistische Berechnung wurde mit Hilfe des Statistikprogramms StatView durchgeführt. 

Um die ermittelten Daten miteinander vergleichen zu können, wurden sie einer einfaktoriellen 

Varianzanalyse unterzogen. Hiermit sollte die Streuung zwischen den einzelnen Werten 

unterschieden werden. Streuungen zwischen Stichproben sind besonders groß, wenn sich die 

Mittelwerte der einzelnen Gruppen stark unterscheiden. Zum Einsatz kamen der ANOVA 

postHoc Test sowie der Fisher-Test. Für die jeweiligen Versuchsgruppen wurden das 

arithmetische Mittel der Tumorvolumumina und der Gefäßanzahl berechnet. Zusätzlich wurde 

die Wahrscheinlichkeit ermittelt, mit der ein Ergebnis zufällig vorlag 

(Irrtumswahrscheinlichkeit: p-Wert). Ein p-Wert unter 0,05 galt dabei als statistisch 

signifikant. 
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3.3   Versuchsgruppen 

3.3.1   Überprüfung der Immunabschirmung und Biokompatibilität der CellBeads® 

 

Die im Rahmen dieser Versuche durchgeführten Implantationen dienten dem Nachweis der 

Immunabschirmung und der Optimierung der Kapselstruktur. Es galt zu ermitteln, ob die 

Struktur der Alginatkapsel oder auch das xenogene Transplantat eine Immunreaktion auslösen 

und damit eine Entzündung im Hirngewebe hervorrufen können.  

 

Es wurden zwei Chargen von Alginatkapseln verpflanzt: Zum einen wurden leere CB 

implantiert, um Aufschluss über die Wirkung reinen Alginats im Hirngewebe zu bekommen. 

Zum anderen kamen CellBeads® mit Endostatin produzierenden humanen Stammzellen zum 

Einsatz. Jede CB-Charge wurde sowohl in immunkompetente BD IX-Ratten als auch in 

thymusaplastische (also immundefiziente) Nacktratten implantiert. Dies erschien notwendig, 

da die Alginatkapsel zwar die zelluläre Immunantwort, nicht aber die humorale vollständig 

verhindern kann.  

 

Alle Ratten wurden acht Wochen nach der OP perfundiert. Untersuchungsschwerpunkte 

waren die Ermittlung etwaiger Fremdkörperreaktionen oder Zeichen einer Entzündung mittels 

HE gefärbter histologischer Schnitte. Zur Ermittlung der Überlebensrate der verkapselten 

Zellen wurde bei fünf Tieren eine mikrochirurgische Explantation der CB ohne vorherige 

Fixierung der Tiere vorgenommen (s. Tab. 4). 

 
Tab. 3: Versuchsplan zur Überprüfung der Immunabschirmung und der Biokompatibilität der 

CellBeads®  
 
 

Implantat Immunkomp. 
Rattenstamm  

(BD IX) 

Immundef. 
Rattenstamm 

(rnu/rnu) 

Untersuchungs- 
größen 

Untersuchungs-
zeitpunkt 

Leere CB 6 Tiere 5 Tiere Fremdkörperreaktion, 
Entzündung 

8 Wo  
post OP 

CB mit  
Endostatin 

sezernierenden 
hMSZ 

6 Tiere 5 Tiere Fremdkörperreaktion, 
Entzündung, 

Überlebensrate der 
Implantatzellen 

8 Wo 
post OP 
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Implantat Immunkompetenter 
Rattenstamm 

(BD IX) 

Immundefizienter 
Rattenstamm 

(rnu/rnu) 

Untersuchungs- 
größen 

Expl.-
zeitpunkt 

CB mit 
Endostatin 

sezernierenden 
hMSZ 

3 Tiere 2 Tiere Überlebensrate 
der 

Implantatzellen 

8 Wo  
post OP 

 
Tab. 4: Vorgenommene Explantationen zur Überprüfung der Vitalität der verkapselten Zellen 
 

Vor Beginn der ersten Versuche wurden einem Tier für 16 Tage Cellbeads® implantiert, um 

die Gefrierschneidetechnik zu überprüfen. 

 

 

3.3.2   Überprüfung der Wirksamkeit der CellBeads® 

 

Durch die in den vorherigen Versuchen nachgewiesene fehlende Immunogenität der 

Implantate konnte auf Nacktratten verzichtet und nur mit den immunkompetenten BD IX-

Ratten gearbeitet werden.  

 

Die Tiere, welchen lediglich Gliomzellen injiziert worden waren, wurden zu dem Zeitpunkt 

perfundiert, ab dem sich der Allgemeinzustandes verschlechterte, in der Regel am Tag elf post 

OP. Sieben der 13 Tiere, welche mit Endostatin behandelt worden waren, wurden zwecks 

Vergleichs der Tumorgrößen ebenfalls am Tag elf nach Implantation getötet.  

Die restlichen sechs Tiere wurden bis zur Entwicklung einer Symptomatik beobachtet. Der 

Zeitpunkt der Untersuchung lag hier am Tag 20 nach Implantation. 
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Implantat Immunkompetenter 
Rattenstamm  

(BD IX) 

Untersuchungsgrößen Untersuchungs- 
zeitpunkt 

BT4Ca 9 Tiere Tumormorphologie, 
Blutgefäßdichte  

(K) 

 Tag 11 
 post OP 

BT4Ca + CB mit 
Endostatin 

sezernierenden 
hMSZ  

7 Tiere Tumormorphologie, 
Blutgefäßdichte, 

Fremdkörperreaktion, 
Entzündung, 

immunologische 
Endostatin-Marker 

(E11) 
 

Tag 11 
post OP 

BT4Ca 7 Tiere Überlebensrate  
(K) 

Tag 11 
 post OP 

BT4Ca + CB mit 
Endostatin 

sezernierenden 
hMSZ 

6 Tiere Überlebensrate  
`Survival-Gruppè 

(E20) 

Tag 20 
post OP 

 

Tab. 5: Versuchsplan zur Überprüfung der Wirksamkeit der CellBeads® 
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4.   Ergebnisse 

4.1   In-vitro-Versuche 

 

Um die optimale Darstellung und die Vitalität der verkapselten Zellen beurteilen zu können, 

wurden folgende Versuche durchgeführt: 

Die Morphologie der CellBeads® stellt sich in vitro als kugelförmig (äußere 

Alginathüllschicht) mit ebenfalls runder Ansammlung der verkapselten Zellen dar (s. Abb. 

11). 

Mehrere CellBeads® wurden in Tissue Tek® gegeben und in Flüssigstickstoff gekühltem 2-

Methylbutan eingefroren. Im Anschluss daran wurden histologische Schnitte in einer Dicke 

von 20 µm angefertigt. Es folgten HE-Färbung und mikroskopische Auswertung. Zu sehen ist 

ein runder innerer Kern an humanen Stammzellen. Die äußere Alginathülle ist im HE-

gefärbten Präparat nur schwach darstellbar (s. Abb. 12). 

Die Kultivierung und Vitalitätsprüfung der verkapselten Zellen erfolgte nach Explantation der 

CellBeads® noch am selben Tage im Hause der CellMed AG. Pro Tier wurde ein 

entnommener CellBead®  SYBR/PJ gefärbt. Die Vitalität  der verkapselten Zellen betrug 98 

%. Die Kernstrukturen stellten sich als stark kondensiert dar. Ca. 40 % der eingesetzten 

Zellen waren als Kleincluster vorhanden, wobei sich  80 % als Zweier- und 20 % als Dreier- 

bis Vierercluster darstellten. Zellhaufen mit mehr als vier Zellen waren nicht vorzufinden. Die 

Zellkerne zeigten sich stark kondensiert und waren durch SYBR intensiv anzufärben, was für 

die Vitalität der verkapselten Zellen sprach (s. Abb. 13). 

 

Im Hause der Firma CellMed AG wurden über die gesamte Implantationsdauer hinweg einige 

CellBeads® der implantierten Chargen in vitro kultiviert. Die Vitalität der verkapselten Zellen 

war identisch mit der der explantierten Kapseln. Durch die SYBR/PJ-Doppelfärbung konnte 

ebenfalls eine zu 98 % lebende Zellpopulation festgestellt werden. Der einzige Unterschied 

bestand in der Anwesenheit größerer Zellhaufen von bis zu 20 Zellen.  

 



   

 

41

4.2   In-vivo-Versuche 

4.2.1   Überprüfung der Immunabschirmung und Biokompatibilität der CellBeads® 

4.2.1.1   Symptome der Versuchstiere  

 

Über die gesamte Zeitdauer des Versuchs hinweg zeigten die Ratten keinerlei Anzeichen von 

gestörtem Allgemeinbefinden oder sonstigen Krankheiten. 

 

 

4.2.1.2   Makroskopische Befunde bei der Entnahme der Gehirne 

 
Auf der Oberfläche der Gehirne war lediglich eine punktförmige Erhebung über dem 

Einstichkanal zu sehen. 

 

 

4.2.1.3   Makroskopische Befunde bei der Anfertigung der histologischen Schnitte 

Der rechte Ventrikel stellte sich in allen Fällen leicht vergrößert dar. Makroskopisch waren 

jedoch keine CellBeads® zu identifizieren. 

 

 

4.2.1.4   Histologische Befunde  

 
Die per Mikrotom angefertigten Schnitte besaßen eine Dicke von 20 µm und wurden HE 

gefärbt. Bei dem Hauptteil der Kryoschnitte war die äußere Alginathüllschicht nach 

achtwöchiger Implantationsdauer insgesamt erhalten. Die Zellen im Kern des CellBeads® 

wurden von der Alginatmasse umgeben (s. Abb. 14 u. 15).   

Die CellBeads® riefen im angrenzenden Gewebe keinerlei Entzündungs- oder 

Fibrosereaktionen hervor. Es konnten keine Zellen, welche  reaktiv auf das Transplantat hin 

eingewandert waren, erfasst werden. Das umliegende Hirnparenchym stellte sich 

physiologisch dar (s. Abb. 14-16). 
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Abb. 11                      Abb. 12 
 

 
Abb. 13                       Abb. 14 
 

 
Abb. 15                       Abb. 16 
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Morphologische / Histologische Befunde 
 
 
Abb. 11: Cellbeads® vor der Implantation, 100fache Vergrößerung. Gut zu erkennen sind die 
im Inneren der Kapsel kugelförmig angeordneten hMSZ sowie die äußere Alginathüllschicht 
(Pfeile). 
 
 
Abb. 12: Per Kryotom geschnittener CellBead®, Schnittdicke: 20 µm, 200fache Vergrößerung, 
HE. Im Zentrum des CB sind die hMSZ (blau-violett) sowie die bei der Herstellung des 
Alginates eingearbeiteten Goldpartikel (schwarze Punkte) zu erkennen. Die umgebende 
Alginathülle stellt sich als nur schwach angefärbt dar (Pfeile). 
 
 
Abb. 13: Überprüfung der Lebensfähigkeit der verkapselten humanen Stammzellen nach 
achtwöchiger Implantation in das Gehirn einer BD IX-Ratte. Durchgeführt wurde eine 
Doppelfärbung mit SYBR green I und Propidiumjodid im Hause der Firma CellMed AG. 
Festgestellt wurde eine Vitalität von 98 % der Zellen, dargestellt durch Emission grünen 
Lichts (in dieser Aufnahme als helle Lichtpunkte zu sehen). 
 
 
Abb. 14: Darstellung eines CellBeads® im sehr weit rostral gelegenen Teil eines Ventrikels. 
Das betreffende Tier wurde acht Wochen post implantationem perfundiert. Die äußere 
Alginathülle ist sehr gut darstellbar. Schnittdicke: 20 µm, 100fache Vergrößerung, HE.  
 
 
Abb. 15: Dieser Versuch wurde im Rahmen der Untersuchungen zur Überprüfung der 
Immunabschirmung und Biokompatibilität durchgeführt. Bei dem Tier handelte es sich um 
eine immunkompetente BD IX-Ratte. Der CellBead® beinhaltete humane mesenchymale 
Stammzellen. Überlebenszeit: Acht Wochen. Zu erkennen ist eine integre äußere 
Alginathüllschicht und die fehlende Infiltration des umliegenden Gewebes mit 
Entzündungszellen oder eine Fibrosierung desselben. Nicht mit Alginat ausgekleidete Bezirke 
(Pfeile) sind auf die Schrumpfung des Präparates bei der Behandlung mit Formalinlösung 
zurückzuführen. 50fache Vergrößerung, Schnittdicke: 20 µm, HE.  
 
 
Abb. 16: 400fache Vergrößerung des Kontaktbereiches Cellbead® / Hirngewebe. Bei diesem 
Tier handelte es sich um eine BD IX-Ratte, die Mikrokapseln enthielten humane Stammzellen 
(Implantationsdauer: Acht Wochen). Die Infiltration des Gewebes mit akuten oder 
chronischen Entzündungszellen konnte nicht beobachtet werden. Eine Gewebereaktion in 
Form einer Fibrose war nicht festzustellen. Schnittdicke: 20 µm, HE.  
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4.2.2   Morphologische Befunde der explantierten CellBeads® 
 

Zur Beurteilung der Stabilität der Alginatkapsel wurden die CellBeads® acht Wochen nach 

der Implantation dem Hirngewebe entnommen und auf ihre strukturellen Veränderungen hin 

untersucht.  

Die Mikrokapseln ließen sich mühelos aus dem Ventrikellumen entfernen. Eine Adhäsion der 

äußeren Hüllschicht mit der auskleidenden Zellschicht der Ventrikelräume war nicht 

festzustellen. Bei der anschließenden mikroskopischen Betrachtung der CB konnte ein 

Bewuchs der Kapseln mit Bindegewebe im Sinne einer Gewebekapsel um das Transplantat 

nicht beobachtet werden. Die  Morphologie der Alginathülle wich in keiner Weise von der 

frisch hergestellter Kapseln ab. Sie stellte sich kugelförmig und ohne Zellbesatz dar. Die im 

Kern befindlichen Zellen waren im Zentrum des CellBeads® angeordnet.  

Des Weiteren waren keine Anzeichen einer durch die Implantationstechnik herbeiführten 

Beschädigung der CB erkennbar. 

Die Alginatkapsel kann somit auch nach Langzeitimplantation im Gehirn als stabil und nicht 

immunogen bezeichnet werden. 

 

 

4.3   Unbehandelte Tiere (Kontrollgruppe (K), Überlebenszeit: Elf Tage)  

4.3.1   Symptome der Versuchstiere 

 

Über die gesamte Dauer der Versuche hinweg unterlagen die Versuchstiere einem 

engmaschigen Monitoring. Dreimal täglich wurde das Verhalten und Befinden der Tiere 

überprüft.  

Symptome traten immer innerhalb weniger Stunden auf. Tiere, welche morgens noch 

unauffällig liefen und Futter aufnahmen, zeigten gegen Mittag Koordinationsstörungen, 

Kopfschmerzsymptomatik und verzögerte Reflexe. Einige Ratten wiesen einen Exophthalmus 

und Opisthotonus auf. Reflexe, wie z.B. der Flexorreflex der Gliedmaßen, waren verzögert. 

Die Anzeichen des Raum fordernden Tumorwachstums traten bei den unbehandelten Tieren 

elf Tage nach der Operation auf.  
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Da sich der Allgemeinzustand innerhalb weniger Stunden verschlechterte, war keine 

Abnahme des Körpergewichtes seit dem Tag der Operation festzustellen.  

 

 

4.3.2   Makroskopische Befunde bei der Entnahme der Gehirne 

 

Die Tumoren der unbehandelten Tiere nahmen auf der Gehirnoberfläche ein räumliches 

Ausmaß von zumeist 0,8 cm in rostro-kaudaler und 0,7 cm in lateraler Ausrichtung ein. Die 

Neoplasmen waren äußerlich sowohl von rötlichen Einblutungen als auch von glasartiger 

Masse bedeckt. Einige Tumoren wiesen ausgeprägte zentrale Nekrosebezirke mit 

hochgradiger peripherer Gefäßbildung auf. Aufgrund des Raum fordernden Wachstums kam 

es zu einer mehr oder weniger ausgeprägten Verschiebung der Mittellinie nach links. 

 

 

4.3.3   Makroskopische Befunde bei der Anfertigung der histologischen Schnitte 

   

Durch das Raum fordernde Wachstum wurde der zum Tumor ipsilaterale Ventrikel massiv 

komprimiert. Die Störung der Liquorpassage führte zu einer Aufweitung des kontralateralen 

Hirnkammersystems.  

Sowohl der verkleinerte rechte als auch der vergrößerte linke Ventrikel waren durch das 

Neoplasma nach links verschoben. In einigen Fällen befand sich das gesamte Lumen des 

rechten Ventrikels auf der linken Hirnhälfte (s. Abb.  20-24, 35 u. 36). 
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    Abb. 17 (K)                                                          Abb. 18 (K) 
 

 
Abb. 19 (E11)                                                     Abb. 20 (K) 

 

 
Abb. 21 (K)                                                         Abb. 22 (K) 
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Makroskopische Befunde 
 
 
Abb. 17: Gehirn in toto. Am oberen Bildrand befindet sich die Medulla oblongata. Das 
betreffende Tier gehörte der Kontrollgruppe an und wurde nicht behandelt (Überlebenszeit: 
Elf Tage). Deutlich sind hier großflächige nekrotische Bezirke zu erkennen (transparenter 
Stern). Am Randgebiet ist das Tumorgewebe durch die dort verstärkt ablaufende 
Neovaskularisation rötlich gefärbt (Pfeil).  
 
 
Abb. 18: Bild eines entnommenen Gehirns nach Perfusionsfixierung. Das betreffende Tier 
gehörte der Kontrollgruppe an und wurde nicht behandelt (Überlebenszeit: Elf Tage). 
Auffällig ist hier der elfenbeinfarbene Nekrosebezirk mit angrenzender peripherer 
Gefäßbildung (Pfeil). Die Fissura longitudinalis cerebri ist nach links verschoben. 
 
 
Abb. 19: Gehirnschnitt. Ansicht von rostral. Dem betreffenden Tier wurden Endostatin 
sezernierende CellBeads® simultan zu 8.000 Gliomzellen in die rechte Hemisphäre 
implantiert (Überlebenszeit: Elf Tage). Sichtbar ist das ausschließliche Wachsen der 
Tumorzellen im Bereich des Stichkanals. Lediglich am ventralen Rand des GBM ist eine 
rötliche Färbung des Gewebes zu erkennen (Pfeil), welche für die moderate Rekrutierung von 
Blutgefäßen spricht. 
 
 
Abb. 20: Gehirnschnitt. Ansicht von rostral. Dem Tier wurden 8.000 Gliomzellen injiziert. Es 
erhielt keine Angiogenesehemmung durch Endostatin sezernierende CB. Überlebenszeit: Elf 
Tage. Das Foto wurde 2,65 mm in horizontaler Richtung nach Beginn des Tumors 
aufgenommen. Zu sehen ist der am ventralen Rand des Tumors stark rötlich gefärbte Bereich 
der Blutgefäßneubildung (Pfeile). Der rechte Ventrikel ist in seinem Lumen eingeengt und 
ggr. nach links verschoben, wohingegen der mittlere Ventrikel sich gesamthaft in der linken 
Hirnhälfte befindet. 
 
 
Abb. 21 : Gehirnschnitt wie in Abb. 20. Das Bild entstand 1,7 mm weiter kaudal. Die mediale 
und laterale Tumorregion weisen eine hohe Gefäßdichte auf (Pfeile). Die rechte Hirnkammer 
ist auf annähernd 50 % der physiologischen Größe reduziert, der mittlere Ventrikel befindet 
sich komplett links der Medianebene. Insgesamt erscheint die rechte Hirnhälfte weit größer 
als die linke. 
 
 
Abb. 22: Gehirnschnitt wie in Abb. 20 und 21. Das Bild entstand 0,58 mm weiter kaudal. In 
dieser Region des GBM befindet sich der `angiogenic hot spot` (der Bereich der größten 
Gefäßdichte) medial des Tumors (Pfeil). Dorsolateral ist ebenfalls ein Bereich erhöhter 
Blutgefäßbildung auszumachen (Pfeil). 
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4.3.4   Histologische Befunde  

 

Tumorgröße: 

Die induzierten Tumoren waren durchschnittlich 1,022 ml groß. In der Vielzahl der Fälle 

waren zwei große Tumorbereiche festzustellen (s. Abb. 23 u. 24).  

 

Gliomzellen: 

Histologisch fand sich eine ausgeprägte zelluläre Polymorphie: Es waren sowohl rundliche als 

auch spindelkernige Zellen präsent. Die Kern-Zytoplasma-Relation war zugunsten des 

Zellkerns verschoben. Häufig waren Polykaryozyten zu entdecken. Auffallend war der hohe 

Anteil an Mitosen. Teilweise waren atypische Mitosen zu beobachten. 

Im HE gefärbten Präparat stellen sich die Kerne der Gliomzellen als hyperchromatisch dar.  

 

Nekrosen: 

Im Inneren des Tumorgewebes waren nekrotische Bezirke präsent, welche palisadenförmig 

von vitalen Gliomzellen umgeben wurden. Diese Gebiete stellten sich als eosinophil und 

amorph dar, vereinzelt mit Nekrosen (s. Abb. 37 u. 38). Begleitend zu den Nekrosen konnte 

eine Infiltration mit Makrophagen festgestellt werden. 

  

Gefäßdichte:  

Die Gefäßdichte war besonders in den Randgebieten ausgeprägt. Es traten vermehrte 

Gefäßneubildungen mit abnorm großen, glomerulär geformten Kapillaren auf. Auch im 

angrenzenden gesunden Hirngewebe war eine Angiogenese induziert worden (s. Abb. 29-31).  

 

Abgrenzung gegenüber dem Hirnparenchym: 

Die Grenze zwischen Tumorgewebe und Hirnparenchym erstreckte sich in unregelmäßigem 

Verlauf über die gesamte Oberfläche des Neoplasmas. Dieses diffus-infiltrative Wachstum 

war in allen Präparaten präsent. Entfernt liegende Gliomzellen waren zu entdecken. Z.T. 

ragten die Tumorzellen fingerförmig in das Hirnparenchym hinein (s. Abb. 32-34). 
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Ventrikelgröße: 

Durch Induktion des Tumorwachstums in der rechten Hemisphäre kam es zu einer 

Komprimierung des diesseitigen Ventrikels. Er war durch die Gewebemasse gestaucht und 

nach medio-ventral hin verdrängt worden. (s. Abb. 20-24, 35 u. 36).  

 

Infiltration körpereigener Abwehrzellen: 

Die Einwanderung von Abwehrzellen konnte nicht nachgewiesen werden (s. Abb. 39 u. 40). 
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Abb. 23 (K)             Abb. 24 (K) 
 

 
Abb. 25 (E11)            Abb. 26 (E11) 
 

 
Abb. 27 (E20)             Abb. 28 (E20) 
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Übersichtsaufnahmen 
 

 
Abb. 23: Per Gefrierschneidetechnik angefertigter Querschnitt eines Rattengehirns. Dieses 
Tier erhielt 8.000 Gliomzellen und lebte elf Tage. Zu erkennen ist die unregelmäßige Art des 
Wachstums des GBM mit fingerförmig ins Gewebe greifendem Tumorzapfen (Pfeil). Das 
Neoplasma besteht aus zwei Anteilen, welche wahrscheinlich durch während der Implantation 
aufsteigende Gliomzellen entstanden sind. Der rechte Ventrikel ist stark komprimiert. 
12,5fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
 
 
Abb. 24: Ebenfalls Gefrierschneidetechnik, 12,5fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, 
HE. Bei dem Tier handelt es sich ebenfalls um ein 11-Tage-Tier ohne Behandlung. Wiederum 
sind zwei Bereiche erkennbar (Pfeile). 
 
 
Abb. 25: Diesem Tier wurden sowohl Gliomzellen als auch Endostatin sezernierende CB 
implantiert. Lebensdauer: Elf Tage. Das Tumorwachstum erstreckte sich lediglich auf den 
Bereich des Stichkanals und ist mit Pfeilen markiert. 12,5fache Vergrößerung, Schnittdicke: 
10 µm, HE. 
 
 
Abb. 26: Ebenfalls ein behandeltes 11-Tage-Tier. Der Tumor manifestierte sich nur im Gebiet 
des Stichkanals (s. auch Abb. 19). 12,5fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
 
 
Abb. 27: Hierbei handelt es sich um ein behandeltes Tier der Survival-Gruppe 
(Überlebenszeit: 20 Tage). Der Tumor ist scharf gegenüber seiner Umgebung abgegrenzt. Der 
rechte Ventrikel ist aufgrund des Raum fordernden Wachstums verkleinert und ebenso wie 
die Mittellinie nach links verschoben. 12,5fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
 
 
Abb. 28: Dieser Tumor ist ebenfalls in einem behandelten Tier (Survival-Gruppe) gewachsen. 
Zu sehen ist wie in Abb. 27 eine deutliche Abgrenzung gegenüber dem Hirnparenchym. Der 
rechte Ventrikel ist verkleinert und weicht dem Neoplasma nach unten aus. 12,5fache 
Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
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Abb. 29            Abb. 30 
 

 
Abb. 31            Abb. 32 
 

 
Abb. 33            Abb. 34 
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Histologische Befunde der unbehandelten Tiere (K), Überlebenszeit: Elf Tage  
 
 
Abb. 29: Histologisches Bild eines unbehandelten Tumors. Der Versuch ging über die Dauer 
von elf Tagen. Zu sehen ist eine Vielzahl neu gebildeter Blutgefäße an der Grenze zwischen 
Tumor- und umliegendem Gewebe. Oben links im Bild: Nekrotischer Bezirk mit auffallender 
Eosinophilie der pyknotisch gewordenen Gliomzellen. Typisch für das GBM: Diffus-
infiltratives Wachstum, hier unterhalb der Blutgefäße sichtbar (Pfeile). 100fache 
Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
 
 
Abb. 30: Unbehandelter Tumor, Versuchsdauer: Elf Tage. Zu erkennen ist eine Fülle an 
Blutgefäßen im angrenzenden Hirngewebe. Auffällig sind die fingerförmig in das Gehirn 
wachsenden Ausläufer des Tumors (Pfeile). 100fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, 
HE. 
 
 
Abb. 31: Ebenfalls ein unbehandelter Tumor, Wachstumsdauer: Elf Tage. Zu sehen ist eine 
Vielzahl an Blutgefäßen im Tumorinneren. Links oben im Bild ist der Beginn eines 
nekrotischen Prozesses zu erkennen. 100fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
 
 
Abb. 32: Typisches histologisches Bild eines Glioblastoma multiforme. Deutlich zu erkennen 
sind fingerförmig ins gesunde Gewebe hineinragende Tumorzapfen. Einige Ausläufer 
bestehen aus nur wenigen Zellen. Mit diesem Bild werden die Art des Wachstums und die 
damit verbundene Problematik des GBM ersichtlich: Bei einer Resektion des Neoplasmas 
werden immer einige wenige Tumorzellen im Gehirn verbleiben und den Ursprung eines 
erneut sich manifestierenden Auswuchses bilden. Das Tier wurde nicht behandelt, 
Versuchszeitraum: Elf Tage. 100fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
 
 
Abb. 33: Bei diesem Versuchstier handelte es sich ebenfalls um ein nicht mit Endostatin 
sezernierenden CellBeads® behandeltes Tier (Versuchsdauer: Elf Tage). Ebenso wie in 
Abb. 32 ersichtlich lassen sich Ausläufer des GBM darstellen. 200fache Vergrößerung, 
Schnittdicke: 10 µm, HE. 
 
 
Abb. 34: Unbehandeltes Tier, Zeitpunkt der Perfusionsfixierung: Elf Tage post implan-
tationem. Sehr gut zu erkennen sind hier die Ausläufer des Neoplasmas, welche ohne hier 
erkennbare Verbindung zum Tumorgewebe in das Gehirn hineinragen. 100fache Ver-
größerung, Schnittdicke: 10 µm, 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), Überlebenszeit: Elf Tage  
 
 
Abb. 35: Histologische Übersicht über die Raumverhältnisse der Ventrikel eines 
unbehandelten Tieres nach elf Tagen Wachstumsdauer. Das Foto spiegelt die Verhältnisse im 
rostralen Bereich der Gehirnkammern unter dem verdrängenden Einfluss eines Tumors wider. 
Der rechte Ventrikel erscheint regelrecht gestaucht. Gut zu erkennen ist die vermehrte Anzahl 
neu gebildeter Blutgefäße an der Übergangszone Tumor / Hirngewebe. 25fache Vergrö-
ßerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
 
 
Abb. 36: Dasselbe Tier wie in Abb. 35. Das Bild wurde weiter kaudal aufgenommen – der 
Tumor ist in der oberen rechten Ecke zu erkennen. Das Lumen des rechten Ventrikels ist stark 
in seiner Ausdehnung behindert.  
Das Wachstum des Tumors ist nicht 100%ig mit dem des Menschen zu vergleichen – der 
Balken ist nicht vollständig mit Gliomzellen infiltriert, sondern wurde durch die 
Raumforderung nach ventral verdrängt (Pfeil). 25fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, 
HE.  
 
 
Abb. 37: Blick auf eine zentral gelegene Nekrose. Auffallend ist die starke Eosinophilie der 
betroffenen, mittlerweile schon amorphen Zellen. Umliegend ist eine Vielzahl an Blutgefäßen 
zu erkennen. 100fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
 
 
Abb. 38: Bild eines nekrotischen, amorphen Bezirkes, welcher sich stark mit Eosin anfärben 
lässt (linker Bildbereich). Angrenzend vitales Tumorgewebe mit hoher Gefäßdichte. 100fache 
Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
 
 
Abb. 39: Blick auf einen Bereich hoher Gefäßdichte. Im Vergleich zu histologischen Bildern 
von mit Endostatin behandelten Tumoren fehlt die Invasion von eosinophilen Granulozyten. 
1000fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
 
 
Abb. 40: Ebenfalls wie bei Abbildung 39 ist bei diesem unbehandelten Tier keine Infiltration 
mit Eosinophilen festzustellen. 1000fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
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4.4   Behandelte Tiere (Überlebenszeit: Elf Tage (E11)) 

4.4.1   Symptome der Versuchstiere 

 

Während der Dauer des Versuches zeigten die Versuchstiere keinerlei Anzeichen von 

gestörtem Allgemeinbefinden oder sonstigen Krankheiten. 

 

4.4.2   Makroskopische Befunde bei der Entnahme der Gehirne 
 

Auf der Gehirnoberfläche zeigte sich eine ggr. größere punktförmige Erhebung als bei den 

durchgeführten Versuchen zur Überprüfung der Immunabschirmung und Biokompatibilität. 

 

 

4.4.3   Makroskopische Befunde bei der Anfertigung der histologischen Schnitte 

 

Durch die ausbleibende Größenzunahme der Tumorzellaggregation wurden die Ventrikel 

nicht komprimiert. Auch die übrigen Raum fordernden Zeichen waren nicht zu beobachten. 

Der Tumor, welcher sich lediglich im Bereich des Stichkanals manifestiert hatte, war 

makroskopisch aufgrund seiner etwas gelblichen bis bräunlichen Färbung vom gesunden 

Hirngewebe zu differenzieren (s. Abb. 19).    

  

 

4.4.4   Histologische Befunde  

 

Tumorgröße: 

Die Tumoren erreichten im Verlauf von elf Tagen eine Größe von durchschnittlich 0,009 ml. 

Das Neoplasma schien auf den Bereich des Stichkanals beschränkt zu sein (s. Abb. 19, 25, 26, 

41 u. 42).   

 

Gliomzellen: 

Die Zelldichte erschien geringer als die der unbehandelten Tumoren. Insgesamt stellte sich 

der Zellverband aufgelockerter dar. Der Anteil der Mitosen war geringer bzw. mäßig im 
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Vergleich zu den unbehandelten Tieren. Der Tumor selbst bestand nach elf Tagen nur aus der 

initialen CellBead®-Gliomzellsuspension im Bereich des Stichkanals. Hyperchromatische 

Kerne oder Karyorrhexis fehlten. Die Zellen erschienen vital (s. Abb. 43). 

 

Nekrosen: 

Nekrotische Zellareale sowohl der Tumorbezirke als auch der anliegenden Hirnareale konnten 

nicht beobachtet werden (s. Abb. 43). 

 

Gefäßdichte:  

Die Gefäßdichte stellte sich deutlich geringer dar (s. Abb. 44). Die Lumina waren kleiner. 

Eine vermehrte Dichte der Gefäße im Randbereich des Tumors konnte nicht beobachtet 

werden. Die im angrenzenden Hirnparenchym induzierte Gefäßbildung war im Vergleich zu 

den unbehandelten Tumoren ebenfalls geringer ausgeprägt (s. Abb. 43). 

 

Abgrenzung gegenüber dem Hirnparenchym: 

Die Tumoren waren in sämtlichen Präparaten deutlich vom Hirngewebe abgrenzbar. Das 

gesamte Neoplasma war umschrieben und zeigte keine Infiltration des umliegenden 

Hirnparenchyms. Auch einzelne im Hirngewebe verstreute Gliomzellen waren nicht zu 

entdecken (s. Abb. 41-43). Am Übergang zum umliegenden Gewebe traten bräunliche 

Ablagerungen auf (s. Abb. 43), welche durch die Berliner-Blau-Färbung als Hämosiderin 

identifiziert wurden (s. Abb. 58). 

 

Ventrikelgröße: 

In keinem Präparat war eine Einengung bzw. Infiltration der Hirnkammern zu beobachten 

(s. Abb. 19, 25 u. 26). 

 

Infiltration körpereigener Abwehrzellen: 

Akute und chronische Entzündungszellen konnten nicht nachgewiesen werden. 

 

CellBeads®: 

Intakte Mikrokapseln waren im Tumorgewebe nachzuweisen (s. Abb. 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), Überlebenszeit: Elf Tage  
 
 
Abb. 41: Histologische Übersicht über die Ausbreitung des GBM unter Einwirkung von 
Endostatin nach elf Tagen Behandlungsdauer. Zu erkennen ist ein lediglich im Bereich des 
Stichkanals gewachsenes Neoplasma, welches sich scharf gegenüber dem umliegenden 
Gewebe abgrenzt. Die Anzahl an Blutgefäßen ist gering. 25fache Vergrößerung, Schnittdicke: 
10 µm, HE. 
 
 
Abb. 42: Ein weiteres Tier der Versuchsgruppe. Hier ist ebenfalls das auf den Stichkanal 
begrenzte Wachstum des Tumors zu erkennen. Die Grenze zum umliegenden Gewebe ist 
scharf und gerade. 25fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
 
 
Abb. 43: 100fache Vergrößerung eines behandelten Tumors. Das Neoplasma ist arm an 
Blutgefäßen, das angrenzende Hirngewebe weist ebenfalls eine nur geringgradige 
Vaskularisation auf. Die Grenze ist scharf gezeichnet. Am Übergang zum Hirngewebe 
befinden sich bräunliche Konglomerate (Pfeile), welche durch die Berliner-Blau-Färbung als 
Hämosiderinablagerungen identifiziert wurden. 100fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, 
HE. 
 
 
Abb. 44: 400fache Vergrößerung eines behandelten Tumors. Die Dichte an Blutgefäßen ist 
äußerst gering, die Tumorzellen erscheinen vital. 400fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 
µm, HE. 
 
 
Abb. 45: Darstellung eines intakten CellBeads® inmitten des Tumors. Erkennbar sind die 
gleichmäßige Verteilung der im Inneren der Kapsel befindlichen Stammzellen sowie die 
äußere Alginathüllschicht. Die Blutgefäßdichte ist gering, lediglich am unteren Bildrand sind 
zwei größere Gefäße zu erkennen (Pfeile). 200fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
 
 
Abb. 46: Hier ebenfalls ein relativ oberflächlich liegender Cellbead®, welcher sich rechteckig 
darstellt. Trotz der veränderten Form ist die Integrität der Alginathülle ersichtlich. Der innere 
Bereich stellt sich relativ zellarm dar, dies ist jedoch auf die regelmäßige Verteilung der 
Zellen im Kapselinneren als auch auf den jeweils aufgenommenen Schnitt bei der Kryotomie 
zurückzuführen. 200fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
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4.5   Behandelte Tiere (Survival-Gruppe (E20), Überlebenszeit: 20 Tage) 

4.5.1   Symptome der Versuchstiere 

 

Die Anzeichen des Raum fordernden Tumorwachstums traten bei den behandelten Tieren der 

Survival-Gruppe am Tag 20 post OP auf und ähnelten denen der unbehandelten Tiere nach elf 

Tagen Versuchsdauer.  

 

 

4.5.2   Makroskopische Befunde bei der Entnahme der Gehirne 

 

Die makroskopischen Befunde der Ratten der Survival-Gruppe decken sich ungefähr mit 

denen der unbehandelten Tiere. 

 

 

4.5.3   Makroskopische Befunde bei der Anfertigung der histologischen Schnitte 

 
Durch das verdrängende Wachstum wurde der rechte Ventrikel massiv komprimiert. Die 

Störung der Liquorpassage führte zu einer Aufweitung des Hirnkammersystems hauptsächlich 

in der linken Hemisphäre.  

Sowohl der verkleinerte rechte als auch der vergrößerte linke Ventrikel waren nach links 

verschoben (s. Abb.  27, 28, 35 u. 36). In einigen Fällen befand sich das gesamte Lumen des 

rechten Ventrikels auf der linken Hirnhälfte.  

 

 

4.5.4   Histologische Befunde  

   

Tumorgröße: 

Das durchschnittliche Tumorvolumen belief sich auf 0,565 ml. Das Wachstum erstreckte sich 

in einigen Versuchen auf zwei Bereiche (s. Abb. 27).  
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Gliomzellen: 

Die Gliomzellen stellen sich, ebenso wie bei den unbehandelten Tumoren, sowohl rundlich 

als auch spindelförmig dar. Die Mitoserate war hoch, die Kerne waren hyperchromatisch. Die 

Kern-Zytoplasma-Relation war zugunsten des Zellkerns verschoben.  

 

Nekrosen: 

Die Nekroseareale waren über den gesamten Tumor verteilt. Diese Bezirke erschienen als 

amorphes Zellmaterial und stellten sich in der HE-Färbung als blass eosinophil dar (s. Abb. 49 

u. 50).  

 

Gefäßdichte:  

Auch hier zeigte sich eine starke Gefäßneubildung mit hoher Gefäßdichte im Tumor. In den 

Randgebieten zum gesunden Hirngewebe hin war die Gefäßdichte eher niedrig. Im direkten 

Vergleich mit den unbehandelten Tumoren ist die Angiogenese als geringer einzustufen 

(s. Abb. 47 u. 48). 

 

Abgrenzung gegenüber dem Hirnparenchym: 

Die Tumoren sind ebenfalls deutlich vom Hirngewebe abgrenzbar. Nur in einigen wenigen 

Fällen ist die Umgrenzung des Tumors unscharf. In keinem Versuchstier finden sich das 

gesunde Hirngewebe infiltrierende Tumoranteile (s. Abb. 47 u. 48). 

 

Ventrikelgröße: 

Aufgrund des Raum fordernden Wachstums wurde der rechte Ventrikel vergleichbar mit den 

unbehandelten Tumoren komprimiert.  

Der Interhemisphärenspalt war nach links verschoben, der linke Ventrikel zeigte sich 

vergrößert durch teilweise Behinderung der Liquorabflusspassagen (s. Abb. 27 u. 28).  

 

Infiltration körpereigener Abwehrzellen: 

Im Tumorgewebe waren auffallend viele eosinophile Granulozyten zu entdecken. Sie waren 

vornehmlich in direkter Nachbarschaft von Gefäßen anzutreffen. Die Immunhistologie zeigte 
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eine positive Expression mit Anti-Endostatin im Zytoplasma der Granulozyten. Zudem ist in 

einem Fall die Anwesenheit einer mehrkernigen Riesenzelle festgestellt worden (s. Abb. 51). 

 

CellBeads®: 

In den histologischen Schnitten waren keine unversehrten Mikrokapseln nachzuweisen 

(s. Abb. 51). Häufig stellten sich die Kapseln als stark komprimiert dar (s. Abb. 52). Die 

schützende äußere Alginathüllschicht war als solche nicht mehr auszumachen. Oftmals war 

lediglich der Hinweis auf ein Vorliegen eines CellBeads® durch das Auftreten von 

Goldpartikeln gegeben (s. Abb. 57), welche im Laufe des Verkapselungsprozesses in die 

Mikrokapseln eingefügt worden waren.  

 

 

4.6   Ergebnisse der Immunhistologie 

 
Das mittels Endostatin-AK nachgewiesene, von den CellBeads® sezernierte therapeutische 

Protein war nur in Makrophagen des Typs eosinophiler Granulozyt anzufärben. Die 

Phagozyten traten hauptsächlich in direkter Nachbarschaft von Blutgefäßen auf (s. Abb. 54-

56).   

 

 

4.7   Ergebnisse der Berliner-Blau-Färbung 

 

Mit dieser Färbemethode wurden Hämosiderinablagerungen identifiziert, welche im 

Randbereich des Tumors, bzw. am Übergang zum Hirngewebe vorzufinden waren (s. Abb. 

58).  

 

 

4.8   Vergleich der Tumorvolumina 

 

In Abbildung 6 sind die mit Hilfe des Computerprogramms CastGrid und anhand der 

Schneideprotokolle ermittelten Tumorvolumina als Balkendiagramme dargestellt.  
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Anschließend wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse durchgeführt. Hierbei ergaben sich 

signifikante Unterschiede zwischen der Versuchsgruppe der unbehandelten Tiere verglichen 

mit der der behandelten Elf-Tage-Gruppe (p-Wert < 0,0001) sowie mit der der behandelten 

Survival-Gruppe (p-Wert < 0,0096). Auch die Ergebnisse der behandelten Elf-Tage-Tiere 

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

 
 

 
Tab. 6: Balkendiagramm der Tumorvolumina: Die erzeugten Volumina der Versuchs-

gruppe K schwankten 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 Tumorgrößen der Gruppe E11 (behandelte Tiere, 

Überlebenszeit: Elf Tage): Die geringste Größe lag hier bei 0,006 ml, der größte 

Wert lag bei 0,013 ml. Im Durchschnitt erreichten die Neoplasmen eine Größe von 

0,009 ml. Bei der Versuchsgruppe E20 lagen die Tumorgrößen zwischen 0,20 ml 

und 0,78 ml. Als Mittelwert ergab sich ein Volumen von 0,565 ml.  

Versuchsgruppe K: BT4Ca, Überlebenszeit: 11 Tage 

Versuchsgruppe E11: BT4Ca + CB, Überlebenszeit: 11 Tage 

Versuchsgruppe E20: BT4Ca + CB, Survival-Gruppe, Überlebenszeit: 20 Tage 

 

 

 

Versuchsgruppen K E11 E20 

Tumorvolumina [ml] 

K 
E11
E20

2,0 

1,2
1,0
0,8 
0,6

0,4

1,8
1,6
1,4

0,2

  
0
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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), Überlebenszeit: 20 Tage  
(Survival-Gruppe) 

 
 
Abb. 47: Typisches Bild eines behandelten Tieres der Survival-Gruppe: Die Abgrenzung des 
Tumorgewebes gegenüber dem umliegenden Hirnparenchym stellt sich scharf dar. 
Fingerförmige Ausläufer des GBM sind nicht festzustellen. Auffällig ist ebenfalls die geringe 
Dichte an Blutgefäßen. 50fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
 
 
Abb. 48: Zu erkennen ist die scharfe Begrenzung des Neoplasmas. Die Blutgefäßdichte ist im 
Vergleich zu Abb. 47 größer, sie ist jedoch keinesfalls so ausgeprägt wie die der 
unbehandelten Tiere. 50fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
 
 
Abb. 49: Das Tumorgewebe ist von nekrotischen, stark amorphen Bezirken durchsetzt. Die 
Blutgefäßdichte ist gering, bzw. durch die Gestaltlosigkeit des Bereiches nicht mehr 
auszumachen. 100fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
 
 
Abb. 50: Ebenfalls ein mit Nekrosen durchsetzter Tumor. Auch hier ist ein Erkennen der 
Blutgefäße nicht mehr möglich. 100fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
 
 
Abb. 51: Bild einer mehrkernigen Riesenzelle neben den Resten eines Cellbeads®. Das um-
liegende Gewebe stellt sich aufgelockert und amorph dar. Das Auftreten dieser Zelle ist als 
Zeichen einer Fremdkörperreaktion zu werten, jedoch nicht als Ergebnis einer Entzündung, 
welche durch das Implantat hervorgerufen wurde. 400fache Vergrößerung, Schnittdicke: 
10 µm, HE. 
 
 
Abb. 52: Häufig stellten sich die in den Schnitten vorgefundenen Kapseln als stark 
komprimiert dar. Die schützende äußere Alginathüllschicht war als solche nicht mehr zu 
erkennen. In diesem Bild sind die verkapselten Stammzellen noch gut zu identifizieren. 
Oftmals war jedoch lediglich der Hinweis auf ein Vorliegen eines CellBeads® durch das 
Auftreten von Goldpartikeln gegeben, welche im Laufe des Verkapselungsprozesses 
eingefügt worden waren. 400fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
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Abb. 53 In-vitro-CellBeads®          Abb. 54 (E20) 
 

 
Abb. 55 (E20)           Abb. 56 (E20) 
 

 
Abb. 57 (E20)            Abb. 58 (E11) 
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Immunologische Befunde 
 
 
Abb. 53: In Tissue Tek® eingefrorene und geschnittene CellBeads®. Hier wurde ein 
histologischer Nachweis mit einem polyklonalen Antikörper gegen humanes Endostatin 
durchgeführt. Das im Zytoplasma der humanen Stammzellen befindliche Endostatin ist gut 
darstellbar. Die Kerne der Zellen sind durch die im Anschluss an die Immunhistologie 
durchgeführte Hämatoxylin-Färbung bläulich-braun markiert (Pfeile). 1000fache Vergrö-
ßerung, Schnittdicke: 10 µm, Anti-Endostatin-Färbung. 
 
 
Abb. 54: Immunhistologische Färbung des Gehirns eines behandelten Tieres (Überlebenszeit: 
20 Tage). Zu erkennen ist eine Vielzahl an Eosinophilen (Pfeile), welche vornehmlich in 
unmittelbarer Umgebung der Gefäße vorzufinden waren. Das intrazellulär befindliche 
Material wurde durch die Immunhistologie als Endostatin identifiziert und stellt sich durch 
die mit DAB herbeigeführte Färbereaktion braun dar. 1000fache Vergrößerung, Schnittdicke: 
10 µm, Anti-Endostatin-Färbung. 
 
 
Abb. 55: Ebenfalls ein behandeltes Tier, Überlebenszeit: 20 Tage. Wiederum ist eine Fülle an 
eosinophilen Granulozyten auszumachen (Pfeile). Genau wie in Abb. 54 sind sie vorwiegend 
um Gefäße herum lokalisiert. 1000fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
 
 
Abb. 56: Ein mit Cellbeads® behandeltes Tier, Überlebenszeit: 20 Tage. In diesem Bild sind 
drei eosinophile Granulozyten zu finden (Pfeile). Die anderen Tumorbereiche stellen sich 
ebenfalls als reichlich mit dieser Art an Makrophagen durchsetzt dar. 1000fache Vergrö-
ßerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
 
 
Abb. 57: Bild eines nicht mehr von Alginathülle umgebenden Cellbeads® in dem 
Tumorgewebe eines Tieres der Survival-Gruppe (Überlebenszeit: 20 Tage). Es wurde eine 
immunhistologische Färbung mit einem Antikörper gegen Endostatin durchgeführt. Zu 
erkennen ist die positive Expression der in der Mikrokapsel enthaltenen Stammzellen (Pfeile). 
Die während des Produktionsprozesses eingearbeiteten Goldpartikel (hier verteilt im Bild zu 
sehen) waren oftmals der einzige Anhaltspunkt für das Vorhandensein eines CellBeads®. 
1000fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm, HE. 
 
 
Abb. 58: Berliner-Blau-Reaktion. Durch diese Färbemethode ließ sich die Ansammlung von 
Hämosiderin in den Präparaten nachweisen. Das betreffende Tier wurde mit Endostatin 
behandelt, Überlebenszeit: Elf Tage. 200fache Vergrößerung, Schnittdicke: 10 µm. 
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4.9   Vergleich der Gefäßanzahl 
 

Die Auszählung der Gefäße erfolgte ebenfalls mit Hilfe des Computerprogramms CastGrid. 

Hierzu wurde bei den behandelten Tieren mit einer Überlebenszeit von elf Tagen aufgrund 

der Kleinheit der Tumoren nur ein Gesichtsfeld gezählt, bei den Tieren der anderen Gruppen 

erfolgte die Auszählung in jeweils vier Gesichtsfeldern. Anschließend wurde das 

arithmetische Mittel errechnet und für die Statistik verwendet.  

 
 

 

 

 

 

Versuchsgruppe K: BT4Ca, Überlebenszeit: 11 Tage 

Versuchsgruppe E11: BT4Ca + CB, Überlebenszeit: 11 Tage 

Versuchsgruppe E20: BT4Ca + CB, Survival-Gruppe, Überlebenszeit: 20 Tage 

K       E11 E20 

Anzahl der Gefäße/Gesichtsfeld 

Versuchsgruppen 

K 
E11 
E20 20

30

50

60

70

40

10

0

  

 

  

Tab. 7: Balkendiagramm der Anzahl der Gefäße: Die ermittelte Anzahl der Gefäße betrug in 

der Versuchsgruppe K zwischen 30,75 und 63,25 (arithmetisches Mittel aus vier 

ausgezählten Gesichtsfeldern). In der Versuchsgruppe E11 schwankten die Werte 

zwischen 6 und 14. Bei der Gruppe E20 konnten zwischen 28,75 und 53 Gefäße pro 

Gesichtsfeld erfasst werden. 
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5.   Diskussion 

 

Die vorliegende Arbeit untersuchte die ex-vivo-Gentherapie von Glioblastomen mittels 

alginatverkapselter humaner mesenchymaler Stammzellen, welche Endostatin sezernierten. 

Für die hier durchgeführten Versuche wurden Zellkapseln der Firma CellMed AG 

(CellBeads®) verwendet.  

Die Experimente wiesen die Stabilität sowie die Biokompatibilität der CellBeads® nach 

zerebraler Einpflanzung nach. Das Tumorwachstum nach Implantation von BT4Ca wurde in 

einem vergleichbaren Zeitraum von elf Tagen um 99,12 % gehemmt. Des Weiteren wurde die 

Überlebensdauer von behandelten Tieren nahezu verdoppelt (81,8%). 

 

 

5.1   Diskussion der Methodik  

5.1.1   Tierexperimentelles Modell 

 

Zur Überprüfung der Biokompatibilität und der Immunabschirmung der CellBeads® wurden 

zwei Rattenstämme verwendet: Ein immunkompetenter Rattenstamm (BD IX-Ratten) und ein 

Stamm mit mangelnder Immunkompetenz (thymusaplastische Nacktratten). Dies erschien 

notwendig, um etwaige Abstoßungsreaktionen nach Implantation der CellBeads® zu 

erkennen, da die Alginatkapseln zwar die zellulär vermittelte Immunreaktion, nicht aber die 

Humorale vollständig zu verhindern vermögen. Bei Ratten mit der Nude-Mutation (die auch 

Haarlosigkeit hervorruft) kann sich das Thymusepithel nicht differenzieren. Die betroffenen 

Individuen besitzen zwar B-, jedoch kaum T-Lymphozyten. 

Besonders bei der Transplantation xenogenen Gewebes (in den Versuchen wurden 

mesenchymale Stammzellen des Menschen in die Spezies Ratte implantiert) sind 

Abstoßungsreaktionen möglich. Dennoch fand sich weder bei dem immunkompetenten noch 

bei dem nicht immunkompetenten Stamm eine Abstoßungsreaktion. Somit wurde eine 

ausreichende Immunabschirmung durch die Kapseln gezeigt. 

Aufgrund der fehlenden Immunogenität der Implantate auch bei den immunkompetenten 

Ratten konnte zur Untersuchung der Wirksamkeit der CellBeads® zur Tumorbehandlung auf 
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Experimente mit Nacktratten verzichtet und nur mit den immunkompetenten BD IX-Ratten 

gearbeitet werden. 

Die Wirkung von Endostatin sezernierenden mikroverkapselten Zellen auf Gliomzellen wurde 

schon von mehreren Arbeitsgruppen untersucht (JOKI et al. 2001; READ et al., 2001). Deren 

Resultate können hierbei vergleichend herangezogen werden. READ und Mitarbeiter stellten 

2000 eine um 84 % gesteigerte Überlebensrate bei den Versuchstieren fest. Zudem wurden in 

77 % der Tumoren große nekrotische avaskuläre Bezirke gefunden. Die Kontrollen hingegen 

waren negativ. Die von READ implantierten Alginatkapseln mit 293-endo-Zellen wiesen 

nach vier Monaten eine Vitalität von durchschnittlich 70 % auf.  

 

Im Vergleich hierzu zeigten die eigenen Experimente nach acht Wochen Versuchsdauer eine 

Lebensfähigkeit der verkapselten Zellen von 98 %. Die Hemmung des Wachstums der mit 

Endostatin behandelten Neoplasmen war auffällig konnte nach der Ermittlung der Volumina 

als signifikant eingestuft werden. 

 

 

5.1.2   Verwendung der Gliomzell-Linie BT4Ca 

 
Diese Zell-Linie wurde 1970 von DRUCKREY et al. durch einmalige Verabreichung von 

Ethylnitroseharnstoff in BD IX-Ratten entwickelt (DRUCKREY et al. 1970a; DRUCKREY 

et al. 1970b). Die `herangezüchteten` Gliomzellen sind den Tieren syngenetisch und weisen 

demnach identische Haupthistokompatibilitätskomplexe auf. Eine Abstoßungsreaktion des 

Hosts ist demnach nicht zu erwarten.  

 

Um Gewissheit zu haben, dass die im Wachstum befindlichen Tumoren aufgrund der 

antiangiogenetischen  Wirkung des Endostatins gehemmt werden und nicht wegen einer 

Abstoßungsreaktion des Empfängers, wurde diese Zell-Linie verwendet. 
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5.1.3   Übertragbarkeit des in Ratten induzierten GBM auf die humane Situation  

 

Typisch für das Glioblastoma multiforme des Menschen ist seine diffus-infiltrative Art des 

Wachstums. Das Raum fordernde Wachstum fand sich auch im verwendeten Modell, wobei 

die Tumoren weniger infiltrierend, sondern mehr verdrängend wuchsen (s. Abb. 36). 

 

 

5.1.4   Verkapselungstechnologie 

 

Ziel der Verkapselung ist die Separation der verkapselten Zellen vom umliegenden Gewebe. 

Dabei ist ein freier Austausch von Nährstoffen, Sauerstoff und die Abgabe von 

Stoffwechselprodukten gewährleistet. Alginat selbst wirkt entzündungshemmend: Ein hoher 

Anteil an Guluronsäure minimiert das Risiko einer Abstoßungsreaktion. Auch die 

Stimulierung der Zytokinproduktion durch Monozyten und das Überwachsen der Kapseln mit 

Fibroblasten werden minimiert (KULSENG et al. 1999;  SOON-SHIONG et al. 1992b). 

LIM und SUN gehörten 1980 zu den Ersten, die sich mit der Verkapselung von Zellen 

beschäftigten. In ihren Versuchen implantierten sie Ratten, bei welchen durch Streptozotocin 

Diabetes induziert worden war, alginatverkapselte isogene Langerhanssche Inseln in die 

Bauchhöhle. Der Blutglukosespiegel dieser Tiere war über die Dauer des Versuches (20 Tage) 

im physiologischen Bereich. Ratten, welchen unverkapselte Pankreasinseln i.p. appliziert 

worden waren, wiesen bereits nach zehn Tagen wieder denselben hyperglykämischen Zustand 

wie vor der Implantation auf. Die Vitalität und Produktionsfähigkeit der verkapselten Zellen 

war während des Zeitraumes des Versuchs nachgewiesen worden (LIM u. SUN 1980). 

Im Laufe der nächsten Jahre wurde die Verkapselungstechnologie verbessert. Dabei wurde 

vor allem auch der Durchmesser der Zellkapseln verringert. Man unterscheidet Mikro-

kapseln und Makrokapseln. Letztere weisen einen Durchmesser von mehr als 1000 µm auf 

(TSENG u. AEBISCHER 2000). 

Nach Transplantation alginatverkapselten xenogenen / allogenen Gewebes ist eine syste-

mische Immunsuppression nicht vonnöten (TSENG u. AEBISCHER 2000). Diese 

Voraussetzung spielt besonders bei der Transplantation xenogenen Gewebes eine wichtige 

Rolle. In der vorliegenden Arbeit konnte die Effektivität der Verkapselung mit dem von der 
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Firma CellMed AG hergestellten Alginat (CellBeads®) nachgewiesen 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 Stammzellen, welche keiner 

permanenten Zellteilung mehr unterlagen. Die verkapselten Zellen teilten sich im 

Anschluss an den Verkapselungsvorgang maximal drei Mal (s. Kap. 3.1.3: CellBeads®). 

Somit war die drohende Gefahr der Zerstörung der immunprotektiven Alginathülle durch eine 

beständige Volumenzunahme von innen heraus nicht gegeben. 

READ arbeitete 1999 mit verschiedenen Zell-Linien (READ et al. 1999), bei welchen sie 

nach neun Wochen der Verkapselung die Bildung zahlreicher Sphäroide feststellte. Bei 

Sphäroiden handelt es sich um elliptische, bikonkave Zellansammlungen. Diese Anhäufungen 

waren sowohl in den kultivierten als auch in den aus Rattengehirnen entfernten Kapseln zu 

finden. Nach 16 Wochen der Verkapselung war die Vitalität der Zellen lediglich auf 

diejenigen, welche sich in den Sphäroiden befanden, beschränkt. Sie lag bei 70 % und 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 gegangener Zellen 

Kavitäten innerhalb der Zellkapseln zurückblieben, deren Durchmesser sich auf 12-30 µm 

beliefen.  

 

Weder die Bildung von Sphäroiden noch das Auftreten von Löchern war in den 

histologischen Auswertungen dieser Arbeit festzustellen. Dies ist wahrscheinlich dadurch zu 

begründen, dass sich die verwendete Zell-Linie lediglich maximal drei Mal nach 

Verkapselung geteilt hat, und somit eine Anhäufung von Zellen in diesem Maße nicht 

möglich war.  

Auch war die Vitalität der verkapselten Zellen nach acht Wochen mit 98 % sehr hoch, 

sodass mit dem Auftreten von zellfreien Kavitäten nicht gerechnet werden konnte. Dieses 

Ergebnis zeigt somit im Vergleich zu READ (1999) eine Verbesserung der Ver-

kapselungstechnik, durch die eine ausreichende Versorgung der Zellen sichergestellt wurde. 
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5.1.6   Operationstechnik 

 

Ein Unterschied zu den Untersuchungen von READ (2001) bestand in der Platzierung der 

Mikrokapseln in Relation zu den Tumorzellen. In ihren Veröffentlichungen wurde folgende 

OP-Technik beschrieben: Zehn Alginatkapseln wurden 1 mm kaudal und 3 mm rechts von 

Bregma in einer Tiefe von 2,5 mm appliziert. Im Anschluss daran folgte die Injektion von 

8.000 Gliomzellen 1 mm lateral der Kapseln in 2 mm Tiefe. Im Vergleich hierzu wurden 

bei den eigenen Versuchen sowohl die Gliomzellen als auch die CellBeads® 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 vorgenommene simultane Applikation von Krebszellen 

und CellBeads® erschien aus folgendem Grunde sinnvoll: Es galt, eine ex-vivo-Gentherapie 

von Glioblastomen mittels alginatverkapselter mesenchymaler Stammzellen zu entwickeln, 

welche in der Humanmedizin in absehbarer Zeit zum Einsatz gelangen sollte. Somit lag eine 

Orientierung an den Verhältnissen im humanen Organismus nahe: Durch seine diffus-

infiltrative Art des Wachstums kann das GBM nicht in toto aus dem Gehirn entfernt werden. 

Es verbleiben immer einzelne Gliomzellen im Gewebe, welche durch ihre hohe Mitoserate 

schnell zu einem erneuten manifesten Tumor heranwachsen. Die Anwendung der CellBeads® 

beim Menschen sieht die Implantation in die Resektionshöhle vor, um eine Neubildung von 

Blutgefäßen zu unterbinden und damit das Tumorwachstum zu hemmen.  

Aufgrund dieser Tatsache erschien die gleichzeitige Applikation an ein und denselben Ort als 

verwendbare Simulation der Situation in der Humanmedizin. 

 

Zu Beginn der Versuche stellte sich die Applikation der CellBead® ins Hirngewebe der Ratte 

aufgrund der begrenzten intrakraniellen Raumverhältnisse als schwierig dar. Als durchführbar 

erwies sich die Implantation von maximal zehn Mikrokapseln. Diese Anzahl entsprach 

einem Volumen von 0,5 µl plus das Volumen der Gliomzellen von ca. 3,30 µl.  

Trotz der dargestellten unterschiedlichen Arten der Applikation sollten die Ergebnisse der 

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

 

Die ursprüngliche Versuchsplanung sah eine Lebensdauer der Versuchstiere von 14 Tagen 

vor. Diese Zeitspanne konnte aufgrund des sich perakut verschlechternden Zustandes der 

Ratten nicht eingehalten werden und wurde auf elf Tage verkürzt. Somit wurde auch die 

Versuchsdauer für die Gruppe der mit Endostatin behandelten Tiere auf diesen Zeitraum 

herabgesetzt, um eine Vergleichbarkeit der Tumorgrößen zu erzielen. 

Für die Gruppe zur Ermittlung der Überlebensdauer (Survival-Gruppe) war dies ohne Belang. 

Die Tiere wurden bei Anzeichen gesundheitlicher Beschwerden zur Vermeidung weiterer 

Leiden euthanasiert. 

 

 

5.1.8   Anwendung einer ex-vivo-Gentherapie 

 
Gentherapie kann grundsätzlich in zwei Kategorien unterteilt werden: Zum einen existiert die 

in-vivo-, zum anderen die ex-vivo-Gentherapie.  

Bei der in-vivo-Gentherapie wird genetisches Material direkt in Zellen in situ eingebracht. 

Dies kann mit Hilfe von Viren, Liposomen, oder auch durch direkten DNS-Transfer 

geschehen. Diese Methode hat den Vorteil, dass die körpereigenen Zellen des Organismus zur 

Poteinsynthese genutzt werden können. Jedoch stellt die Kontrolle der Anzahl und Typen der 

veränderten Zellen eine Schwachstelle dar. Die Bildung eines Tumors durch die induzierte 

Mutation der betroffenen Zellen ist nicht auszuschließen. 

Diesem Risiko kann durch die ex-vivo-Gentherapie begegnet werden. Bei dieser Methode 

wird genetisches Material in kultivierte Zellen eingeschleust. Die Leistungsfähigkeit und die 

Toxizität der genutzten Vektoren können vor der Transplantation auf ihre Unbedenklichkeit 

hin getestet, und erst bei fehlendem Risiko in den Host implantiert werden. Ein weiterer 

Vorteil ist die Tatsache, dass bei Verkapselung der produzierenden Zellen neben autogenen 

auch allogene und sogar xenogene Zellen genutzt werden können. 

Diese Methode beinhaltet die gentherapeutische Behandlung des am GBM Erkrankten, 

ohne dessen Genom zu verändern. 
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5.1.9   Histologie 

 

Bei der Anfertigung der histologischen Schnitte stellte sich die z.T. stark zerklüftete 

Tumoroberfläche als schwierig zu schneiden dar. Diesem Problem konnte jedoch unter 

Verwendung von Tissue Tek® entgegengetreten werden, so dass während der Anfertigung 

der histologischen Schnitte kein Tumorgewebe verloren ging. Zudem war die Darstellung der 

CellBeads® durch Gefrierschneidetechnik ausreichend, sodass auf die Anfertigung der 

histologischen Schnitte durch Paraffineinbettung verzichtet werden und ebenso wie in den 

Veröffentlichungen von READ gearbeitet werden konnte (READ et al. 1999; READ et al. 

2001b). 

 

In der HE-Färbung unterschied sich das tumoröse Gewebe farblich auffallend vom gesunden 

Hirngewebe und konnte schon makroskopisch als solches ausgemacht werden. 

Das Auffinden etwaiger Entzündungs- oder Fremdkörperreaktionen war ebenfalls durch HE-

Färbung möglich. 

Nekrotische gefäßlose Bezirke wurden durch die vorgenommene HE-Färbung blass und 

amorph dargestellt. Sie waren gut vom umliegenden vitalen Tumorzellgewebe zu 

differenzieren. 

READ et al. (2001b) untersuchten hypoxische Areale durch die eine Stunde vor 

Perfusionsfixierung intraperitoneal verabreichte Substanz Pimonidazol. Dieser Marker stellt 

mangelhaft mit Sauerstoff versorgte Bereiche dar und kann mit einem gegen ihn gerichteten 

Antikörper detektiert werden. Diese Untersuchung war jedoch für die Identifizierung 

avaskulärer Bereiche in der vorliegenden Arbeit nicht vonnöten. 

   

Zur quantitativen Bestimmung der Vitalität der verkapselten Zellen erfolgte im Hause der 

Firma CellMed AG eine Doppelfärbung mit SYBR green I und Propidiumjodid . Nach dem 

achtwöchigen Verbleib der CellBeads® im Hirngewebe wiesen die verkapselten Zellen eine 

Vitalität von 98 %  auf, identisch mit dem Wert der in vitro kultivierten CellBeads®.  

Eine andere Art der Untersuchung der Lebensfähigkeit der Zellen ist der Zwei-Farben-

Fluoreszenz-Vitalitäts-Test, welchen READ und Mitarbeiter durchführten (READ et al. 

2001b). Sie stellten eine lediglich 70%ige Überlebensrate der verkapselten Zellen nach 
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viermonatiger Implantation im Rattengehirn fest. Die zeitgleich zu den Versuchen in vitro 

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

  

Bei den behandelten Elf-Tage-Tieren ließen sich im HE-gefärbten Präparat Lipofuszin und 

Eisenablagerungen (Hämosiderin) nicht sicher differenzieren. Die Berliner-Blau-

Färbemethode bestätigte den Verdacht auf Letzteres: Mikroblutungen führten zu einem 

Austritt von Erythrozyten in das umliegende Gewebe. Makrophagen inkorporierten diese und 

schieden das Eisen als unverdauliche Aggregate wieder aus. Unklar ist dabei, ob es sich bei 

dem Austritt der roten Blutkörperchen um iatrogen gesetzte Blutungen infolge der 

Manipulation bei der Implantation handelte, oder um Blutungen, welche im Tumor selbst 

ohne Einwirkung äußerer Einflüsse aufgetreten waren.  

 

 

5.1.10   Immunhistologie 

 

In Anlehnung an die Arbeiten von READ (2001b) wurde eine Antikörperfärbung des 

Endostatins durchgeführt. Ziel war die detaillierte Ortsbestimmung des therapeutischen 

Proteins sowie die Darlegung der Entfernung, die es per diffusionem zurückgelegt hatte. 

Aufgrund der nicht mehr komplett darstellbaren CellBeads® der Survival-Gruppe (s. Abb. 51 

u. 52) konnten jedoch keine Rückschlüsse auf die Eindringtiefe von Endostatin in das Gehirn 

gezogen werden. Die Tumoren der behandelten Elf-Tage-Gruppe hingegen waren zu klein, 

um eine maximale Entfernung des Proteins von den Mikrokapseln angeben zu können. 

Mit der Antikörperfärbung konnte Endostatin in Zellen nachgewiesen werden. Die positive 

Reaktion auf den Endostatin-Antikörper wurde ausschließlich in eosinophilen 

Granulozyten in den Präparaten 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 Überprüfung der Immunabschirmung und Biokompatibilität war die 

Alginatkapsel in den meisten Fällen komplett und unversehrt vorzufinden. Die 

verkapselten Zellen im Inneren waren vollständig von Alginat umgeben. Ein Kontakt des 

xenogenen Transplantats mit dem Hostgewebe war in keinem Präparat zu entdecken. Es 

waren keinerlei Anzeichen für eine Abstoßung des Transplantats weder in Form einer 

chronischen Abstoßungs- bzw. Gewebereaktion in Form einer Fibrose oder einer reaktiven 

Zellinfiltration infolge entzündlicher Prozesse zu beobachten. 

In den Versuchen von READ et al. (1999) wird von einer zellulären Reaktion auf das 

Transplantat in Form einer Einwanderung von Mikroglia und Monozyten berichtet. Dabei 

waren Erstere in hohem Maße, Letztere in geringerer Anzahl vertreten.  

Auch KULSENG et al. (1999) schildern eine entzündliche Reaktion des Gewebes bei einem 

hohen Anteil des Alginates an Mannuronsäure. Das im Gegenzug verwendete Alginat, 

welches reich an Guluronsäure war, führte zu keiner Stimulierung des Immunsystems. 

Hierbei muss jedoch erwähnt werden, dass Wistar Ratten, welchen leere Mikrokapseln 

intraperitoneal verabreicht wurden, weder bei hohem G-, noch bei hohem M-Anteil eine 

Immunreaktion zeigten. Laut KULSENG ist der Erfolg einer Transplantation von Alginat 

sowohl vom Alginattyp als auch von der Empfängerspezies abhängig. Da in dieser Arbeit 

jedoch Nacktratten und BD IX-Ratten verwendet wurden, kann diese Feststellung hierbei 

vernachlässigt werden (KULSENG et al. 1999). 

Der alleinige Nachweis einer Fremdkörperriesenzellreaktion, wie er sich gelegentlich fand, 

wird nicht als Initiierung einer Entzündungsreaktion verstanden, da im umliegenden Gewebe 

keine weiteren Anhaltspunkte für eine Inflammation in Form eingewanderter Immunzellen zu 

beobachten waren. 

Die Stabilität der CellBeads® über einen Zeitraum von elf Tagen wurde zum einen durch die 

Histologie (s. Abb. 45 u. 46), zum anderen durch die Ergebnisse der Explantationen gezeigt 

(4.2.2 Morphologische Befunde der explantierten CellBeads®). Hierbei wurden die Integrität 

sowie die Beständigkeit des verwendeten Materials festgestellt. 

Insgesamt konnte die von der Firma CellMed AG hergestellten CellBeads® als 

anwendungssicher und nicht immunogen bestätigt werden.  
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Die starke Wachstumshemmung der Tumoren der behandelten Elf-Tage-Gruppe war 

überraschend. Die Ergebnisse der Survival-Gruppe bestätigten jedoch zum einen die Vitalität 

der Gliomzellen, zum anderen die Wirksamkeit der CellBeads®. 

 

In der Nachfolgearbeit dieser Dissertation bleibt zu klären, warum nach Ablauf von elf Tagen 

ein sprunghafter Anstieg der Wachstumsrate geschehen war. Die schützende Struktur der 

Alginathülle scheint nach Tag elf der Implantation nicht mehr ausreichend gewesen zu sein, 

um einer Zerstörung der CellBeads® entgegenzuwirken. Somit wäre das fehlende 

Vorhandensein kompletter CellBeads® in der Survival-Gruppe zu erklären. Hier waren keine 

unversehrten Mikrokapseln zu finden. Lediglich die Anwesenheit von Goldpartikeln gab 

einen indirekten Hinweis auf die CB. Möglich ist eine mechanische Zerstörung der 

Alginathülle durch die Zunahme der Gewebemasse und der daraus resultierenden 

Druckerhöhung im Schädel. Von einer sicheren Verkapselung der hMSZ und einer damit 

verbundenen Endostatinproduktion zwischen Tag elf bis 20 kann demnach nicht ausgegangen 

werden.  

Zusammenfassend lässt sich eine hohe Wirksamkeit der CellBeads® der Firma CellMed 

AG feststellen. Allerdings kommt es möglicherweise zu einer Auflösung der Kapseln nach 

zwei Wochen. 

 

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

in eosinophilen Granulozyten nachzuweisen. Diese Makrophagen traten hauptsächlich in 

direkter Nachbarschaft von Blutgefäßen auf.  

READ et al. (1999) schildern in ihren Versuchen eine Infiltration des um die CellBeads® 

herum gelegenen Gewebes mit Mikroglia, Monozyten, T- und B-Lymphozyten. Diese Zellen 

traten eine Woche nach der Implantation auf  und verringerten ihre Anzahl stetig bis Woche 

neun post implanationem. Ein vermehrtes Auftreten von Eosinophilen ist jedoch nicht 

beschrieben.  
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Welche Erklärungsmöglichkeiten gibt es für das Auftreten des Endostatins in den 

eosinophilen Granulozyten? 

1.) Zum einen ist eine Aufnahme des Endostatins mitsamt der vitalen Endothelzelle 

möglich, an welcher das Protein befindlich ist. Endostatin blockiert laut KIM et al. (2002) den 

Rezeptor für VEGF (KDR/Flk-1) an der Oberfläche von Endothelzellen und führt somit zu 

einem Stopp des Zellzyklus. Die betreffende Zelle ist dadurch unfähig, in die Synthesephase 

überzutreten und verbleibt im G1-Stadium (s. Kap. 2.8: Endostatin). Die Endothelzelle kann 

somit als `Nebenprodukt` der Phagozytose mit aufgenommen werden, ist aber nicht das 

eigentliche Ziel der Makrophagen. 

 

2.) DHANABAL et al. (1999) nennt in seinen Veröffentlichungen die Apoptose als wichtiges 

Merkmal der mit Endostatin behandelten Endothelzelle. Durch einen Aktivitätsanstieg der 

intrazellulären Protease Caspase 3 wird deren DNS abgebaut. Antiapoptotische Proteine 

treten vermindert auf. Somit kann der Grund für die Einwanderung einer hohen Anzahl an 

Eosinophilen auch in der erhöhten Apoptoserate der Endothelzellen liegen. Sie würden in 

diesem  Falle das zur Phagozytose beabsichtigte Objekt darstellen. Das Endostatin wäre durch 

den Besatz des an der Oberfläche befindlichen Rezeptors mit in den Prozess der Aufnahme in 

die Zelle einbezogen. 

 

3.) Als dritte Möglichkeit lässt sich die Einwanderung der Eosinophilen als Reaktion auf die 

Zerstörung der CellBeads® vermuten. Da es sich bei den verkapselten Zellen um humane 

Stammzellen handelt, liegt eine Abstoßung des xenogenen Gewebes mitsamt den damit 

verbundenen Reaktionen des Hosts nahe. Die Einwanderung der Makrophagen wäre somit als 

Antwort auf das fremde Gewebe zu werten (Graft-versus-host-reaction). Diese Variante ist 

durch den Fakt zu untermauern, dass in den Tieren der behandelten Elf-Tage-Gruppe intakte 

CellBeads® vorhanden waren, Eosinophile jedoch nicht auftraten. In den Survival-Tieren 

jedoch waren die Kapseln zerstört, und es war eine hohe Anzahl dieser Makrophagen 

festzustellen. Die vermehrte Anwesenheit an Eosinophilen ist somit als chronische 

Entzündungsreaktion zu sehen, welche durch den Kontakt der verkapselten Zellen mit dem 

Empfängerorganismus initiiert wurde. Bei dem phagozytierten Material handelt es sich 

demnach um die Stammzellen samt dem im Zytoplasma befindlichen Endostatin. 
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4.) Die Eosinophilen können auch als Reaktion des Körpers auf  die nekrotisch veränderten 

Tumorbezirke eingewandert sein. Diese Möglichkeit ist jedoch eher unwahrscheinlich, da in 

den Neoplasmen der unbehandelten Tiere ebenfalls Nekrosen zu finden waren. Ein 

vermehrtes Auftreten dieser Abwehrzellen war hier jedoch ausgeblieben. Zudem ist in 

sämtlichen Eosinophilen Endostatin nachzuweisen Die Wahrscheinlichkeit, dass die 

Makrophagen lediglich aufgrund der nekrotischen Bereiche eingewandert sind, wird somit 

weiter verringert. 

 

Insgesamt ist das vermehrte Vorkommen eosinophiler Granulozyten im Zusammenhang mit 

der Angiogenesehemmung von Gliobastomen noch nicht beschrieben worden. Ob es sich bei 

dem von diesen Makrophagen inkorporierten Material lediglich um das sezernierte Protein, 

das Protein inklusive der Endothelzelle oder um das Protein mitsamt der Stammzelle handelt, 

bleibt in der Nachfolgearbeit dieser Dissertation zu klären. 

 

Die in den Veröffentlichungen von READ genannte Diffusionsstrecke des sezernierten 

Endostatins von 1-1,7 mm konnte nicht überprüft werden, da die Survival-Gruppe keinerlei 

unversehrte Mikrokapseln im Tumorgewebe aufwies. Somit war eine genaue Zuordnung der 

in den Eosinophilen vorgefundenen positiven Signale zu einem bestimmten CellBead® nicht 

möglich.  

 

 

5.3   Aussicht und Schlussbetrachtung 

 

Die in dieser Arbeit festgestellte Unbedenklichkeit und Anwendungssicherheit der 

CellBeads® der Firma CellMed AG ist ein Schritt in Richtung der Etablierung alternativer 

Therapiemethoden des Glioblastoma multiforme. Die Applikation der Mikrokapseln soll bei 

der chirurgischen Resektion des Neoplasmas erfolgen und auf längere Zeit im Gehirn 

verbleiben, um so durch die Hemmung der Tumor assoziierten Angiogenese das Wachstum 

zu hemmen. Der Vorteil der Verkapselungstechnologie besteht in der Transplantation 
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xenogenen Gewebes – somit können Speziesbarrieren ohne die Gabe von Immunsupressiva 

überwunden werden.  

 

Die Wirksamkeit der Kapseln ist mit den vorgenommenen Versuchen gezeigt worden. 

Klärungsbedarf besteht jedoch bei der Frage, wann und auf welche Art die Stabilität der 

CellBeads® schwindet und wie sie vom umliegenden Gewebe abgebaut werden. Auch die 

Infiltration eosinophiler Granulozyten sowie die genaue Herkunft des von ihnen 

inkorporierten Materials bedürfen einer genauen Identifizierung. Bei weiterer Optimierung 

des zur Verkapselung verwendeten Alginates sowie dessen Struktur und Stabilität könnten 

weitere Erfolge in der Transplantationsmethode erzielt werden. 
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6.   Zusammenfassung 

 
Ivonne Bartsch 

Evaluierung von CellBeads® zur Freisetzung von Endostatin im Hirngewebe zur 

Behandlung des Glioblastoms 

 

Trotz aggressiver Therapieversuche - bestehend aus OP, Bestrahlungen und Chemotherapie - 

ist die Prognose für Patienten mit Glioblastom infaust. Die mittlere Überlebenszeit beträgt 

lediglich 12-14 Monate. Innerhalb dieses Zeitraums kehrt der Tumor aufgrund seiner diffus-

infiltrativen Art des Wachstums immer wieder und muss unter Umständen mehrere Male 

chirurgisch entfernt werden. 

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Entwicklung und Etablierung einer ex-vivo-

Gentherapie von Glioblastomen mittels alginatverkapselter humaner mesenchymaler 

Stammzellen, welche Endostatin sezernieren. Bei diesem therapeutischen Protein handelt es 

sich um einen potenten Hemmer der Angiogenese. Die geplante Anwendung in der 

Humanmedizin sieht vor, die Mikrokapseln nach der operativen Entfernung des Neoplasmas 

in die Resektionshöhle zu legen und so der Neubildung von Blutgefäßen und damit 

Rezidivtumoren entgegenzuwirken. Vorteile der intrakraniellen Implantation sind die 

Umgehung der Blut-Hirn-Schranke sowie die Erzielung hoher 

Wirkstoffkonzentrationen am Zielort . Das zur Verkapselung verwendete Alginat  ist 

nachweislich nicht immunogen und kann problemlos im Gehirn verbleiben. Ein weiterer 

großer Vorteil der Anwendung von Endostatin ist die fehlende Induktion einer Resistenz 

sowie die sehr geringe Mutationsrate der Endothelzellen aufgrund der ihnen eigenen 

Homogenität und genetischen Stabilität. Tumorzellen hingegen sind keine fixen Ziele bei der 

Behandlung mit Chemotherapeutika. Ihr Genom unterliegt ständigen Veränderungen.  

 

Zur Untersuchung der Wirksamkeit des Angiogenesehemmers wurden immunkompetenten 

BD IX-Ratten syngene Gliomzellen sowie Endostatin sezernierende CellBeads® intrakraniell 

implantiert. Eine zweite Gruppe erhielt lediglich Gliomzellen. Festzustellen war eine starke 

Hemmung des Tumorwachstums sowie eine Verlängerung der Überlebenszeit um fast 

100 %. 
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In weiteren Versuchen bleibt zu klären, über welchen Zeitraum die CellBeads® intakt bleiben 

und so ihrer Aufgabe der Verkapselung von Endostatin sezernierenden Zellen nachkommen 

können. 
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7.   Summary 
 
Ivonne Bartsch 

Evaluation of CellBeads® for the delivery of endostatin in brain tissue for the treatment 

of glioblastoma multiforme 

 

Despite aggressive therapy consisting of surgery, post-operative radiation and chemotherapy, 

the prognosis for glioblastoma patients is extremely poor with a median survival of 12-14 

months. During this time, diffuse-infiltration allows the tumour to recur, thereby necessitating 

repeated excision. 

In this present study, an ex-vivo-gene therapy of glioblastoma multiforme using alginate 

encapsulated human mesenchymal stem cells which release endostatin was developed and 

evaluated. This therapeutic protein is a potent angiogenesis inhibitor, a factor indispensable in 

tumour growth. It is intended to place the microcapsules post surgically in the resection area 

in order to inhibit the renewed the newly recruitment of blood vessels. The advantages of the 

intracraniell implantation are to bypass the blood-brain-barrier and to achieve high 

concentrations of endostatin. Alginate, which is used for encapsulation, is a proven non-

immunogenic. It can therefore remain without problem in the brain tissue. Important 

advantages of endostatin are the lack of drug resistance and the very low mutation rate of 

endothelial cells. This is because they are homogenous and genetically stable. In contrast, 

tumour cells, as a result of constant changes in their genome, present a rapidely moving target 

while treating them with chemotherapeutic agents.  

 

In order to examine the efficiency of the angiogenesis inhibitor, syngene glioma cells and 

endostatin secreting CellBeads® were implanted intracranially in immunocompetent BD IX-

rats. The control group received only glioma cells. The results showed that endostatin 

greatly reduced tumour growth and the median survival time was prolonged by almost 

100 %. 

Further studies need to establish, how long the CellBeads® remain intact thereby retaining 

their ability to encapsulate endostatin producing cells. 
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9.   Anhang 

9.1   Verzeichnis der Bezugsquellen 

Ratten:                                   BD IX-Ratten, Zentrales Tierlabor der MHH 

Futter:  Haltungsfutter altromin�  1324, Altromin GmbH, Lage, BRD; 

Inhaltsstoffe: Rohprotein: 19 %, Rohfett: 4 %, Rohfaser: 6 %, 

Rohasche: 7 %, 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 

Einstreu: bedding 3-4, Altromin GmbH, Lage, BRD 

CellBeads®: CellMed AG, Industriestraße 19, 63755 Alzenau 

 

Verbrauchsmaterialien für den OP-Bedarf: 

 

Antisedan:                              Wirkstoff: Atipamezolhydrochlorid, Pfizer, Karlsruhe, BRD 

Augensalbe:  Bepanthen® Roche, Hoffmann-La Roche AG,  Grenzach-

Wyhlen, BRD 

Bohrer:  Fine Science Tools, Serial No. 095981 

Bohrkopf: 2,1 mm, Hager & Meisinger GmbH, Düsseldorf, BRD 

Bulldog-Klemmen:  Aesculap AG u. Co. KG, Tuttlingen, BRD 

Desinfektionsmittel: BIGUAMED PERFEKT, Desomed AG, Dr. Trippen GmbH, 

Freiburg, BRD 

Domitor:   Wirkstoff: Medetomidinhydrochlorid, 0,2 mg/kg KGW, Pfizer 

GmbH, Karlsruhe, BRD 

H2O2:     Wasserstoffperoxid 30 %, Merck KGaA, Darmstadt, BRD 

Hamilton-Kanülen:  HAMILTON KF Needle 6/pk (ga 18/51 mm/pst 3) 

Hamilton-Spritzen: MicroliterTM Syringes, HAMILTON Bonaduz AG, Bonaduz, 

Schweiz 

Hohlmeißelzange: Luer Hohlmeißelzange, fein, leicht gebogen, Wirtschafts-

genossenschaft deutscher Tierärzte eG, Garbsen, BRD 
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Kanülen: Injektionen (i.p.): Sterican�  24 G x 1", 0,55 x 25 mm, BRAUN, 

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, BRD 

Schlitzen der Dura mater: Sterican�  21 G x 1 1/2", 0,80 x 

40 mm, BRAUN, B. Braun, Melsungen AG, Melsungen, BRD 

Ketanest®:  Wirkstoff: Esketaminhydrochlorid, 25 mg/ml, 75 mg/kg KGW, 

Parke-Davis, Pfizer, Karlsruhe, BRD 

Klemmen: Pean-Klemme, gerade, ohne Zähne; Wirtschaftsgenossenschaft      

deutscher Tierärzte eG, Garbsen, BRD 

Mikroskope:   Sterilbank OP: WILD M3, Heerbrugg, Schweiz 

    OP: Carl Zeiss NC 32, Varioskop 

Mikroskopkamera:  Leica DC 300, Leica Microsystems AG, 9435 Heerbrugg, 

Schweiz 

Nadelhalter:  Nadelhalter nach Olsen-Hegar, Wirtschaftsgenossenschaft dt. 

Tierärzte eG, Garbsen, BRD 

Nahtmaterial:   ETHICON ETHILON® II, chirurgisches Nahtmaterial, nicht re-

sorbierbar, blau, monofil 

Novaminsulfon-ratiopharm®:Wirkstoff: Metamizol-Natrium, 1 ml enthält 500 mg Metamizol-

Natrium · 1 H2O, ratiopharm GmbH, Ulm, BRD 

Pinzette: Anatomische Pinzette, schmal, Wirtschaftsgenossenschaft dt. 

Tierärzte eG, Garbsen, BRD 

Raspatorium: Wirtschaftsgenossenschaft dt. Tierärzte eG, Garbsen, BRD 

Scharfer Löffel: Doppellöffel nach Volkmann, Wirtschaftsgenossenschaft      

deutscher Tierärzte eG, Garbsen, BRD 

Schere: Majo-Schere, stumpf-stumpf, gebogen, Wirtschaftsgenossen-

schaft deutscher Tierärzte eG, Garbsen, BRD 

Schnell-Sterilisiergerät:  FST Fine Science Tools 

Siebe: BD Falcon Cell Strainer 100 µm Nylon, BD Biosciences, 

Erembodegem, Belgien 

Skalpellklingen:  Feather No. 10, Produkte für die Medizin GmbH, Köln, BRD 

Stereotakt:    ASI Instruments, Small Animals Stereotaxic Frame 

Sterilbank:   Telstar AH-100 



   

 

92

Tubes:  15 ml und 50 ml, CELLSTAR®, Greiner BIO-ONE GmbH, 

Frickenhausen, BRD 

Wellplate (6er):  TC-Plate 6 well, sterile, Greiner BIO-ONE GmbH, 

Frickenhausen, BRD 

Wundspreizer:  Wundspreizer nach Gelpi, Wirtschaftsgenossenschaft dt. Tier-

ärzte eG, Garbsen, BRD 

 

Verbrauchsmaterialien für die Histologie und Immunhistologie: 
 

Aqua dest.:   INI Hannover GmbH 

Bovines Serumalbumin:  0,1%ig, Foetal Bovine Serum Gold, PAA Laboratories GmbH, 

Pasching, Österreich 

Chemikalien für PBS:  KH2PO4: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, BRD 

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

    N2HPO4: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, BRD 

DAB:    Dako, Hamburg, BRD 

Deckgläschen: 24x60 mm, #1, Menzel-Gläser®, Menzel GmbH + CoKG, 

Braunschweig, BRD 

Desinfektionsmittel:  Desomed®, Desomed AG, Dr. Trippen GmbH, Freiburg, BRD 

Digitalkamera:  MD 9700, 4.1 Megapixel, Essen, BRD  

Endostatin-AK:   polyklonaler Antikörper 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   

HCl:    c(HCl) = 1 mol/l (1N), Merck KGaA, Darmstadt, BRD 

H2O2:     Wasserstoffperoxid 30 %, Merck KGaA, Darmstadt, BRD 

Hämatoxylin:    ThermoShandon, Harris, Pittsburgh, USA 

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

BRD 
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Methanol:    Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Holland 

2-Methylbutan:  Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, BRD 

Mikroskop:   OLYMPUS BX50, Hamburg, BRD 

Natriumhypochloritlösung: 12 % Cl, Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, BRD 

NRS:     Dako A/S, Dänemark 

NSwS:    Dako A/S, Dänemark 

Paraformaldehyd:  Merck, Darmstadt, BRD; 4%ige Lösung: 40 g PFA auf 1 l PBS 

PBS: 1 l: 1 l Aqua dest. mit 1,48 g Na2HPO4, 0,43 g KH2PO4, 7,20 g 

NaCl 

Shandon-Clips:  Thermo Shandon CoverplateTM; disposable immunostaining 

chambers 

StreptABKomplex/HRP:  Dako A/S, Dänemark 

Sucrose:  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, BRD, 30%ige 

Lösung: 30 g Sucrose auf 100 ml PBS 

Objektträger:  Superfrost Objektträger, Menzel-Gläser®, Menzel GmbH + 

CoKG, Braunschweig, BRD 

Propidiumjodid: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, BRD 

SwaR:     Dako A/S, Dänemark 

SYBR green I:  Bestellnummer: 1988131, Hoffmann-La Roche AG,  Grenzach-

Wyhlen, BRD 

Tissue Tek®:  O.C.T Compound, Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude, 

Niederlande 

Trypanblau: 0,4 %, Sigma-Aldrich, Irvine, UK 

Tween®: Tween® 20, Calbiochem®, Molecular Biology Grade, replaces 

Merck KgaA, Darmstadt, BRD 

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

 

Verbrauchsmaterialien für die Zellkultur:  

 

Autoklav:    Tisch-Autoklav, CertoClav Sterilizer GmbH, Traun, Österreich 
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Bovines Kälberserum: Fötales Kälberserum: Foetal Bovine Serum Gold, virus 

screened, mycoplasma screened, endotoxin tested, sterile 

filtered, PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich  

Brutschrank:   NAPCO Series 5400 CO2 Incubator 

BT4Ca:  Institut für Zellbiologie (Tumorforschung), Universitätsklinikum 

Essen, Hufeland-Straße 55, 45122 Essen, BRD 

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

Pasching, Österreich 

Kulturflaschen:  75 cm2 Cell 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, Österreich 

Medium für BT4Ca:   100 ml: 87 ml DMEM, 10 ml FKS, 1 ml L-Glutamin, 1 ml Na-

triumpyruvat, 1 ml Pen./Strep. 

Natriumpyruvat:  PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 

Pasteurpipetten:   HIRSCHMANN ® LABORGERÄTE 

Pen./Strep.: Penicillin/Streptomycin (100x), 10.000 Units / 10 mg / ml, PAA 

Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 

Pipetus® -Akku:   HIRSCHMANN ® LABORGERÄTE 

Pumpe Sterilbank:   KNF LAB, Laboport 

Sterilbank:   Hera safe, Heraeus, BRD 

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

Trypsin: ViralexTM Trypsin (1:250) (1x), 0,25 % in PBS, PAA 

Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 

Tubes:  CELLSTAR®, Greiner BIO-ONE, Frickenhausen, BRD, 15 ml 

o. 50 ml 

Zählkammer:    Neubauer, Tiefe: 0,100 mm, 1/400 & 1/25 qmm 

Zentrifuge:    Heraeus Megafuge 1.0 R 

 

 



   

 

95

9.2   Reagenzien 

9.2.1   Alkoholreihe und Xylol 

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

 

9.2.3   Sucrose (30%ig) 

Substanz / Chemikalie Volumen / Masse 

PBS 100 ml 

Sucrose 30 g 

 

9.2.4   HCl-EtOH 

 

 

Anzahl Zeitdauer Prozentanteil Reagenz 

2x 1 min 70 % Ethanol 

2x 1 min 96 % Ethanol 

2x 1 min 99 % Ethanol 

3x 1 min 100 % Xylol 

Substanz / Chemikalie Volumen / Masse 

Aqua dest. 1 l 

NaCl 7,20 g 

Na2HPO4 1,48 g 

KH2PO4 0,43 g 

Substanz / Chemikalie Volumen / Masse 

Aqua dest. 100 ml 

Ethanol absolut 100 ml 

HCl (1 molar) 50 ml 
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9.2.5   Paraformaldehydlösung (4%ig) 
 

Substanz / Chemikalie Volumen / Masse 

PBS 1 l 

PFA 40 g 

 

 

9.3   Färbeprotokolle  

9.3.1   Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

 

 

 

 

 

Zeit / 

Anzahl 

Tätigkeit / Vorgang 

 30 min bei Raumtemperatur auftauen lassen 

 10 min in Leitungswasser  

   3 min Färbung mit Hämatoxylin 

   5 min Spülung in fließendem Leitungswasser 

   1 sek Differenzierung in 50%igem HCl-EtOH 

   5 min Spülung in fließendem Leitungswasser 

   3 min Waschen mit Aqua dest. 

  90 sek Färbung mit Eosin 

     2x Waschen in Aqua dest., bis kein Eosin mehr abgegeben wird 

     2x Entwässerung in 70%igem Ethanol  

     2x Entwässerung in 96%igem Ethanol 

     2x Entwässerung in 99%igem Ethanol 

     3x Aufenthalt in Xylol, anschließendes Eindeckeln 
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9.3.2   Immunhistologie: Antikörper-Färbung von Endostatin 

 

 

 
 

Zeit Tätigkeit / Vorgang 

    30 min Bei Raumtemperatur auftauen lassen 

3 x 5 min Waschen mit PBS  

    15 min Im Dunkeln: 0,6 % H2O2 in Methanol (196 ml MtOH + 4 ml 30%iges 
H2O2) 

3 x 5 min Waschen mit PBS + 0,1%igem Tween 

 Einklemmen in Shandon-Clips 

    12 h Inkubation mit Primär-AK bei 4°C 

    30 min Bei Raumtemperatur auftauen lassen 

3 x 5 min Waschen mit PBS + 0,1%igem Tween 

    60 min Inkubation mit Sekundär-AK (in 5 % NRS) 

3 x 5 min Waschen mit PBS + 0,1%igem Tween 

    30 min SteptABKomplex 

3 x 5 min Waschen mit PBS + 0,1%igem Tween 

      5 min Im Dunkeln unter dem Abzug: DAB (1 Tabl. auf 10 ml PBS, davon 2 ml 
kurz vor dem Auftragen mit 3%igem H2O2 versetzen) 

3 x 5 min Waschen mit PBS 

 Entfernen der Shandon-Clips 

     30 sek Spülen in fließendem Leitungswasser 

      3 min Färbung mit Hämatoxylin 

      5 min Spülen in fließendem Leitungswasser 

      1 sek Differenzierung in 50%igem HCl-EtOH 

      5 min Spülen in fließendem Leitungswasser 

 Entwässern in aufsteigender Alkoholreihe, anschließend Eindeckeln 
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9.3.3   Berliner-Blau-Färbung 

 

Zeit / Anzahl Tätigkeit / Vorgang 

     2x Entwässerung in 99%igem Ethanol  

     2x Entwässerung in 96%igem Ethanol 

     2x Entwässerung in 70%igem Ethanol 

     2x Waschen in Aqua dest. 

20-30 min Färbung mit einer Lösung aus Kaliumhexacyanoferrat 
(2 %) und HCl (2%) im Verhältnis 1:1 

     2x Waschen in Aqua dest. 

  5-10 min Färbung mit Kernechtrot 

     2x Waschen in Aqua dest. 

     2x Entwässerung in 70%igem Ethanol  

     2x Entwässerung in 96%igem Ethanol 

     2x Entwässerung in 99%igem Ethanol 

     3x Aufenthalt in Xylol, anschließendes Eindeckeln 
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9.4   Statistik 

Tumorvolumina der unbehandelten Tiere (Überlebenszeit: Elf Tage) 
 

 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Tumorvolumina der behandelten Tiere (Überlebenszeit: Elf Tage) 

 
 

 

 

 

 

 

 

Tumorvolumina der behandelten Tiere (Überlebenszeit: 20 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 
E 79 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 

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 

Tier-Nummer Tumorvolumen [ml] 
E 65 0,6665835625 
E 66 0,2046802660 
E 68 0,7183657420 
E 71 0,2631107524 
E 72 0,7841419895 
E 73 0,7541910087 

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

 
 
Anzahlen der ermittelten Gefäße der unbehandelten Tiere (Überlebenszeit: Elf Tage) 

 

 
Anzahlen der ermittelten Gefäße der behandelten Tiere (Überlebenszeit: Elf Tage) 
 

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

Mittelwert 9,857  
 

 

 

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 

Tier-
Nummer 

Gefäßanzahl 
Region I 

Gefäßanzahl 
Region I 

Gefäßanzahl 
Region I 

Gefäßanzahl 
Region I 

Gefäßanzahl 
Mittelwert 

E 26 41 48 37 44 42,50 
E 79 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 
E 91 35 44 48 47 43,50 
E 92 44 40 37 33 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 
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Anzahlen der ermittelten Gefäße der behandelten Tiere (Überlebenszeit: 20 Tage) 

 

 

 

 

Tier-
Nummer 

Gefäßanzahl 
Region I 

Gefäßanzahl 
Region I 

Gefäßanzahl 
Region I 

Gefäßanzahl 
Region I 

Gefäßanzahl 
Mittelwert 

E 65 50 55 56 51 53 
E 66 38 44 41 42 41,25 
E 68 41 45 38 42 41,5 
E 71 33 34 33 36 34 
E 72 57 36 37 42 43 
E 73 33 25 28 29 28,75 

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