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ABSTRAKT

Zielsetzung: Die Rezeptortyrosinkinase Axl stellt einen bedeutenden Vermittler der
Proliferation, Migration und Invasion der Gliomzellen dar. In der Mehrzahl der humanen
Glioblastome findet sich eine Uberexpression von Axl. Daher gilt Axl als potenzielles
Angriffsziel in der Behandlung des Glioblastoms. In dieser Studie wurden die Effekte einer
zielgerichteten  Inhibierung von  Axl durch die selektiven, niedermolekularen
Tyrosinkinase-Inhibitoren BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 in Modellen des

Glioblastoms in vitro, ex vivo und in vivo evaluiert.

Methodik: Die Axl-Inhibitoren wurden an den Gliom-Zelllinien SF126 und U118MG getestet.
Die Effekte auf die Zellviabilitit, Apoptose, Zellmigration und Invasion wurden mittels
funktioneller Assays (MTT-Assay, CPP32-Assay, Boyden-Kammer-Assay, Sphiroid-Invasions-
Assay) analysiert. Zur Testung der Axl-Inhibitoren unter in vivo-Bedingungen erfolgte die
stereotaktische, intrazerebrale Implantation der Gliomzellen in CD1 Nu/Nu-Médusen. Das
intrakranielle Tumorwachstum wurde mittels MRT-Kontrollen beurteilt. Das Tumorgewebe
wurde hinsichtlich der intratumoralen Proliferation, Apoptose und Vaskularisation durch

Immunfluoreszenzfarbungen (Ki-67, ApopTag®, CD31) untersucht.

Ergebnisse: Die Behandlung mit BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 resultierte in
einer signifikanten Reduktion der Zellviabilitdt, der Zellmigration sowie der Invasion der
Gliomzellen in vitro und ex vivo. BMS-777607 induzierte eine Reduktion des intrakraniellen
Tumorwachstums von 56 % im Tumormodell SF126 sowie von iiber 90 % im Tumormodell
U118MG in vivo. Weiterhin erzielte BMS-777607 eine Reduktion Ki-67-positiver Gliomzellen
sowie einen signifikanten Anstieg ApopTag®-positiver Gliomzellen im Tumorgewebe. Unter
LDC-41267 zeigte sich kein Effekt auf das Tumorwachstum in vivo. Tierversuche mit

MPCD-84111 wurden aufgrund toxischer Effekte abgebrochen.

Fazit: BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 erzielten multiple Anti-Tumor-Effekte in
Modellen des Glioblastoms. Unsere Studie zeigt, dass die zielgerichtete Inhibierung von Axl
durch selektive, niedermolekulare Tyrosinkinase-Inhibitoren einen vielversprechenden

Therapieansatz fiir Patienten mit Glioblastom darstellen konnte.



ABSTRACT

Purpose: Multiple studies highlight the role of the receptor tyrosine kinase Axl as a relevant
mediator of proliferation, migration and invasion of glioma cells. Overexpression of Axl was
found in the majority of human glioblastomas. In conclusion, Axl is considered as a potential
target in glioblastoma therapy. The aim of this study was to evaluate the effects of small
molecule tyrosine kinase inhibitors BMS-777607, LDC-41267 and MPCD-84111 targeting AxI

in glioblastoma models in vitro, ex vivo and in vivo.

Experimental Design: Axl inhibitors were tested using glioma cells SF126 and U118MG. The
impact on cell viability, apoptosis, migration and invasion was analyzed by functional assays
(MTT assay, CPP32 assay, boyden chamber migration assay, orthotopic brain slice invasion
assay). For in vivo experiments, glioma cells were implanted stereotactically into the brains of
CD1 Nu/Nu mice. Tumor growth was measured using MRI. Proliferation, apoptosis and
vascularization in the tumor tissue were investigated by immunohistochemistry (Ki-67,

ApopTag®, CD31).

Results: Treatment with BMS-777607, LDC-41267 and MPCD-84111 resulted in a decreased
cell viability, migration and invasion of SF126 and U118MG glioma cells in vitro and ex vivo.
BMS-777607 induced a 56 % reduction of tumor growth in SF126 xenografts and a reduction of
more than 90 % in U118MG xenografts in vivo. Furthermore, BMS-777607 caused a decrease of
Ki-67-positive cells and an increase of ApopTag®-positive cells in the tumor tissue. Treatment
with LDC-41267 showed no impact on tumor growth in vivo. Animal experiments with

MPCD-84111 were discontinued because of observed toxicity.

Conclusion: BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 displayed multiple anti-tumor effects
in glioblastoma models. Here we demonstrate that small molecule tyrosine kinase inhibitors

targeting Axl could provide a promising treatment approach for patients with glioblastoma.



EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Etwa 480.000 Menschen in Deutschland erkranken jedes Jahr neu an Krebs. Nach Erhebung des
Zentrums flir Krebsregisterdaten machen Krebserkrankungen des Zentralnervensystems (ZNS)
hiervon ca. 1,5 % aus (1). Obwohl Hirntumoren selten auftreten, kommt ihnen aufgrund ihres
potenziell gravierenden Verlaufs mit z. T. schwer kranken Patienten eine wichtige Bedeutung in
der Medizin zu. Die Versorgung von Patienten mit Hirntumoren stellt fiir Neurochirurgen sowie

Spezialisten anderer Fachgebiete eine Herausforderung dar.

1.1 Glioblastoma multiforme

Das Glioblastom (Glioblastoma multiforme, kurz GBM) stellt den haufigsten, malignen
primdren Hirntumor des Erwachsenen dar. Glioblastome machen ca. 16 % der primédren
Hirntumoren aus (2). Nach der WHO-Klassifikation der Tumoren des Zentralnervensystems
wird das GBM als Grad IV eingestuft (3). Die Inzidenz des GBM in den USA wird auf 3,20 von
100.000 Einwohnern pro Jahr bei einer geschlechtsspezifischen Verteilung von
1,58 : 1 (ménnlich zu weiblich) geschitzt. Das durchschnittliche Lebensalter bei
Diagnosestellung liegt bei 64 Jahren (4). Typischerweise tritt das GBM sporadisch auf. Es kann
de novo (primires GBM) oder im Rahmen eines Tumorprogresses aus Astrozytomen geringerer
WHO-Grade (sekunddres GBM) entstehen (5). Als einzig belegter Risikofaktor fiir die
Entstehung von Gliomen gilt ionisierende Strahlung (6). Nur selten sind Gliome hereditér
bedingt (7). Die Klinik des GBM kann Cephalgie, epileptische Anfille oder fokal-neurologische
Defizite umfassen (8). Besteht der klinische Verdacht auf einen Hirntumor, stellt die kraniale
Magnetresonanztomografie (MRT) die diagnostische Methode der Wahl dar. Die bildgebende
Diagnostik kann durch die 18F-Fluorethyltyrosin-Positronenemissionstomografie (FET-PET)
oder die Magnetresonanzspektroskopie (MR-Spektroskopie) ergdnzt werden. In der aktuellen
Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie wird als Standardtherapie des neu
diagnostizierten primédren Glioblastoms bei Patienten bis zum 65 — 70. Lebensjahr die
weitmoglichste Resektion des Tumors, gefolgt von Strahlen- und Chemotherapie mit
Temozolomid nach sog. ,,Stupp-Schema®, empfohlen (9-11). Trotz intensiver Forschung ist die
Prognose duBerst limitiert. Unter leitliniengerechter Therapie betrigt das mittlere Uberleben

ca. 14,6 Monate (11). Die Zwei-Jahres-Uberlebensrate liegt bei 14 % (4). Die angestrebte
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Komplettresektion ist der Teilresektion bzw. Biopsie hinsichtlich Uberlebenszeit und
progressionsfreiem Intervall {iberlegen (12, 13). Weiterhin hat das molekulargenetische Profil
des GBM prognostische Bedeutung. Hier ist u. a. der Methylierungsstatus der Promoterregion
des O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase-Gens (MGMT-Gen) zu erwéhnen (14). Patienten
mit GBM und methyliertem MGMT-Promoter zeigen ein signifikant besseres Ansprechen auf

Temozolomid (mittleres Uberleben: 21,7 Monate vs. 12,7 Monate) (15).

1.2 Invasives Wachstum des Glioblastoms

Glioblastome zeichnen sich durch ein ausgeprigtes lokal-invasives Wachstum aus. Dies tragt
wesentlich zur limitierten Prognose bei (16). Die Invasion durch Gliomzellen beschreibt einen
komplexen Prozess, der die Ablosung (Detachement) aus dem Tumorzellverband, die
Degradierung von Komponenten der Extrazellularmatrix (EZM) und eine aktive
Tumorzellmotilitdt beinhaltet. Gliomzellen sind in ihrem Migrationsverhalten dysreguliert, d. h.
hochgradig migratorisch eingestellt (17-19). Sie infiltrieren das gesunde Hirnparenchym rasch
und diffus (16). Nach der radikalen Resektion verbleiben disseminierte Gliomzellen auflerhalb
der makroskopisch sichtbaren Tumorgrenze im Hirnparenchym und induzieren typischerweise
ein Rezidiv. In der Regel ist der Rezidiv-Tumor an den Resektionsrdndern lokalisiert (20-22).
Einzelne Gliomzellen konnen auch weit auBlerhalb der Resektionshohle bis hin zur
kontralateralen Hirnhemisphire lokalisiert sein (22-24). Das sog. ,,Schmetterlingsglioblastom*
beschreibt die makroskopische Ausbreitung von einer Hemisphére iiber das Corpus callosum bis
in die kontralaterale Hemisphire. Das invasive Wachstum des GBM und das limitierte
Verstidndnis der zugrundeliegenden Tumorbiologie sind wesentliche Griinde fiir das langfristige
Versagen der derzeit verfligbaren Therapiemodalititen. Es ist daher von grof3er Bedeutung, neue
zielgerichtete Therapiestrategien zu entwickeln, die das Uberleben und die Lebensqualitit der

Patienten mit GBM verbessern.

1.3  Tyrosinkinase-Inhibitoren in der Krebstherapie

Im Gegensatz zu den klassischen, zytotoxisch wirksamen Krebstherapeutika zielen aktuelle
Therapiebestrebungen auf antiproliferative, antiangiogene oder antiinvasive Effekte ab. Die
sog. ,,zielgerichtete Krebstherapie* (engl. targeted therapy) beschreibt den Einsatz von modernen

Pharmaka, die selektiv an molekularen Eigenschaften von Krebszellen ansetzen. Hierzu gehoren

-8-
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die sog. ,small molecule tyrosine kinase inhibitors* (smTKI, engl. fiir niedermolekulare
Tyrosinkinase-Inhibitoren) (25). Rezeptortyrosinkinasen (RYKs) sind eine Gruppe von
Transmembranrezeptoren, die eine intrazelluldre Tyrosinkinase-Domine gemeinsam haben und
an der Regulation diverser zellphysiologischer Prozesse beteiligt sind. Da sie bei Dysregulation
in die Progression von Krebserkrankungen involviert sein konnen, stellen sie ein potenzielles
Angriffsziel fiir die Therapie dar (26, 27).

Tyrosinkinase-Inhibitoren konnen mit dem Adenosintriphosphat (ATP), der Kinase-Doméne
oder den Substraten der RYKs kompetitiv konkurrieren. Weiterhin konnen sie als
nichtkompetitive Antagonisten wirken oder ins Chaperon-System eingreifen. Gemeinsame
Endstrecke ist die limitierte Phosphorylierung der Zielproteine (28). Einige Vertreter der smTKI
sind sog. ,,Multikinase-Inhibitoren* und sind in der Lage, verschiedene Tyrosinkinasen mit
unterschiedlicher Selektivitdt zu inhibieren. Dies wird beispielsweise moglich, wenn sich die
ATP-Bindungsstellen innerhalb der Kinase-Doméanen verschiedener Tyrosinkinasen strukturell
dhneln (29).

Tyrosinkinase-Inhibitoren sind heute ein wichtiger Bestandteil in der Therapie himatologischer
Krebserkrankungen (z. B. Imatinib/ Glivec® bei chronisch myeloischer Leukémie) sowie solider
Krebserkrankungen (z. B. Erlotinib/ Tarceva™ beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom oder
Sunitinib/ Sutent® beim Nierenzellkarzinom) (30-32). Die zielgerichtete Therapie des
Glioblastoms wird kontrovers betrachtet und ist Gegenstand aktueller Forschung. Bisher wurden
nur wenige Pharmaka der Targeted Therapies in klinischen Studien erprobt, sie konnten die an
sie gestellten Erwartungen jedoch nicht erfiillen (33). In einer Phase II-Studie zur Behandlung
rezidivierter Glioblastome mit dem Multikinase-Inhibitor Sunitinib zeigte sich eine
unzureichende Anti-Tumor-Wirkung bei hoher Toxizitdt (33, 34). Ziel gegenwartiger Studien ist
es, neue Angriffspunkte unter Beriicksichtigung der spezifischen Tumorbiologie des GBM zu
evaluieren. Als ein vielversprechendes Target wird die Rezeptortyrosinkinase Axl betrachtet (35,

36).

1.4 Rezeptortyrosinkinase Axl und die Rolle im Glioblastom

Das Gen der Rezeptortyrosinkinase Axl wurde urspriinglich bei Patienten mit chronischer
myeloischer Leukdmie identifiziert. Im Kontext der Entdeckung erhielt es seinen Namen,
abgeleitet vom griechischen Begriff ,,anexelekto® fiir ,,unkontrolliert”. Das AxI-Gen ist auf

Chromosom 19 lokalisiert und kodiert fiir das 120 - 140 kDa grof3e Protein (37-39).
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Axl besteht aus einer extrazelluliren Doméne, an die sein Ligand bindet, einer
transmembrandren Domédne sowie einer intrazelluldiren Tyrosinkinase-Doméne. Die
extrazellulire =~ Doméne ist  strukturell typisch  fiir  Zelladhdsionsmolekiile  der
Immunglobulin-Superfamilie. Sie wird durch zwei immunglobulinartige Doménen sowie zwei
Fibronektin I1I-Doménen gebildet (40, 41). In Abb. 1 wird die Struktur von Axl illustriert. Die
spater identifizierten RYKs Tyro-3 und Mer besitzen eine dhnliche Struktur und bilden mit AxI
die Tyro-3-Axl-Mer-Familie (TAM-Familie) (42).

Extrazellular l NH
2

Ig-artige Doménen

FNIII-Doménen

AR

Zellmembran

Tyrosinkinase-Doméne

COOH

Intrazellular

Abb. 1: Schematische Darstellung der Struktur von Axl

Die immunglobulinartigen Doménen (Ig-artige Doménen) und Fibronektin III-Doménen
(FNIII-Doménen) befinden sich extrazelluldir. Die Tyrosinkinase-Doméne befindet sich

intrazellular (40, 41).

Gasb6 (engl. growth-arrest-specific gene-6) ist ein Vitamin K-abhéngiges Protein und bildet einen
natiirlichen Liganden der TAM-Familie, wobei die hochste Bindungsaffinitdt fiir Axl besteht.
Gas6 bindet an die immunglobulinartigen Doménen der Rezeptoren. Tyro-3 und Mer besitzen
neben Gas6 das strukturdhnliche Protein S als Liganden, welches jedoch nicht an Ax1 bindet (43,
44). Nach der Bindung von Gas6 kommt es zu einer Konformationsianderung des Rezeptors und
zur lateralen Diffusion des Axl-Gas6-Komplexes. Benachbarte Axl-Gas6-Komplexe
homo-dimerisieren und es resultiert die Autophosphorylierung der Tyrosingruppen. Im Ergebnis

konnen bestimmte Zielproteine das nun biologisch aktive Axl (P-Axl, phosphoryliertes Axl)

-10 -
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binden, durch Phosphorylierung aktiviert werden und intrazelluldre Signalwege induzieren (45,
46). In Abb. 2 wird die Gas6-vermittelte Signaltransduktion durch Axl demonstriert.

Alternative Aktivierungsmechanismen umfassen die homophile Interaktion zwischen den
Axl-Rezeptoren benachbarter Zellen, die Hetero-Dimerisation oder den sog. ,,Crosstalk® mit
anderen RYKs (47-50). Die ligandenunabhéngige Aktivierung erfolgt u. a. durch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) in glatter Muskulatur oder VEGF-A-vermittelt (engl. vascular
endothelial growth factor-A) in Endothelzellen (51-55).

Extrazellular

Gas6 Gas6-Bindung,
I:I Homo-Dimerisierung
Autophosphorylierun
AxI-Monomere PROSPROLY £
000000

Kinase-Dominen r\
Zielprotein <:> <:>_® Zielprotein
(inaktiv) (aktiv)

l

Zelluléarer Effekt

Intrazellular

Abb. 2: Schematische Darstellung der Gas6-vermittelten Signaltransduktion durch Axl

Der Bindung von Gas6 an die extrazelluliren Doménen folgen Homo-Dimerisierung und
Autophosphorylierung der Axl-Monomere, sodass Zielproteine binden, durch Phosphorylierung
aktiviert werden und die weitere Signalkaskade induzieren, die in einem zelluldren Effekt miindet

(45, 46).

Es existieren verschiedene Mechanismen zur Regulation des AxI-Signalwegs. Nach der Bindung
von Gas6 wird das aktivierte Axl mono-ubiquitiniert, was seine lysosomale Degradation initiiert
(52, 56). Eine Herabregulation durch zellulire Phosphatasen wird diskutiert (57). Weiterhin
existiert eine im Blut zirkulierende Form von Axl (engl. ,,soluble AxI* oder kurz ,,sAxI), die
durch Proteolyse der extrazelluliren Domine entsteht. Gas6 bindet sAxl. Es wird vermutet, dass
so die Interaktion des Liganden mit dem Rezeptor kompetitiv inhibiert wird (58, 59). Auf
posttranskriptionaler Ebene findet eine Regulation durch spezifische microRNAs statt (60).
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Weiterhin besitzt die Promotor-Region des Axl-Gens Erkennungsstellen fiir diverse
Transkriptionsfaktoren (61). SchlieBlich wird die Hypomethylierung innerhalb der
Promotor-Region mit einer Heraufregulierung der Axl-Expression assoziiert (62, 63).

Axl wird wihrend der Embryonalentwicklung nahezu ubiquitdr exprimiert. Eine Beteiligung des
Axl-Rezeptors an der mesenchymalen und neuronalen Entwicklung wird vermutet (38, 41, 64).
Die Aktivierung von Axl induziert zelluldre Signalkaskaden, die an der Regulation diverser
zelluldrer Prozesse beteiligt sind, die u. a. Proliferation, Zelldifferenzierung, Apoptose,
Zellaggregation und -migration sowie Neovaskularisation umfassen. Die Effekte des
AxIl-Signalwegs sowie die Konsequenzen einer Herauf- oder Herabregulierung sind zell- bzw.
gewebespezifisch (47, 65-68). Im adulten Organismus findet sich eine geringe Expression des
Axl-Rezeptors. Stattdessen zeigt sich eine hohe Aktivitdt in diversen Krebszellen, u. a. in
maligne entarteten epithelialen, mesenchymalen, hamatopoetischen und glialen Zelllinien (43,
69-71). Fiir multiple Tumorentitiiten ist eine Uberexpression von Axl nachgewiesen, so auch im
Kolonkarzinom, Mammakarzinom, Prostatakarzinom, Schilddriisenkarzinom,
Bronchialkarzinom, malignen Melanom sowie im Glioblastom (69, 70, 72).

Das onkogene Potenzial von Axl erklart sich durch seine Interaktion mit verschiedenen
Signalwegen, die mit der Entstehung und Progression von Krebserkrankungen assoziiert sind.
Hier ist die durch Axl induzierte Aktivierung des PI3K/ Akt-Signalwegs (PI3K,
Phosphoinositid-3-Kinase; Akt, Proteinkinase B) sowie des MAP-Kinase-Signalwegs (MAP,
engl. mitogen-activated protein) zu erwidhnen (73-75). Diese Signalwege sind an der malignen
Transformation von Zellen beteiligt (sog. Onkogene), da sie u. a. an der Regulation von
Wachstum, Zellproliferation und Zellzyklus beteiligt sind. Der Axl-Signalweg induziert zudem
die Heraufregulierung antiapoptotischer Proteine, wie z. B. Bcl-2 (engl. b-cell lymphoma 2) und
die Inaktivierung proapoptotischer Proteine, wie z. B. BAD (engl. bcl-2-Antagonist of cell death)
(76, 77). Weiterhin ist der AxI-Signalweg an der Regulation der FAK-Aktivitit (FAK,
engl. focal adhesion kinase) beteiligt. Der FAK-Signalweg ist von zentraler Bedeutung fiir die
Vermittlung der Tumorzellinvasion im GBM (78, 79). SchlieBlich ist der AxI-Signalweg in die
Regulation angiogenetischer Prozesse involviert (35). Nach der Entdeckung des Ax1-Gens zeigte
sich, dass es nur ein geringes onkogenes Potenzial besitzt. Als ein entscheidender Faktor fiir die
Karzinogenese wird die Uberexpression von Axl angesehen (37-39).

Die Uberexpression von Axl wurde in der Mehrheit der Gliom-Zelllinien in vitro sowie in
humanen Gliomproben nachgewiesen (36, 80). Die besondere Rolle des AxI-Signalwegs in der
Tumorbiologie des GBM wurde erstmals nach seiner experimentellen Inhibierung deutlich,

wobei sich multiple Anti-Tumor-Effekte zeigten. Die Etablierung einer dominant-negativen
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Axl-Rezeptormutanten, d.h. einer trunkierten Variante des Rezeptors mit fehlender
intrazelluldrer Tyrosinkinasedomine (sog. ,,AXL-DN-Zellen* fiir dominant-negativ), resultierte
im Glioblastom-Modell der Maus in einem reduzierten Tumorwachstum sowie in einem
prolongierten Gesamtiiberleben der Versuchstiere. Die AXL-DN-Zellen imponierten zudem
durch einen Verlust ihrer Zellfortsdtze, ihrer Zell-Zell-Kontakte sowie einer reduzierten
migratorischen Aktivitdt in vitro und invasiven Aktivitit in vivo (36).

Hutterer et al. untersuchten den Zusammenhang der Axl- und Gas6-Expressionslevel in
humanem Gliomgewebe und prognostischen Faktoren in einer Patientenkohorte. Es zeigte sich,
dass das hohe Expressionslevel von Axl sowie die Koexpression von Axl und Gas6 mit einem
frithzeitigen Tumorprogress und einem reduzierten Gesamtiiberleben von Patienten mit GBM
assoziiert waren (80).

Weiterfiihrende Studien zur Inhibierung des AxI-Signalwegs auf genetischer Ebene bestétigten
seine zentrale Bedeutung im GBM und zeigten u. a. antiproliferative, antimigratorische,
antiinvasive sowie apoptose-induzierende Effekte in vitro (71, 81). Ein zielgerichteter
pharmakologischer Angriff des AxI-Rezeptors im GBM erscheint daher vielversprechend. Eine
Inhibierung von Axl durch Substanzen der Targeted Therapies konnte eine effektive

Erweiterung der bisherigen Behandlungsstrategien darstellen.

1.5 BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111

Bei den smTKI BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 handelt es sich um
Multikinase-Inhibitoren, die sich durch eine hohe Selektivitit fiir Axl auszeichnen. BMS-777607
wurde urspriinglich als Inhibitor von c-Met (IC50 = 3.9 nM, zellunabhingig) identifiziert. In
spateren Studien zeigte sich jedoch, dass es eine hohere Selektivitit fiir Axl besitzt
(IC50 = 1.1 nM, zellunabhingig). Weitere Targets von BMS-777607 sind Ron (franz. Recepteur
d’ Origine Nantais; IC50 = 1.8 nM, zellunabhéngig), Tyro-3 (IC50 = 4.3 nM, zellunabhéngig)
und Mer (IC50 = 14 nM, zellunabhéngig) (82, 83). Schroeder et al. untersuchten die Effekte von
BMS-777607 und zeigten eine reduzierte Proliferation der Zelllinien diverser Tumorentititen
invitro, so auch fiir die Gliom-Zelllinie U87MG. Die Arbeitsgruppe zeigte zudem ein
reduziertes Tumorwachstum im Tumormodell der Zelllinie GTL-16 (Adenokarzinom des
Magens) in vivo (82). In Zusammenarbeit zwischen dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie
(Martinsried, Deutschland), Vichem Chemie Research Ltd. (Budapest, Ungarn) und dem Lead
Discovery Center (LDC, Dortmund, Deutschland) wurde mit LDC-41267 ein weiterer smTKI
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identifiziert, der durch eine hohe Selektivitit fiir Axl, eine orale Bioverfiigbarkeit und eine
niedrige Toxizitdt in vivo charakterisiert ist. Es zeigte sich unter LDC-41267 eine signifikante
Reduktion hepatischer Mikrometastasen in vivo (84). MPCD-84111 ist ein patentierter
Axl-Inhibitor mit hoher Selektivitét fiir Axl und c-Met (85, 86).

1.6 Zielsetzung der vorliegenden Studie

In unserer Studie evaluierten wir die Effekte einer zielgerichteten Inhibierung der
Rezeptortyrosinkinase Axl durch die smTKI BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 in
Modellen des Glioblastoms in vitro, ex vivo und in vivo. Aufgrund der hohen Selektivitat fiir AxIl

wird nachfolgend die Bezeichnung ,,Axl-Inhibitoren* verwendet.

Die Zielsetzung dieser Studie umfasste:

e die Kultivierung multipler Gliom-Zelllinien und die Untersuchung ihrer Expression von

AxIl und Phospho-Axl im Western Blot.

* die Evaluierung der Effekte der Axl-Inhibitoren auf die Zellviabilitit, Apoptose,

Zellmigration und invasiven Eigenschaften von Gliomzellen in vitro und ex vivo.

* die stereotaktische, intrazerebrale Implantation humaner Gliomzellen in Nacktmause und
die Beurteilung der Effekte der Axl-Inhibitoren auf das intrakranielle Tumorwachstum

in vivo durch MRT-Kontrollen.

* die Untersuchung der Effekte der Axl-Inhibitoren auf die intratumorale Proliferation,

Apoptose und Vaskularisation im Tumormodell mittels Immunfluoreszenzfarbungen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Die Tierversuche dieser Studie erfolgten mit dem Einverstindnis der Tierversuchskommission
des Berliner Landesamtes fiir Gesundheit und Soziales (LaGeSo No. Aktenzeichen G 0146/13)

sowie nach der Absolvierung eines Kurses zur Einfiihrung in das tierexperimentelle Arbeiten.

2.1 Material

Die verwendeten AxI-Inhibitoren, Chemikalien und Substanzen, Kits, Antikdrper, Apparaturen
und Gerédte, Verbrauchsmaterialien und Software sowie die Zusammensetzungen aller Medien,
Gele, Puffer und Losungen sind den Tab. 1 — 11 zu entnehmen. Die AxI-Inhibitoren wurden vom
Max-Planck-Institut fiir Biochemie (Martinsried, Deutschland) zur Verfiigung gestellt.
BMS-777607 wurde urspriinglich von ShanHai Biochempartner Co., Ltd (Shanghai, China) mit
einer Reinheit von > 98 % erworben. Eine unabhidngige Qualitdtskontrolle erfolgte mittels
LC/MS-Analyse und NMR-Spektroskopie durch das Lead Discovery Center (LDC, Dortmund,
Deutschland).

Tab. 1: Axl-Inhibitoren mit Molekiilmasse und Bezugsquellen

Axl-Inhibitor Molekiilmasse Bezugsquelle

BMS-777607 512,90 g/mol Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Martinsried, Deutschland
LDC-41267 543,54 g/mol Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Martinsried, Deutschland
MPCD-84111 616,66 g/mol Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Martinsried, Deutschland

Tab. 2: Chemikalien und Substanzen mit Bezugsquellen

Chemikalie/ Substanz

Bezugsquelle

Aqua ad iniectabilia

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Benzylpenicillin-Natrium

Infectocillin® parenteral 5 Mega, Infectopharm Arzneimittel und
Consilium GmbH, Heppenheim, Deutschland

Bepanthen” Augensalbe Bayer AG, Leverkusen, Deutschland

BSA Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Casein Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

CASYton Roche Applied Science, Penzberg, Deutschland

DAPI Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

ddH,0O Merck Millipore, Billerica, USA

Desinfektionsmittel Softasept” N, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Dil-Reagenz Life Technologies, Carlsbad, USA

DMSO Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Eindeckmedium (DAPI, Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland

Immunfluoreszenzfarbung)

Eindeckmedium (HE-Firbung)

Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA

Eindeckmedium (Invasions-Assay)

Immuno Mount, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA
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Eosin Waldeck GmbH & Co. KG, Miinster, Deutschland
Ethanol Merck Millipore, Billerica, USA
Fibronektin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Gadopentetat-Dimeglumin

Magnevist® 0,5 mmol/ml, Bayer AG, Leverkusen, Deutschland

Gelantine

Gelantin from cold water fish skin, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Hématoxylin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Isofluran FORENE, Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutschland
Isopropanol Dr. K. Hollborn & S6hne GmbH & Co. KG, Leipzig, Deutschland
LDS-Puffer Life Technologies, Carlsbad, USA

Lysepuffer Pierce® RIPA Buffer, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA
-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Methanol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Methocell 6g Carboxymethylcellulose, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Molekularmarker Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA

MTT-Reagenz Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Natriumchloridlosung B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

PBS Life Technologies, Carlsbad, USA

PEG300 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

PFA Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Phosphatase-Inhibitoren

Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA

Ponceau-Losung

Ponceau S Solution, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Protease-Inhibitoren

Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA

Streptavidin (peroxidasekonjugiert,
1:5.000 verdiinnt angewendet)

Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland

TO-PRO®-3

Life Technologies, Carlsbad, USA

Tramadol (Tramadolhydrochlorid)

Tramal®, Griinenthal GmbH, Aachen, Deutschland

Trypsin EDTA

Life Technologies, Carlsbad, USA

Xylol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Tab. 3: Kits mit Bezugsquellen

Kit

Bezugsquelle

ApopTag® Red In Situ Apoptosis Detection Kit

Merck Millipore, Billerica, USA

Caspase-3/CPP32 Colorimetric Assay Kit

BioVision, Inc., Milpitas, USA

Pierce® BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA

SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity
Substrate

Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA

Tab. 4: Antikdrper mit Spezifitidten, Wirtstieren, Verdiinnungen und Bezugsquellen

Spezifitit Wirtstier Verdiinnung  Bezugsquelle

Axl Kaninchen 1:1.000 Cell Signaling Technology, Cambridge,
Vereinigtes Konigreich

Beta-Aktin, Kaninchen 1:25.000 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

(peroxidasekonjugiert)

CD31 Ratte 1:50 Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, USA

Kaninchen Esel 1:1.000 Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland

(biotinkonjugiert)

Kaninchen Esel 1:200 Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland

(fluoresceinkonjugiert)

Kaninchen Esel 1:10.000 Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland

(peroxidasekonjugiert)

Ki-67 Kaninchen 1:50 Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA

P-Axl1 Kaninchen 1:500 Cell Signaling Technology, Cambridge,
Vereinigtes Konigreich

Ratte Esel 1:200 Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland

(konjugiert mit Cy3)
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Tab. 5: Apparaturen und Gerite mit Bezugsquellen

Apparatur/ Ger:it

Bezugsquelle

Apparaturen/ Boyden-Kammer-Assay

Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmiinster, Osterreich

Apparaturen/ Gelelektrophorese und

Western Blot

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Brutschrank

Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA

TECAN-Mikrotiterplatten-Photometer

Tecan Group AG, Ménnedorf, Schweiz

Entwicklungsapparat Synoptics Ltd, Cambridge, Vereinigtes Konigreich

Fluoreszenzmikroskop Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Gewebeschneider Mcllwain™, Stoelting Co., Wood Dale, USA

Konfokalmikroskop Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Kryostat MICROM International GmbH, Walldorf, Deutschland

Lichtmikroskop Nikon Corporation, Tokyo, Japan

MRT Bruker Corporation, Billerica, USA

Rotator SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Schiittelmaschine neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Sicherheitswerkbank Hera Safe, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA

Stereotaxierahmen David Kopf Instruments, Tujunga, USA

Thermoblock Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Wasserbad Stork-Tronic Stork GmbH & Co. KG, Stuttgart, Deutschland

Zellzéhlgerit Roche Applied Science, Penzberg, Deutschland

Zentrifuge HERAEUS MEGAFUGE 1.0R, Thermo Fisher Scientific Inc,

Waltham, USA

Zentrifuge [2]

HERAEUS FRESCO 17, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham,
USA

Tab. 6: Verbrauchsmaterialien mit Bezugsquellen

Verbrauchsmaterial Bezugsquelle

Deckgldschen Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland

Gel Blotting-Filterpapier Whatman plc, Maidstone, Vereinigtes Konigreich

Kaniilen Becton, Dickinson and Company (BD), Franklin Lakes, USA

Kryo-Container

Mr. Frosty " Freezing Container, Thermo Fisher Scientific Inc,
Waltham, USA

Kryordhrchen SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Kultureinsétze Transparent PET membrane, 0,4 um pore size, 1,6x106 pores/cmz,
Becton, Dickinson and Company (BD), Franklin Lakes, USA

Kulturflaschen Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA

Mikroliterspritze Hamilton Company USA, Reno, USA

Mikroreaktionsgefafie SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Mikrotiterplatten SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Objekttriager SuperFrost' ' Plus, MICROM International GmbH, Walldorf,

Deutschland

PVDF-Membranen

Immobilon-P Membran, Merck Millipore, Billerica, USA

Zentrifugenrdhrchen

Falcon®, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA

Tab. 7: Software mit Bezugsquellen

Software Bezugsquelle

Adobe Photoshop Adobe Systems, San Jose, USA

AxioVision Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
GeneSnap SynOptics Communications Inc., Santa Clara, USA
GraphPad Prism GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA

Imagel National Institutes of Health, Bethesda, USA
Magellan' Tecan Group Ltd., Minnedorf, Schweiz

Microsoft Office Microsoft Corporation, Redmond, USA
ParaVision Bruker Corporation, Billerica, USA

-17 -



MATERIAL UND METHODEN

Tab. 8: Zusammensetzungen der Medien mit Bezugsquellen

Medium Komponente Menge Bezugsquelle
Hungermedium fiir DMEM: 500 ml Life Technologies, Carlsbad, USA
Gliomzellen D-Glucose 4,5 g/

L-Glutamin (2 mM) 5 ml

Natriumpyruvat 5 ml

(100 mM)

FKS 1 ml Life Technologies, Carlsbad, USA
Kulturmedium fiir DMEM: 500 ml S.0.
Gliomzellen D-Glucose 4,5 g/1

L-Glutamin (2 mM) 5 ml

Natriumpyruvat 5 ml

FKS 50 ml s.0.

Penicillin/ Streptomycin 5 ml Life Technologies, Carlsbad, USA
Kulturmedium fiir BME 12,5 ml Life Technologies, Carlsbad, USA
Hirnschnitte Glucose (20 %) 1,5 ml Carl Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland

L-Glutamin (200 mM) 0,5 ml Life Technologies, Carlsbad, USA

MEM 23 ml Life Technologies, Carlsbad, USA

Penicillin/ Streptomycin 0,5 ml S.0.

PS 12,5 ml Life Technologies, Carlsbad, USA
Transportmedium fiir L-Glutamin (200 mM) 1 ml S.0.
Hirnschnitte MEM 99 ml 5.0.

Tab. 9: Zusammensetzungen des Trenn- und Sammelgels mit Bezugsquellen

Komponente 6%iges Trenngel 4%iges Sammelgel Bezugsquelle
(10 ml) (5 ml)
30 % Acrylamid 2,0 ml 0,65 ml Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
(37,5:1) USA
10 % APS 50 pul 25 ul Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA
ddH,0O 5,4 ml 3,05 ml S.0.
10 % SDS w/v 0,1 ml 0,05 ml SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland
TEMED 10 ul Sl Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA
0,5 M Tris-HC1 - 1,25 ml Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
(pH 6,8) USA
1,5 M Tris-HC1 2,5ml - Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
(pH 8,8) USA

-18 -



MATERIAL UND METHODEN

Tab. 10: Zusammensetzungen der Puffer und Losungen mit Bezugsquellen
Puffer/ Losung Zusammensetzung Bezugsquelle
Blockierlosung 5 gBSA Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA
100 ml TBS-Tween-Losung s.u.
Elektrophoresepuffer 192 mM Glycin SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland
25 mM Tris-Base SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland
0,1 % SDS in H,O SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland
TBS-Tween-Losung 1000 ml TBS SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland
0,5 ml Tween SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland
Transferpuffer 700 ml ddH,O S.0.
200 ml Methanol 5.0.
100 ml Transferpuffer 10x s.u.
Transferpuffer 10x 144 g Glycine S.0.
30,3 g Tris-Base S.0.
Tab. 11: Zusammensetzung der Narkoselosung von 10 ml mit Bezugsquellen
Komponente Menge in ml Bezugsquelle
Aqua ad iniectabilia 8,5 B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland
Ketaminhydrochlorid 0,7 Pfizer Inc.,
(Ketavet® 100 mg/ml) New York City, USA
Xylazinhydrochlorid 0,8 Bayer AG,
(Rompun” 2 %) Leverkusen, Deutschland

2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Zellkultur und Gliom-Zelllinien

Die Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank
durchgefiihrt. Die Zellkultivierung erfolgte in unbeschichteten, aus Polystyrol gefertigten
Kulturflaschen mit Kulturmedium. Alle Reagenzien wurden vor Zellkontakt im Wasserbad auf
37 °C temperiert. Die Inkubation der Zellen fand im Brutschrank bei 5%iger CO,-Atmosphire,
99 % Luftfeuchtigkeit und 37 °C statt. Die Zentrifugation einer Zellsuspension wurde stets mit
1300 rcf fiir 7 min bei Raumtemperatur vollzogen. Fiir die Versuche wurden kryokonservierte
Zellen verwendet. Die Zellen wurden adhérent als Monolage kultiviert. Die optische Konfluenz
und Morphologie der Zellen wurden tiglich lichtmikroskopisch untersucht. Das Kulturmedium
wurde je nach Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen nach 48 bis 72 h ausgetauscht. Alle Zellen

wurden bis zu einer Konfluenz von ca. 80 % kultiviert, bevor sie fiir nachfolgende Versuche
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verwendet wurden. Folgende Gliom-Zelllinien wurden in der vorliegenden Arbeit experimentell
untersucht: GL261 (murine Gliom-Zelllinie), SF126, SF767, T98G, U87MG, U118MG,
U373MG, UI1242MG (jeweils humane Glioblastom-Zelllinien). Fiir die SFI126- und
U118MG-Zellen wurde im Juni 2014 eine Authentifizierung mittels STR-Analyse durchgefiihrt,
in der die Reinheit der Zelllinien bestétigt wurde (LGC Standards GmbH, Wesel, Deutschland).

2.2.2 Passagierung und Ernte der Zellen

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von ca. 80 % passagiert, um eine durch die
Kontakthemmung verlangsamte Zellteilungsrate zu verhindern. Zur Ernte der Zellen wurde das
Kulturmedium zunichst mittels einer Pasteurpipette abgesaugt. Es folgten die Waschung der
Zellen durch die Zugabe von 10 ml PBS, die anschlieBende Schwenkung der Kulturflasche und
die Absaugung des PBS. Nun wurden 4 ml Trypsin-EDTA zugefiihrt und die Zellen fiir 5 min im
Brutschrank inkubiert. Nach dem Abklopfen der Kulturflasche wurde die vollstindige Ablosung
der Zellen lichtmikroskopisch kontrolliert und die Trypsinierung durch die Zugabe von 8 ml
Kulturmedium mit FKS inaktiviert. Die Zellsuspension wurde anschlieBend zentrifugiert. Nach
der Absaugung des Uberstandes wurde das Zellpellet in 1 ml Kulturmedium oder PBS je nach
Versuchsprotokoll resuspendiert. Zur Passagierung wurde eine Teilmenge der Zellen in
Kulturflaschen mit 15 ml vorgelegtem Kulturmedium ausgesdt und inkubiert. Alle

Mengenangaben beziehen sich auf T75-Kulturflaschen.

2.2.3 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen

Vor dem Einfrieren der Zellen wurden diese geméll Punkt 2.2.2 mit PBS gewaschen, trypsiniert
und zentrifugiert. Nach der Absaugung des Uberstandes wurde das Zellpellet je nach Zelldichte
in einer geeigneten Menge gekiihltem Einfriermedium aus FKS und 10 % DMSO resuspendiert,
jeweils 1 ml der Zellsuspension in Kryoréhrchen iiberfithrt und fiir 24 h in einem mit
Isopropanol gefiillten Kryo-Container bei —80 °C eingefroren. Zur langfristigen Lagerung
wurden die Zellen in Fliissigstickstoff bei—180 °C kryokonserviert. Das Auftauen
kryokonservierter Zellen erfolgte im Wasserbad bei 37 °C. AnschlieBend wurde die
Zellsuspension in Zentrifugenr6hrchen {tberfiihrt, im Verhiltnis 1:10 mit Kulturmedium

verdiinnt, zentrifugiert und ausgesit.
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2.2.4 Bestimmung und Einstellung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl wurde mit dem elektronischen Zellzdhlgerdt CASY TT nach den
Herstellerangaben durchgefiihrt. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen geerntet und
im Verhéltnis 1:10 mit Kulturmedium verdiinnt. AnschlieBend wurden 100 pl der Zellsuspension
in 10 ml CASYton gel6st und zur Quantifizierung in das Zellzdhlgerit iiberfiihrt. Die fiir die
Versuche definierten Zellzahlen resultierten aus einer Verdiinnung der Zellsuspension mit einer

entsprechenden Menge Kulturmedium oder mit PBS je nach Versuchsprotokoll.

2.3 Proteinbiochemische Methoden

Die Untersuchung der Expression von Axl und P-Axl in den Gliomzellen erfolgte mittels

Western Blot.

2.3.1 Vorbereitung der Zellen und Isolierung der Proteine

Zur Proteinisolierung wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen zweimal mit
eisgekiihltem PBS gewaschen. Den Zellen wurde anschlieBend 200 pl eisgekiihlter Lysepuffer
(RIPA-Puffer) mit dem Zusatz von Protease- und Phosphatase-Inhibitoren jeweils im Verhéltnis
1:100 zugefiihrt und die Kulturflaschen danach fiir 5 min auf Eis platziert. Die Zellen wurden
danach mit einem Schaber vom Kulturgefilboden abgelost. Das Zelllysat wurde in ein
Mikroreaktionsgefal} {iberfiihrt und mehrfach mittels Pipette und 25G Normalkaniile aufgezogen.
Das Zelllysat wurde darauthin mit 1400 g fiir 15 min bei 4 °C zentrifugiert, um vorhandene
Zelltriimmer zu pelletieren. Der resultierende Uberstand mit den enthaltenen Proteinen wurde
vom Pellet getrennt und fiir die folgenden Proteinbestimmungen und Western Blot-Analysen

aliquotiert. Die langfristige Lagerung der Proteinlysate erfolgte bei —80 °C.

2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des Pierce® BCA Protein Assay
Kits nach den Herstellerangaben. Vor der Konzentrationsbestimmung wurden die Proteinlysate
im Verhéltnis 1:10 mit Lysepuffer verdiinnt. Als Blindlésung diente Lysepuffer. Zur Erstellung

einer Standardkurve wurde bovines Serumalbumin in den Konzentrationen 2000 pg/ml,
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1500 pg/ml, 1000 pg/ml, 750 ug/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml und 0 pg/ml verwendet.
Die photometrische Messung erfolgte mit dem TECAN-Mikrotiterplatten-Photometer bei
562 nm unter Anwendung der Software Magellan™. Nach der Konzentrationsbestimmung
wurden die Proteinlysate mit Lysepuffer verdiinnt, sodass gleiche Proteinkonzentrationen in

einer Vergleichsgruppe bestanden.

2.3.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung der in den Lysaten enthaltenen Proteine auf der Basis ihrer Molekiilmasse
wurde die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefiihrt.
Zunichst wurde das Polyacrylamid-Gel vorbereitet. Nach dem Aufbau der Gelapparatur aus
zwei Glasplatten und einem Fixierrahmen wurde ein 6%iges Trenngel gegossen und mit 200 pl
Isopropanol zur Glittung der Oberflache beschichtet. Das Isopropanol wurde abgegossen, sobald
das Trenngel nach ca. 20 min polymerisiert war. Im Anschluss wurde ein 4%iges Sammelgel
iiber das Trenngel gelegt und mit einem Kamm zur Bildung von zehn Geltaschen bestiickt. Nach
der Polymerisation des Sammelgels wurde der Kamm entfernt und das fertige Gel in einer mit
Elektrophoresepuffer gefiillten Elektrophoresekammer montiert. AnschlieBend wurde eine
Losung aus 950 ul 4x LDS-Puffer und 50 pl B-Mercaptoethanol vorbereitet und den Lysaten im
Verhiltnis 1:4 zugefiihrt, bevor diese fiir 5 min bei 95 °C in einem Thermoblock denaturiert und
anschlieend auf Raumtemperatur temperiert wurden. Im Folgenden wurden die Geltaschen mit
200 pg Protein und 10 pl des Molekularmarkers beladen. Die SDS-PAGE wurde bis zum
Erreichen des Trenngels durch die Proteine bei 100 V und anschlieBend bei 150 V durchgefiihrt.
Sie wurde beendet, sobald die im LDS-Puffer enthaltenen Triphenylmethanfarbstoffe den Boden
des Gels nach ca. 1 Stunde erreichten. Schlielich wurde der Elektrophoresepuffer abgegossen

und das Gel vorsichtig aus der Elektrophoresekammer entfernt.

2.3.4 Western Blot

Zur Transferierung der Proteine vom Polyacrylamid-Gel auf eine Trigermembran wurde die
Methode des Western Blots im Tank-Blot-System angewendet. In dieser Arbeit wurden
ausschlieBlich Triagermembranen aus Polyvinylidenfluorid (PVDF-Membranen) mit einer
PorengrofBe von 0,45 um verwendet. Die PVDF-Membran wurde zunéchst fiir 30 s in Methanol

gelegt und danach fiir 2 min in H,O gewaschen. AnschlieBend wurden PVDF-Membran,
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Whatman-Filterpapiere sowie zwei Schwamme fiir 15 min im Transferpuffer equilibriert. Das
Polyacrylamid-Gel wurde fiir 5 min equilibriert. SchlieBlich wurde das Western Blot-Sandwich
zusammengefligt und in einer mit Transfer-Puffer gefiillten Western Blot-Kammer montiert. Der
Protein-Transfer fand bei 0,4 A fiir 70 min unter Eiskiihlung statt. SchlieBlich wurde der
Transferpuffer abgegossen und die PVDF-Membran aus dem Western Blot-Sandwich entfernt.
Zur Uberpriifung des Transfer-Erfolges wurde die PVDF-Membran fiir 30 s in Ponceau-Losung

gelegt und anschlieBend bis zur Sichtung der Proteinbanden in H,O gewaschen.

2.3.5 Immundetektion der Proteine und Bildentwicklung

Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran wurden diese durch Antikdrper
detektiert. Zunichst wurde die PVDF-Membran zur Reduktion unspezifischer Bindungen des
Primédrantikérpers blockiert. Hierzu wurde sie mit der Proteinseite nach innen eingerollt, in ein
Zentrifugenréhrchen eingefiigt und dieses mit 5 ml der Blockierlosung befiillt. Die Blockierung
erfolgte liber Nacht bei 4 °C in einem Rotator. AnschlieBend wurde die Blockierlosung
abgegossen und das Zentrifugenréhrchen mit 3 ml der Primérantikérperlésung befiillt. Die
PVDF-Membran wurde nun erneut {iber Nacht bei 4 °C im Rotator inkubiert. Es folgten drei
Waschschritte von jeweils 10 min, um unspezifisch gebundene Antikdrper zu entfernen. Fiir
jeden Waschschritt wurden die Zentrifugenréhrchen mit ca. 50 ml der TBS-Tween-Losung
befiillt. Nach dem AbgieBen der TBS-Tween-Lésung wurde die PVDF-Membran mit 3 ml der
Sekundérantikorperlosung fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur im Rotator inkubiert und im
Anschluss dreimal fiir jeweils 10 min gewaschen. Nach Verwendung des biotinkonjugierten
Sekundérantikorpers erfolgten an dieser Stelle die Inkubation der PVDF-Membran mit 3 ml der
Streptavidin-HRP-L6sung fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur sowie drei weitere Waschschritte
fir jeweils 10 min. Die Kombination aus Biotin und Streptavidin flihrt zu einer
Signalamplifikation, sodass geringere Proteinmengen detektierbar werden. Die verwendeten
Antikorper sind in Tab. 4 dargestellt und wurden vor ihrer Verwendung in Blockierlosung
verdiinnt. Auch Streptavidin-HRP wurde mit Blockierlésung verdiinnt. Anschlieend folgte die
Bildentwicklung. Die PVDF-Membran wurde dem Zentrifugenréhrchen entnommen und auf
einer Klarsichtfolie fixiert. Die ECL-Losungen wurden bei Raumtemperatur equilibriert und
anschlieend angemischt. Nun wurde die PVDF-Membran mit dem Entwicklungsreagenz
benetzt und fiir 5 min lichtgeschiitzt inkubiert. Die Bildentwicklung wurde mit einem

Entwicklungsapparat unter Anwendung der Software GeneSnap durchgefiihrt. Zur
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Qualitdtskontrolle vergleichbarer Proteinmengen auf der PVDF-Membran wurde diese mit
einem Antikorper gegen Beta-Aktin inkubiert. Der Nachweis von Beta-Aktin erfolgte aufgrund
seiner Funktion als Haushaltsgen (87). Zur Losung der gebundenen Antikdrper wurde die
PVDF-Membran dreimal in kochendes Leitungswasser fiir jeweils 10 min gelegt. Es folgten drei
Waschschritte in TBS-Tween-Losung fiir jeweils 10 min. Die Blockierung der PVDF-Membran
erfolgte fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf einer Schiittelmaschine. AnschlieBend wurde
die PVDF-Membran fiir eine weitere Stunde bei Raumtemperatur mit dem
peroxidasekonjugierten Beta-Aktin-Antikorper inkubiert. Nach dreimaliger Waschung der
PVDF-Membran erfolgte die Bildentwicklung.

2.4 Funktionelle Assays

Die AxI-Inhibitoren wurden fiir die funktionellen Assays in DMSO und DMEM gel6st und in

einer Konzentration von 12,5 uM appliziert.

2.4.1 MTT-Assay

Zur Evaluierung des Effekts der Axl-Inhibitoren auf die Zellviabilitit wurden die Zelllinien
GL261, SF126, US7MG und U118MG im MTT-Assay analysiert. Die Zellen wurden hierfiir auf
Flachboden-Mikrotiterplatten ausgesét (4000 Zellen pro Vertiefung). Nach einer Inkubation von
24 h erfolgte die Behandlungsphase. Es wurden jeweils 11 pl der Axl-Inhibitor-Losungen alle
12 h zum Kulturmedium hinzugegeben. Die Zellen wurden wéhrend der Behandlungsphase
lichtmikroskopisch fotodokumentiert und zwischen den Behandlungen im Brutschrank inkubiert.
Die MTT-Stammlosung wurde nach Herstellerangaben angesetzt, aliquotiert und bis zur
Verwendung lichtgeschiitzt bei —20 °C gelagert. Die MTT-Assays wurden 48 h nach erstmaliger
Applikation der AxIl-Inhibitoren durchgefiihrt. Hierfiir wurde das Kulturmedium aus den
Vertiefungen der Mikrotiterplatten abgesaugt und diese mit je 100 ul PBS gewaschen. In jede
Vertiefung wurden anschlieBend 100 pl einer MTT-PBS-Losung im Verhéltnis 1:10 pipettiert.
Nach dreistiindiger Inkubation wurde die MTT-PBS-Losung entfernt und durch 100 pl einer
DMSO-Isopropanol-Losung im Verhéltnis 1:1 ersetzt. Die Mikrotiterplatten wurden fiir 10 min
auf einer Schiittelmaschine platziert und die Losungen jeder Vertiefung anschliefend
suspendiert. Die photometrische Messung der optischen Dichte (OD-Wert) wurde mit dem
TECAN-Mikrotiterplatten-Photometer bei 570 nm unter Anwendung der Software Magellan™
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durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte als relativer Vergleich der ermittelten OD-Werte

behandelter Zellen gegeniiber denen der Kontrollproben in Prozent.

2.4.2 CPP32-Assay

Zur Evaluierung des Effekts der AxI-Inhibitoren auf das Apoptoseverhalten wurde die Zelllinie
SF126 im Apoptose-Assay analysiert. Der Apoptose-Assay wurde mit dem Caspase-3/CPP32
Colorimetric Assay Kit durchgefiihrt. Die Zellen wurden zunéchst bis zur Konfluenz von ca.
80 % in T25-Kulturflaschen kultiviert und mit PBS gewaschen. Zur Synchronisierung des
Zellzyklus wurden die Zellen nun fiir 24 h in 5 ml des Hungermediums inkubiert. Anschlieend
wurde das Hungermedium erneuert und mit 100 ul der Axl-Inhibitor-Losungen versetzt. Nach
einer Inkubation von 12 h wurden die Zellen geerntet und gezéhlt. Es erfolgte die Einstellung auf
ca. 1,75 x 10° Zellen in 50 pl eisgekiihltem Lysepuffer des CPP32-Assay Kits. Die weitere
Durchfiihrung des Apoptose-Assays erfolgte nach den Herstellerangaben. Fiir die Versuche
wurden 200 pg Protein verwendet. Die photometrische Messung wurde mit dem
TECAN-Mikrotiterplatten-Photometer bei 405 nm unter Anwendung von Magellan™
durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte als relativer Vergleich der ermittelten OD-Werte

behandelter Zellen gegeniiber denen der Kontrollproben in Prozent.

2.4.3 Boyden-Kammer-Assay

Zur Evaluierung des Effekts der AxI-Inhibitoren auf das Migrationsverhalten wurden die
Zelllinien SF126 und U118MG im Boyden-Kammer-Assay analysiert. Zur Definierung des
oberen Kompartiments wurden Kultureinsidtze mit einer mikroporésen Membran (Porengrof3e
von 8 um) verwendet. Die Kultureinsdtze wurden auf Flachboden-Mikrotiterplatten iiberfiihrt,
die das untere Kompartiment bildeten. Zunédchst wurden die Kultureinsidtze mit Fibronektin
(10 ug/ml  in PBS) beschichtet. Hierzu wurden die Kultureinsdtze mit der
Fibronektin-PBS-Losung befiillt und fiir 2 h inkubiert. Die Fibronektin-PBS-Losung wurde
anschlieend abgesaugt. Die Vertiefungen der Mikrotiterplatten wurden mit jeweils 110 ul FCM
(engl. fibroblast-conditioned medium) befiillt. FCM enthilt u. a. von Fibroblasten sezernierte
Wachstumsfaktoren, welche im Boyden-Kammer-Assay als Migrationsstimulanzien verwendet
wurden (88). Die Zellen wurden wie beschrieben geerntet. Nach der Zentrifugation wurde das
Zellpellet in 200 ul DMEM ohne FKS resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Die
Kultureinsitze wurden jeweils mit 50.000 Zellen befiillt. Die AxI-Inhibitor-Losungen (100 ul)
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wurden nach der Aussaat der Zellen in die Kultureinsdtze pipettiert. Die Zellen wurden nach der
Behandlung fiir 3 h inkubiert. Anschlieend erfolgte die Fixierung, Farbung und Zahlung der
migrierten Zellen. Zellen, die auf der Oberseite der Membran verblieben, wurden mit einem
Wattestibchen entfernt. Die migrierten Zellen wurden 5 min in Methanol fixiert. Die
Kultureinsidtze wurden nun 5 min getrocknet und dann mit einer DAPI-PBS-Losung im
Verhiltnis 1:100 zur Férbung der Zellkerne befiillt. Dann wurden sie in mit PBS gefiillte
Flachboden-Mikrotiterplatten iiberfithrt und mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Pro
Membran wurden 4 Gesichtsfelder betrachtet (10x Objektiv) und die dort sichtbaren Zellen
ausgezdhlt. Die Auswertung wurde mit der Software ImageJ realisiert und erfolgte als relativer
Vergleich der ermittelten Zellzahlen behandelter Zellen gegeniiber denen der Kontrollproben in

Prozent.

2.5 Sphiroid-Invasions-Assay

Zur Evaluierung des Effekts der AxI-Inhibitoren auf das Invasionsverhalten wurde die Zelllinie

U118MG im Sphiroid-Invasions-Assay analysiert.

2.5.1 Vorbereitung der Zellen

Die Zellen wurden wie beschrieben kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Farbung der Zellen mit
dem Cyaninfarbstoff 1,1'-dioctadecyl-3,3,3'3'-tetramethylindocarbocyanin-perchlorat  (Dil).
Hierfiir wurde das Kulturmedium abgesaugt und durch eine steril filtrierte Losung aus 10 ml
Kulturmedium (T75-Kulturflasche) mit einem Zusatz von 75 ul Dil-Reagenz ersetzt. Nach einer
Inkubation von 24 h im Brutschrank erfolgte die Generierung multizelluldrer Tumorsphéroide.
Hierzu wurden die Zellen zundchst geerntet und gezdhlt. SchlieBlich wurden die Zellen auf
Rundboden-Mikrotiterplatten ausgesdt. Jede Vertiefung wurde mit 30 ul der Zellsuspension
(ca. 7000 Zellen) sowie einem Zusatz von 100 pl einer 2:10 Methocell-Kulturmedium-Ldsung
befiillt. Das viskdse Methocell (Carboxymethylcellulose) verhindert ein schnelles Absinken der
Zellen auf den Boden der Vertiefungen und begiinstigt das Formieren zu Sphiroiden. Nach einer
Inkubation von weiteren 24 h wurden die makroskopisch sichtbaren Sphiroide auf die
Hirnschnitte platziert. Fiir die Versuche wurden ausschliefSlich Sphiroide mit einem

Durchmesser von 300 — 500 um und rundlicher Kontur verwendet.
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2.5.2 Anfertigung der Hirnschnitte, Sphdroidplatzierung und Behandlung

Fiir den Sphiroid-Invasions-Assay wurden Mause-Jungtiere (C57BL/6NCrl, Charles River
Laboratories, Wilmington, USA) im Alter von 3 — 6 Tagen verwendet. Die Versuchstiere wurden
unmittelbar nach der Trennung vom Muttertier dekapitiert und die Gehirne anschlieBend mit
einer chirurgischen Pinzette entnommen. Nach der Spaltung der Gehirne entlang der Fissura
longitudinalis cerebri mit einem Skalpell wurden unter Verwendung eines Gewebeschneiders
sagittale, 300 um dicke Hirnschnitte jeder Hirnhemisphére angefertigt. Die Hirnschnitte wurden
fiir wenige Minuten in einer mit dem Transportmedium gefiillten Petrischale gelagert, bis die
Platzierung der Sphéroide erfolgte. Die Kultivierung der Hirnschnitte mit den Sphéiroiden
erfolgte in Flachboden-Mikrotiterplatten. Jede Vertiefung wurde mit 0,5 ml des Kulturmediums
fiir Hirnschnitte gefiillt und mit einem Kultureinsatz bestlickt. Die Kultureinsédtze besitzen eine
mikroporése Membran als Trégerplatte fiir die Hirnschnitte, die in das Kulturmedium innerhalb
der Vertiefungen eingetaucht wird und die Erndhrung gewahrleistet. Die Hirnschnitte wurden
durch eine Pasteurpipette aufgenommen und in die Kultureinsétze {iberfiihrt. SchlieBlich erfolgte
die Platzierung der Sphiroide. Hierzu wurde ein Sphiroid durch eine Pipette aufgenommen und
auf die Oberfliche eines Hirnschnittes zwischen dem Corpus callosum und dem Striatum
aufgebracht. In den Kultureinsdtzen vorhandenes Medium wurde vollstindig abgesaugt. Die
Hirnschnitte mit den Sphdroiden wurden im Folgenden 24 h inkubiert. Das Kulturmedium fiir
die Hirnschnitte wurde alle 48 h erneuert. Die Behandlungsphase wurde 24 h nach der
Platzierung der Sphiroide begonnen. Es wurden jeweils 100 ul der AxI-Inhibitor-Lésungen alle
12 h fir 7 d zum Kulturmedium hinzugegeben. Die AxIl-Inhibitoren wurden fiir den
Sphéroid-Invasions-Assay in DMSO und DMEM gel6st und in der Konzentration 12,5 uM
appliziert. Zwischen den Behandlungen wurden die Hirnschnitte mit den Sphédroiden im

Brutschrank inkubiert.

2.5.3 Fixierung und Fdarbung von Hirnschnitten mit Sphdroiden

Nach der Behandlungsphase wurden die Hirnschnitte mit den Sphdroiden fixiert und geférbt.
Vor der Fixierung mit 4%igem PFA in PBS wurden die Kultureinsidtze auf neue
Mikrotiterplatten gesteckt. Die Vertiefungen der Mikrotiterplatten erhielten 1 ml, die
Kultureinsitze weitere 0,5 ml PFA-PBS-Losung. Die Hirnschnitte wurden nun fiir 2 h bei 37 °C

inkubiert. AnschlieBend wurden sie unter Verwendung eines Pinsels auf neue Mikrotiterplatten
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mit 0,5 ml vorgelegtem PBS iiberfiihrt. Danach folgte die dreimalige Waschung der Hirnschnitte
in PBS auf einer Schiittelmaschine fiir jeweils 5 min. Zur eindeutigen Identifikation der
Hirnschnittgrenzen wéhrend der Konfokalmikroskopie erfolgte die Farbung mit dem Farbstoff
TO-PRO®-3. Hierfiir wurden 1 ml einer TO-PRO®-3-PBS-Losung im Verhéltnis 1:10.000 in
jede Vertiefung pipettiert und die Hirnschnitte fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Wihrend und nach der Farbung wurde unter lichtgeschiitzten Bedingungen gearbeitet.
SchlieBlich wurden die Hirnschnitte dreimal in PBS sowie einmal in Wasser auf einer
Schiittelmaschine fiir jeweils 5 min gewaschen. Die Lagerung der Hirnschnitte erfolgte in PBS,

lichtgeschiitzt im Kiihlschrank bei 4 °C.

2.5.4 Konfokalmikroskopie und Auswertung

Die Auswertung des Sphéaroid-Invasions-Assays erfolgte mittels Konfokalmikroskopie. Diese
ermdglichte eine dreidimensionale Ausmessung der Distanzen zwischen invadierten Gliomzellen
und Sphiroidverbund. Die Mikroskopie wurde am Folgetag der Farbung mit TO-PRO®-3
durchgefiihrt, um einen Verlust der Signalintensitit zu vermeiden. Vor der mikroskopischen
Untersuchung wurden die Hirnschnitte mit den Sphiroiden auf Deckgldschen {iberfiihrt und
eingedeckt. Die Auswertung erfolgte als absoluter Vergleich der gemessenen Distanzen der

invadierten Gliomzellen zur Grenze des Sphiroids.

2.6 Xenogenes, orthotopes Tumormodell

Die Effekte der Axl-Inhibitoren auf das Tumorzellwachstum wurden anhand eines xenogenen,
orthotopen Tumormodells mit MRT-Kontrollen untersucht. Die Zelllinien SF126 und U118MG

wurden hierfiir stereotaktisch intrazerebral in die Versuchstiere implantiert.

2.6.1 Versuchstiere

Fiir das Tumormodell wurden weibliche, thymusaplastische Nacktmiuse (CD1 Nu/Nu, Charles
River Laboratories, Wilmington, USA) im Alter von ca. 6 — 10 Wochen mit einem
Korpergewicht von 20 — 28 g verwendet. Die Haltung der Versuchstiere erfolgte unter
pathogenfreien Bedingungen in Polycarbonat-Kéifigen zu maximal je fiinf Tieren mit

kontrollierter = Raumtemperatur und  Luftfeuchtigkeit sowie einem  12-stiindigen
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Tag-Nacht-Zyklus. Nestmaterial in Form von Papierstreifen und Kunststoffrohren wurde zur
Verfligung gestellt. Futter und Trinkwasser wurden nicht autoklaviert und ad libitum angeboten.
Die Betreuung der Versuchstiere erfolgte durch ausgebildete Tierpfleger. Nach der Operation
wurden die Versuchstiere durch im Trinkwasser beigemischtes Tramadol (15 mg/kg KG)
analgesiert und tdglich hinsichtlich Korpergewicht und Verhalten beurteilt. Folgende
Abbruchkriterien resultierten in einer vorzeitigen Totung der Versuchstiere: > 20 %
Korpergewichtsverlust, zunehmende motorische Unruhe oder Apathie, neurologische Defizite
wie z. B. Hemiplegie. Die Behandlung mit den AxI-Inhibitoren wurde je nach Zelllinie entweder
3 d (SF126) oder 7 d (U118MG) nach Tumorzellimplantation aufgrund unterschiedlicher
Wachstumsparameter begonnen. Die Axl-Inhibitoren wurden alle 12 h bis zum Tag 14 nach
Tumorzellimplantation appliziert, indem jeweils 0,15 ml der Axl-Inhibitor-Losungen
intraperitoneal injiziert wurden. Die Axl-Inhibitoren wurden fiir das Tumormodell in DMSO und

PEG300 gelost und in den Konzentrationen 30 — 100 mg/kg Korpergewicht (KG) verabreicht.

2.6.2 Vorbereitung der Zellen

Die Zellen wurden wie beschrieben kultiviert, geerntet und gezihlt. Nach der Zentrifugation der
Zellsuspension wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml PBS (SF126) oder
DMEM ohne FKS (U118MG) resuspendiert. Die fiir die Tumorzellimplantationen erforderlichen
Zellzahlen unterschieden sich bei den verwendeten Zelllinien SF126 und U118MG aufgrund

ithrer unterschiedlichen Wachstumsparameter und sind in Tab. 12 dargestellt.

Tab. 12: Zelllinien mit zu implantierenden Zellzahlen
Zelllinie Eingestellte Zellzahl Verdiinnung in Implantierte Zellen
SF126 2x10"/ml PBS 20.000 in 1 pl
U118MG 1 x 10°/ml DMEM ohne FKS 500.000 in 5 pl
2.6.3 Stereotaktisch intrazerebrale Tumorzellimplantation

Zunichst erfolgte die intraperitoneale Injektion von 0,1 ml der Narkoseldsung pro 10 g KG zur
Anisthesie. Zum Augenschutz wihrend der Narkose wurde Bepanthen® Augensalbe aufgetragen.
Alle Versuchstiere erhielten 0,1 ml Benzylpenicillin-Natrium als Injektion in den Musculus
quadriceps femoris zur Infektionsprophylaxe. Eine hinreichende Narkosetiefe wurde durch das
Ausbleiben des Interdigitalisreflexes bestétigt und die Kopfe der Versuchstiere im Anschluss

horizontal im Stereotaxierahmen fixiert. Der Desinfektion der Kopfhaut folgte eine ca. 1 cm
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lange Inzision in der Langsachse des Kopfes durch eine chirurgische Schere unter Freilegung der
Schéidelkalotte. Die Gliomzellen wurden im Bereich des Caudatuskopfes der rechten
Hirnhemisphére implantiert. Hierfiir wurden die Wundridnder zunéchst gespreizt und das Bregma
als basaler Orientierungspunkt aufgesucht. Die Applikation der Zellen erfolgte iiber eine
Mikroliterspritze. Diese wurde im Voraus dreimal mit 70%igem Ethanol und anschlieend
dreimal mit PBS gespiilt. AnschlieBend wurde die Mikroliterspritze mit 1 pl (SF126) bzw. 5 ul
(U118MQG) der Zellsuspension befiillt und schlieBlich in der Halterung des Stereotaxierahmens
eingespannt. Mit den Stereotaxieschrauben wurde die Mikroliterspritze iiber dem Bregma
platziert und 1 mm nach rostral sowie 2 mm nach lateral rechts verschoben. Die Schidelkalotte
wurde am Implantationspunkt mit einer 23 G 1"~ Normalkaniile trepaniert. Die Nadel der
Mikroliterspritze wurde dann zundchst 4 mm ins Hirnparenchym eingebracht und darauthin
I mm zuriickgestellt, um eine Tasche fiir die zu implantierenden Zellen zu schaffen. Die
Applikation von 1 pl (SF126) bzw. 5 ul (U118MG) Zellsuspension erfolgte im Anschluss
kleinschrittig innerhalb eines Zeitraums von 5 min. Nach einer Wartezeit von 5 min wurde die
Mikroliterspritze innerhalb von weiteren 5 min vorsichtig aus dem Hirnparenchym entfernt. Die
Operationswunde wurde durch eine kontinuierliche Hautnaht verschlossen. Zur spéteren
Identifikation wurden die Versuchstiere durch Ohrlochungen markiert. Bis zum Erwachen der
Versuchstiere wurden diese hinsichtlich Bewusstseinsquantitdt kontrolliert sowie zur

Vermeidung von Hypothermie in ihrem Kéfig auf einer Warmeplatte platziert.

2.6.4 Magnetresonanztomographie und Auswertung

14 Tage nach der Tumorzellimplantation  wurden  Messungen an  einem
7-Tesla-Ganzkdrper-MRT  fiir  Kleintiere in  T1-Gewichtung zur Uberwachung der
Tumorprogression durchgefiihrt. Die MRT-Untersuchungen fanden im neurowissenschaftlichen
Forschungszentrum (NWFZ) der Charit¢ — Universitditsmedizin Berlin statt. Die Versuchstiere
erhielten zunichst eine intravendse Injektion von 0,2 ml des Kontrastmittels Magnevist®
(Gadopentetat-Dimeglumin) und wurden durch die inhalative Applikation von 1,5 — 2 %
Isofluran in einem Gasgemisch aus 30 % molekularem Sauerstoff und 70 % Distickstoffoxid
andsthesiert. Das Kontrastmittel wurde zuvor mit isotonischer Natriumchloridlosung im
Verhiltnis 1:5 verdiinnt. AnschlieBend wurden die Versuchstiere unter Aufrechterhaltung der
Anédsthesie in einer Halterung innerhalb des MRT-Tunnels fixiert. Wéhrend der

MRT-Messungen wurden eine ausreichende Narkosetiefe durch ein Monitoring der
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Atemfrequenz kontrolliert und die Versuchstiere durch den Kontakt zu einem Schlauchsystem
mit Warmwasserzufuhr vor Hypothermie bewahrt. Datenerfassung und Bildverarbeitung
erfolgten mit der Software ParaVision. Nach den MRT-Untersuchungen wurden die
TumorgrofBen mit der Software Imagel] kalkuliert. Die Auswertung erfolgte als absoluter
Vergleich der im MRT ermittelten Tumorgréf3en behandelter Versuchstiere gegeniiber denen der

Kontrollgruppe.

2.6.5 Versuchstiertotung, Perfusion und Gehirnexplantation

Die Versuchstiertotung erfolgte nach den MRT-Untersuchungen am 14. postoperativen Tag.
Hierflir wurden die Versuchstiere zundchst geméal Punkt 2.6.3 anésthesiert und anschlieBend mit
einer chirurgischen Schere total sternotomiert sowie laparotomiert. Die Rippenbdgen wurden
distal durchtrennt und die vordere Thoraxwand entfernt. Zur Perfusion des groflen
Blutkreislaufes wurden die Versuchstiere auf der rechten Seite liegend fixiert, der linke
Ventrikel durch eine Kaniile punktiert und dann 10 ml PBS intrakardial injiziert. Um den
vendsen Blutabfluss zu gewdhrleisten, wurde das rechte Atrium zuvor inzidiert. Der
Perfusionserfolg wurde durch ein Erblassen der inneren Organe wie Leber und Darm tiberpriift.
SchlieBlich folgte die Dekapitation der Versuchstiere durch eine chirurgische Schere. Nach dem
Abziehen der Kopfhaut unter Freilegung der Schédelkalotte wurde diese entlang der
Sutura sagittalis aufgetrennt und die obere Schiddeldecke durch eine chirurgische Pinzette
entfernt, sodass das Gehirn nach Durchtrennung aller sichtbaren Hirnnerven vollstindig
entnommen werden konnte. Die Gehirne wurden in Kryoréhrchen tiberfiihrt und vorriibergehend

in Fliissigstickstoff gelagert. Die langfristige Lagerung der Gehirne erfolgte bei —80 °C.

2.7 Histologische und immunhistologische Methoden

2.7.1 Anfertigung der Kryoschnitte

Fir die Féarbungen wurden feingewebliche Schnitte unter Verwendung eines Kryostats
angefertigt. Vor Beginn des Schneidevorgangs wurden die Gehirne in 2%iger Gelantine
eingebettet und an ihrem Okzipitalpol im Kryostaten fixiert, sodass die Schnittrichtung von
rostral nach okzipital erfolgte. AnschlieBend wurden koronare, 20 um dicke Kryoschnitte aus

dem Tumorgewebe bei etwa —20 °C hergestellt. Die Kryoschnitte wurden an Objekttrager
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gebunden, fiir wenige Minuten bei Raumluft getrocknet und wihrend des weiteren
Schneidevorgangs im Kryostaten gelagert. Die langfristige Lagerung der Kryoschnitte erfolgte
bei —80 ° C. Die Fixierung der Kryoschnitte erfolgte erst unmittelbar vor den Farbungen. Die
gesammelten Kryoschnitte jedes Tumors wurden in drei gleichmifBig groBe Gruppen eingeteilt.

Diese wurden als rostrale und okzipitale Tumorgrenzen sowie als Tumorzentrum definiert.

2.7.2 Hdamatoxylin-Eosin-Fdrbung

Vor der Himatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) wurden die Kryoschnitte in mit Methanol
gefiillte Glaskiivetten iiberfiihrt und fiir 5 min bei —20 °C fixiert. Dann folgte dreimaliges
Waschen der Kryoschnitte in PBS auf einem Schiittler fiir jeweils 5 min. Zur Durchfiihrung der
HE-Féarbung wurde ein Standardprotokoll befolgt. Zunédchst wurde die Farbung der Kryoschnitte
in Hamatoxylin fiir 3 min und das anschlieBende Blduen durch Spiilung unter flieBendem
Leitungswasser flir weitere 2 min durchgefiihrt. Danach erfolgte die Farbung in Eosin fiir 30 s.
Nach einem erneuten Spiilschritt in Leitungswasser flir 15 s wurden die Kryoschnitte zunédchst in
70%igem Ethanol fiir 20 s und dann in einer aufsteigenden Ethanolreihe (80 %, 96 %, 100 %)
fiir jeweils 1 min dehydriert. Im Anschluss wurde zweimal fiir jeweils 1 min in Xylol geklért.
SchlieBlich wurden die HE-gefdrbten Kryoschnitte unter Verwendung eines Eindeckmediums

eingedeckt, bei Raumtemperatur getrocknet und gelagert.

2.7.3 Immunfluoreszenzfirbung von CD31 und Ki-67

Ein Antikérper gegen murines CD31 (engl. cluster of differentiation 31) wurde zur
Visualisierung von intratumoralen (CD31-positiven) Endothelzellen verwendet (89, 90). Ein
weiterer Antikorper wurde gegen humanes Ki-67 eingesetzt. Die Expression von Ki-67 ist mit
Zellproliferation assoziiert (91). Der verwendete Antikorper wies keine Kreuzreaktivitit gegen
murines Ki-67 auf. Vor Beginn der Farbung wurden die Kryoschnitte analog Punkt 2.7.2 fixiert
und dreimal in PBS gewaschen. Die Immunfluoreszenzfarbung von CD31 und Ki-67 erfolgte
simultan. Die in dieser Arbeit verwendeten Antikorper sind in Tab. 4 dargestellt und wurden vor
threr Verwendung in 0,5%iger Casein-PBS-Losung verdiinnt. Zur Reduktion unspezifischer
Bindungen wurden die Kryoschnitte vor dem Auftragen der Antikérper in 1%iger
Casein-PBS-Losung fiir 30 min bei Raumtemperatur blockiert. Nach dem Auftragen von 50 pl

der Primdrantikdrperlosung wurden die Kryoschnitte fiir 2 h inkubiert. Die Inkubation wurde
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stets in einer angefeuchteten, lichtundurchldssigen Farbekammer bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Es folgten drei Waschschritte in 0,5%iger Casein-PBS-Losung von jeweils 5 min,
um unspezifisch gebundene Antikérper zu entfernen. Danach wurden die Kryoschnitte mit 50 pl
der Sekundérantikorperlosung fiir weitere 1,5 h inkubiert. Die Kryoschnitte wurden zuletzt
lichtgeschiitzt dreimal in PBS sowie einmal in Leitungswasser flir jeweils 5 min gewaschen und
schlieBlich unter Verwendung von Eindeckmedium mit DAPI gegengefarbt und eingedeckt. Die
Lagerung der gefarbten Kryoschnitte erfolgte lichtgeschiitzt bei 4 °C. Bei allen
Immunfluoreszenzfarbungen wurden Negativkontrollen von Tumorgewebe angefertigt, um
unspezifische Antikorperbindungen weitestgehend auszuschlieBen. Hierzu wurde das

beschriebene Féarbeprotokoll befolgt, dabei jedoch auf den Primérantikorper verzichtet.

2.7.4 Immunfluoreszenzfirbung von apoptotischen Zellen

Die Immunfluoreszenzfarbung apoptotischer Zellen wurde mit dem ApopTag® Red In Situ
Apoptosis Detection Kit realisiert. Die Fixierung der Kryoschnitte und Férbung der
apoptotischen Zellen wurde nach den Herstellerangaben durchgefiihrt. Im Anschluss erfolgte die
Eindeckung der Kryoschnitte mit Medium (DAPI), geméd3 dem im Punkt 2.7.3 beschriebenen
Protokoll.

2.7.5 Mikroskopie und Auswertung

Die Mikroskopie der gefarbten Kryoschnitte wurde mit dem computergestiitzten, inversen
Forschungsmikroskop Axio Observer.Zl mit Fluoreszenz-System und konnektierter
Digitalkamera durchgefiihrt. Die Digitalaufnahmen wurden mit der Software AxioVision
bearbeitet. Aus jeder Behandlungsgruppe wurden drei Tumoren mikroskopiert. Pro Tumor
wurden neun gefiarbte Kryoschnitte fiir die Betrachtung herangezogen. Dabei handelte es sich
um jeweils drei Kryoschnitte aus der rostralen und okzipitalen Tumorgrenze sowie aus dem
Tumorzentrum. Die HE- bzw. DAPI-Farbung ermdglichte die Differenzierung des Tumors vom
iibrigen Hirnparenchym. Die Immunfluoreszenzfairbungen wurden am Folgetag der Farbung
mikroskopiert, um einen Verlust der Signalintensitit auszuschlieBen. Zur Auswertung der
Immunfluoreszenzfarbungen wurden abhingig von der TumorgroBe drei bis flinf nicht
iiberlappende Untersuchungsfelder des Tumorrandes sowie zwei bis drei Untersuchungsfelder
des Tumorinneren aufgenommen (20x Objektiv). Dies entspricht ca. 60 Digitalaufnahmen pro

Tumor. Bei der Einstellung von Untersuchungsfeldern der Tumorrdnder wurde auf ein
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Verhiltnis von ca. 2:1 zwischen Tumorfliche und nichttumorésem Hirnparenchym geachtet.
AusschlieBlich die Tumorfliche wurde in die Auswertung einbezogen. Die Auswertung erfolgte
mit Imagel]. CD31-positive Zellen wurden als Endothelzellen definiert. Einzelne CD31-positive
Endothelzellen und Endothelzellcluster mit oder ohne Lumen, die eindeutig separiert von
benachbarten CD31-positiven Signalen vorlagen, wurden als jeweils ein Mikrogefdll ausgezéhlt
und vermessen. ApopTag®-positive Zellen wurden als apoptotische Zellen definiert und
ausgezdhlt. Alle ausgezdhlten oder vermessenen Objekte wurden stets in Relation zur zuvor
vermessenen Tumorfliche angegeben. Die Mikroskopie der HE-Farbungen erfolgte innerhalb
weniger Tage nach der Farbung. Fiir die Auswertung wurden drei bis fiinf Untersuchungsfelder
des Tumorrandes (ca. 40 Digitalaufnahmen pro Tumor, 10x Objektiv) einbezogen. Die Tumoren

wurden hinsichtlich des invasiven Wachstums ins Hirnparenchym betrachtet.

2.8 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung wurde die Software GraphPad Prism verwendet. Zur
Signifikanztestung wurden der t-Test sowie die Varianzanalyse (ANOVA) mit anschlieBender
Bonferroni-Korrektur (Konfidenzniveau: 95 %) durchgefiihrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als
statistisch signifikant definiert. Die Auswertung der Western Blots erfolgte semiquantitativ. Die
CPP32-Assays erfolgten in Duplikaten. Die MTT-Assays und Sphiroid-Invasions-Assays
erfolgten mindestens in Triplikaten. Fiir die Boyden-Kammer-Assays wurden mindestens
6 (UI18MG) bzw. 10 (SF126) Parallelproben angesetzt. Die Tierversuche erfolgten mit
mindestens 3 (SF126) bzw.4 (Ul118MG) Tieren pro Vergleichsgruppe. Mittels der
Immunfluoreszenzfarbungen wurden 2 Tiere (Kontrollgruppe) bzw. 3 Tiere (behandelte
Gruppen) untersucht. Bei den Versuchstieren lagen zu Beginn der Experimente keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich Alter und Korpergewicht vor. Die MRT-Untersuchungen
der Versuchstiere sowie die Mikroskopie und Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen

erfolgten verblindet.
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3 ERGEBNISSE

Das Ziel dieser Studie war die Evaluierung der zielgerichteten Inhibierung von Axl durch
BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 in Modellen des Glioblastoms. Im Folgenden sind
die Ergebnisse der Studie grafisch dargestellt. Die Grafiken wurden mit Microsoft PowerPoint
und GraphPad Prism erstellt. Bei den dargestellten Werten handelt es sich jeweils um das
arithmetische Mittel + Standardabweichung mit Markierungen fiir statistisch signifikante
Unterschiede. Die Axl-Inhibitoren wurden in den Grafiken mit ,,BMS®, ,,LDC* und , MPCD*
abgekiirzt.

3.1 Ergebnisse der Western Blots

Die Gliom-Zelllinien SF767, US7MG, U373MG, T98G, SF126, U1242MG und U118MG
wurden zur Charakterisierung des Expressionsverhaltens hinsichtlich Axl und P-Axl im
Western Blot  semiquantitativ  analysiert. Zunédchst wurde ein peroxidasekonjugierter
Sekundérantikorper zur Immundetektion verwendet (Abb. 3). Die Intensitdt der Signale fiir Axl
variierte in den getesteten Gliom-Zelllinien. Starke Signale waren in den Zelllinien T98G,
USTMG, U118MG, U373MG und U1242MG detektierbar. Die Zelllinien SF126 und SF767
wiesen schwache Signale auf. Signale fiir P-Ax] waren in jeder Zelllinie erkennbar. In einem
zweiten Versuch wurde ein biotinkonjugierter Sekundirantikérper und Streptavidin
(peroxidasekonjugiert)  verwendet  (Abb.4). Diese = Kombination  erzeugt eine
Signalamplifikation, sodass geringere Proteinmengen detektiert werden konnen. Hierbei zeigten

sich auch in der Zelllinie SF126 deutliche Signale fiir Ax]1 und P-AxI.
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Abb. 3: Axl-Expression in multiplen Gliom-Zelllinien in vitro

Western Blot der Zelllinien SF767, US7TMG, U373MG, T98G, SF126, U1242MG und U118MG
zur Charakterisierung des Expressionsverhaltens hinsichtlich Axl und P-Axl. Hier wurde ein
peroxidasekonjugierter Sekundérantikorper verwendet. Es wurden jeweils 200 pg der isolierten
Proteine jeder Zelllinie aufgetragen. Axl besitzt eine Molekiilmasse von ca. 138 kDa. Beta-Aktin

(ca. 42 kDa) wurde aufgrund seiner Funktion als Haushaltsgen detektiert.
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Abb. 4: Axl-Expression der SF126-Zellen in vitro

Western Blot der Zelllinie SF126 zur Charakterisierung des Expressionsverhaltens hinsichtlich Axl
und P-Axl. Hier wurde ein biotinkonjugierter Sekundérantikérper und Streptavidin verwendet. Es

wurden 200 pg der Proteine aufgetragen.

3.2 Ergebnisse der funktionellen Assays

3.2.1 Zellmorphologische Beobachtungen

Zur Charakterisierung des Effekts von BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 auf die
Zellmorphologie wurde die Zelllinie U118MG widhrend der Behandlungsphase im

Phasenkontrast-Verfahren fotodokumentiert. Es zeigte sich, dass die Axl-Inhibitoren eine
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verdnderte Zellmorphologie induzieren. In Abb. 5 sind reprisentative, mikroskopische
Ausschnitte dargestellt. Unter Standardkulturbedingungen imponierten die Gliomzellen als
adhérente, fibroblastenartige Zellen mit multiplen Zellfortsdtzen. Ein geringer Anteil der
Zellpopulation besall eine abgerundete Form ohne Zellfortsdtze. Nach der Behandlung mit
BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 zeigte sich ein vermehrtes Auftreten abgerundeter,
vom Kulturflaschenboden abgeloster Zellen. Weiterhin zeigte sich eine Reduktion der
Zellfortsdtze und Zell-Zell-Kontakte im Vergleich zur Vehikel-Kontrollgruppe. Die Zelldichte
war nach 12 h bzw. nach 24 h sichtbar reduziert. Diese Verdnderungen waren bereits nach 12 h
zu beobachten. Nach 24 h zeigte sich ein stirkerer Effekt, insbesondere nach der Behandlung mit

LDC-41267.

12 h

24 h

: ZfORENS &
~ PAta S——

Vehikel-Kontrolle

U118MG

Abb. 5: Reprisentative Phasenkontrast-Aufnahmen der U118MG-Zellen in vitro

Zelllinie U118MG unter BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 im Vergleich zur
Vehikel-Kontrolle nach 12 h und 24 h (20x Objektiv). Die Axl-Inhibitoren wurden in DMSO und
DMEM gelost und in einer Konzentration von 12,5 pM einmalig appliziert. Der Mal3stabsbalken

kennzeichnet 10 pum.
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3.2.2 MTT-Assay

Die Zelllinien SF126, U118MG, U887MG und GL261 wurden mittels MTT-Assay analysiert, um
den Effekt von BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 auf die Zellviabilitit zu
untersuchen. Die AxI-Inhibitoren erzielten in einer Konzentration von 12,5 uM eine Reduktion
der Zellviabilitét von liber 50 % in allen getesteten Gliom-Zelllinien (Abb. 6 - 9). Es zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen. Die Gliom-Zelllinien
zeigten ein vergleichbar starkes Therapie-Ansprechen. Infolge dieser Beobachtungen wurden die

Axl-Inhibitoren in den weiterfilhrenden Experimenten in der Konzentration von 12,5 uM

appliziert.
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Abb. 6: Zellviabilitit der SF126-Zellen in vitro

MTT-Assay der Zelllinie SF126 unter BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 im Vergleich
zur Vehikel-Kontrolle nach 48 h. Die Axl-Inhibitoren wurden in DMSO und DMEM gel6st und in

einer Konzentration von 12,5 uM alle 12 h appliziert. (** p <0,01)
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Abb. 7: Zellviabilitit der U118MG-Zellen in vitro

MTT-Assay der Zelllinie Ul118MG unter BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 im
Vergleich zur Vehikel-Kontrolle nach 48 h. Die AxI-Inhibitoren wurden in DMSO und DMEM

geldst und in einer Konzentration von 12,5 uM alle 12 h appliziert. (** p <0,01)
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Abb. 8: Zellviabilitit der US7MG-Zellen in vitro

MTT-Assay der Zelllinie U87MG unter BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 im
Vergleich zur Vehikel-Kontrolle nach 48 h. Die AxI-Inhibitoren wurden in DMSO und DMEM

geldst und in einer Konzentration von 12,5 uM alle 12 h appliziert. (* p < 0,05; ** p <0,01)
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Abb. 9: Zellviabilitit der GL261-Zellen in vitro

MTT-Assay der Zelllinie GL261 unter BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 im Vergleich
zur Vehikel-Kontrolle nach 48 h. Die Axl-Inhibitoren wurden in DMSO und DMEM gel6st und in

einer Konzentration von 12,5 uM alle 12 h appliziert. (** p <0,01)

3.2.3 CPP32-Assay

Die Zelllinie SF126 wurde mittels CPP32-Assay analysiert, um den Effekt von BMS-777607,
LDC-41267 und MPCD-84111 auf die Apoptose zu untersuchen. Die Ergebnisse sind Abb. 10
zu entnehmen. Hierbei zeigten sich erhohte CPP32-Aktivititen der Gliomzellen fiir
BMS-777607 (154,1 %), LDC-41267 (153,1 %) und MPCD-84111 (123,8 %) im Vergleich zur

Vehikel-Kontrolle ohne statistische Signifikanz. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Behandlungsgruppen.
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Abb. 10: Apoptoseverhalten der SF126-Zellen in vitro

CPP32-Assay der Zelllinie SF126 unter BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 im
Vergleich zur Vehikel-Kontrolle nach 24 h. Die AxI-Inhibitoren wurden in DMSO und DMEM

gelost und in einer Konzentration von 12,5 uM einmalig appliziert.

3.2.4 Boyden-Kammer-Assay

Die Zelllinien SF126 und U118MG wurden mittels Boyden-Kammer-Assay analysiert, um den
Effekt von BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 auf die Zellmigration zu untersuchen.
Die Ergebnisse sind den Abb. 11 — 12 zu entnehmen. Hierbei zeigte sich in beiden Zelllinien
eine signifikante Reduktion der Zellmigration fiir BMS-777607 (SF126: 62,6 %;
UL18MG: 39,7 %), LDC-41267 (SF126: 49,3 %; U118MG: 1,3 %) und MPCD-84111
(SF126: 20,5 %; U118MG: 0,7 %) (p < 0,01). LDC-41267 und MPCD-84111 erzielten in der
Zelllinie U118MG eine deutlich stiarkere Reduktion der Zellmigration im Vergleich zur Zelllinie
SF126.
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Abb. 11: Zellmigration der SF126-Zellen in vitro modifiziert nach Onken et al. (33)

Boyden-Kammer-Assay der Zelllinie SF126 unter BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111

im Vergleich zur Vehikel-Kontrolle nach 3 h. Die Axl-Inhibitoren wurden in DMSO und DMEM

geldst und in einer Konzentration von 12,5 uM einmalig appliziert. (** p < 0,01)
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Abb. 12: Zellmigration der U118MG-Zellen in vitro modifiziert nach Onken et al. (33)

Boyden-Kammer-Assay der Zelllinie U118MG unter BMS-777607, LDC-41267 und

MPCD-84111 im Vergleich zur Vehikel-Kontrolle nach 3 h. Die Axl-Inhibitoren wurden in DMSO

und DMEM gelost und in einer Konzentration von 12,5 uM einmalig appliziert. (* p < 0,05;

** p<0,01)
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3.3 Ergebnisse des Sphiroid-Invasions-Assays

Die Zelllinie U118MG wurde mittels Sphéroid-Invasions-Assay analysiert, um den Effekt von
BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 auf das Invasionsverhalten zu untersuchen. In
Abb. 13 sind reprédsentative Fotografien der Versuche dargestellt. Die Sphéroide erschienen
unmittelbar nach ihrer Platzierung auf die Hirnschnitte deutlich begrenzt (nicht dargestellt).
Nach 8 Tagen zeigte sich in der Konfokalmikroskopie, dass multiple Gliomzellen der
Vehikel-Kontrollgruppe sich vom Tumorsphéroid separiert und das Hirnparenchym diffus
invadiert haben. Die klare Begrenzung der Sphiroide war sichtbar aufgelost (Abb. 13). Die
Zelllinie SF126 zeigte unter Kontrollbedingungen kein Bestreben des invasiven Wachstums
(Ergebnisse nicht dargestellt), sodass der invasive Aspekt ausschlieBlich anhand der Zelllinie
U118MG untersucht wurde. Nach der Behandlung mit BMS-777607, LDC-41267 und
MPCD-84111 zeigte sich eine deutlich reduzierte Anzahl von invadierten Gliomzellen im
murinen Hirnparenchym. Im Vergleich zur Vehikel-Kontrollgruppe erschienen die behandelten
Sphéroide klarer begrenzt und von geringerer Grof3e.

Weiterhin erfolgte die quantitative Auswertung der gemessenen Distanzen von den
Auslauferzellen (invadierte Gliomzellen) zur Grenze des Sphiroidverbunds (Abb. 14). Hierbei
bestétigte sich eine signifikante Reduktion des Invasionsverhaltens der Zelllinie U118MG fiir
BMS-777607 (3,7 pm), LDC-41267 (3,0 pm) und MPCD-84111 (1,7 um) im Vergleich zur
Vehikel-Kontrollgruppe (14,3 um; p < 0,01). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Behandlungsgruppen.
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Vehikel-Kontrolle BMS

LDC MPCD

U118MG

Abb. 13: Reprisentative Konfokalmikroskopie-Aufnahmen des Invasionsverhaltens der

U118MG-Sphiroide ex vivo modifiziert nach Onken et al. (33)

U118MG-Sphéroide im Hirnschnitt unter BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 im
Vergleich zur Vehikel-Kontrolle am Tag 8 (20x Objektiv). Die Sphiroide wurden auf murinen
Hirnschnitten platziert. Die Axl-Inhibitoren wurden in DMSO und DMEM gel6st und in einer
Konzentration von 12,5 uM alle 12 h appliziert. Die Gliomzellen wurden zunichst mit Dil geférbt
(rot fluoreszierend). Sphiroide und Hirnschnitte wurden mit TO-PRO®-3 gefirbt (blau

fluoreszierend). Der Malistabsbalken kennzeichnet 50 pm.
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Abb. 14: Invasionsverhalten der U118MG-Sphiroide ex vivo
modifiziert nach Onken et al. (33)

Sphéroid-Invasions-Assay der Zelllinie U118MG unter BMS-777607, LDC-41267 und
MPCD-84111 im Vergleich zur Vehikel-Kontrolle am Tag 8. Die AxIl-Inhibitoren wurden in
DMSO und DMEM gelost und in einer Konzentration von 12,5 uM alle 12 h appliziert.
(**p<0,01)

3.4 Ergebnisse des xenogenen, orthotopen Tumormodells
34.1 Intrakranielles Tumorwachstum

Die Effekte der Axl-Inhibitoren auf das intrakranielle Tumorwachstum wurden im xenogenen,
orthotopen =~ Tumormodell ~mit  MRT-Kontrollen  untersucht. = Versuchstiere  der
MPCD-84111-Gruppe verstarben wihrend der Behandlungsphase, vermutlich nach Entwicklung
einer Peritonitis. Dies fithrte zum Abbruch weiterer Tierversuche mit MPCD-84111. Somit
liegen Ergebnisse fir BMS-777607 und LDC-41267 im Tiermodell vor. SF126-Xenografts
wurden mit BMS-777607 und LDC-41267 behandelt. Aufgrund des ausbleibenden Effektes
unter LDC-41267 in den SF126-Xenografts wurden die U118MG-Xenografts ausschlieBlich mit
BMS-777607 behandelt (siche im Folgenden).

Die Behandlung der Versuchstiere mit den AxIl-Inhibitoren wurde begonnen, sobald sich ein
nachweisbarer Tumor in den MRT-Messungen manifestiert hatte. Dieser Zeitpunkt war von der
verwendeten Zelllinie abhdngig und wurde in Vorversuchen ermittelt. Die Zelllinie SF126 wies

im Tumormodell ein schnelleres Tumorwachstum im Vergleich zur Zelllinie UI18MG auf,

- 45 -



ERGEBNISSE

sodass die Behandlung hier bereits 3 Tage nach Gliomzell-Implantation begonnen wurde. Im
Tumormodell UI18MG wurde die Behandlungsphase 7 Tage nach Gliomzell-Implantation
begonnen. Die finalen MRT-Messungen erfolgten 14 Tage nach Gliomzell-Implantation. Daraus
ergab sich eine Behandlungszeit von 11 (Tumormodell SF126) bzw. 7 Tagen
(Tumormodell U118MG). In den Abb. 15 und 18 sind reprisentative MRT-Bilder der Versuche
dargestellt. Die Tumoren der Zelllinien SF126 wund Ul118MG imponierten im
Glioblastom-Modell der Maus als vom Implantationsort ausgehende, hyperintense
Raumforderungen mit diffuser, z. T. randstindiger Kontrastmittelanreicherung. Die Zelllinie
SF126 brachte deutlich grofere Tumoren mit resultierender Mittellinienverlagerung im
Vergleich zur Zelllinie U118MG hervor. Bei Betrachtung der MRT-Bilder zeigte sich unter
BMS-777607 bereits ein reduziertes Tumorwachstum fiir beide Gliom-Zelllinien (Abb. 15, 18).
In der LDC-41267-Gruppe war keine Reduktion des Tumorwachstums zu beobachten (Abb. 15).
Die quantitative Auswertung erfolgte auf der Grundlage der volumetrischen
Tumor-Ausmessungen (Abb. 16, 17, 19). Hierbei bestdtigte sich nach 14 Tagen eine signifikante
Reduktion der Tumorvolumina unter BMS-777607 fiir beide Gliom-Zelllinien. Im Tumormodell
der Zelllinie SF126 war nach Behandlung mit BMS-777607 (30 mg/kg KG) eine Reduktion des
Tumorwachstums von 53,4 % im Vergleich zur Vehikel-Kontrollgruppe zu beobachten
(5424 mm’ vs. 101,48 mm’; p<0,01). Eine Dosiserhshung von BMS-777607 auf
100 mg/kg KG (Tumormodell SF126) erzielte eine weitere Reduktion des Tumorwachstums
(35,87 mm’; p < 0,01). Im Tumormodell der Zelllinie U118MG resultierte die Behandlung mit
BMS-777607 (30 mg/kg KG) in einer Reduktion des Tumorwachstums von mehr als 90 % im
Vergleich zur Vehikel-Kontrollgruppe (0,08 mm® vs. 0,76 mm’; p < 0,05). In zwei Fillen wurde
eine komplette Tumorregression beobachtet. In der LDC-41267-Gruppe zeigte sich keine
signifikante Reduktion des Tumorwachstums im Vergleich zur Vehikel-Kontrollgruppe

(Tumormodell SF126: 167,5 mm’ vs. 146,6 mm’; p > 0,05).
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Vehikel-Kontrolle LDC (30 mg/kg KG)

BMS (30 mg/kg KG) BMS (100 mg/kg KG)
SF126

Abb. 15: Reprisentative MRT-Darstellung des intrakraniellen Tumorwachstums in

S126-Xenografts in vivo modifiziert nach Onken et al. (33)

Kraniale MRT-Bilder des Tumormodells SF126 unter BMS-777607 und LDC-41267 im Vergleich
zur Vehikel-Kontrolle am Tag 14 (T1-Sequenz + KM). Die Zelllinie SF126 wurde intrazerebral in
die Versuchstiere (CD1 Nu/Nu) implantiert. Die AxI-Inhibitoren wurden in DMSO und PEG300
gelost. Die Injektion erfolgte intraperitoneal in einer Dosis von 30 — 100 mg/kg KG alle 12 h fiir

11 d. Die Tumoren erscheinen hyperintens.
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Abb. 16: Intrakranielles Tumorwachstum in SF126-Xenografts in vivo

modifiziert nach Onken et al. (33)

Tumorvolumina im Tumormodell SF126 unter BMS-777607 (n = 4) und LDC-41267 (n = 5) im
Vergleich zur Vehikel-Kontrolle (n = 4) am Tag 14. Die Axl-Inhibitoren wurden in DMSO und
PEG300 gelost. Die Injektion erfolgte intraperitoneal in einer Dosis von 30 mg/kg KG alle 12 h fiir
11d. (* p<0,05)
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Abb. 17: Intrakranielles Tumorwachstum in SF126-Xenografts in vivo [2]

modifiziert nach Onken et al. (33)

Tumorvolumina im Tumormodell SF126 unter BMS-777607 im Vergleich zur Vehikel-Kontrolle
am Tag 14. BMS-777607 wurde in DMSO und PEG300 gelost. Die Injektion erfolgte
intraperitoneal in einer Dosis von 30 — 100 mg/kg KG alle 12 h fir 11 d. (n = 3; * p = 0,05;
**p=0,01)
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Vehikel-Kontrolle BMS (30 mg/kg KG)

U118MG

Abb. 18: Reprisentative MRT-Darstellung des intrakraniellen Tumorwachstums in

U118MG-Xenografts in vivo modifiziert nach Onken et al. (33)

Kraniale MRT-Bilder des Tumormodells U118MG unter BMS-777607 im Vergleich zur
Vehikel-Kontrolle am Tag 14 (T1-Sequenz + KM). Die Zelllinie U118 MG wurde intrazerebral in
die Versuchstiere (CD1 Nu/Nu) implantiert. BMS-777607 wurde in DMSO und PEG300 geldst.
Die Injektion erfolgte intraperitoneal in einer Dosis von 30 mg/kg KG alle 12 h fiir 7 d. Die

Tumoren erscheinen hyperintens.
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Abb. 19: Intrakranielles Tumorwachstum in U118MG-Xenografts in vivo

modifiziert nach Onken et al. (33)

Tumorvolumina im Tumormodell U118MG unter BMS-777607 (n = 4) im Vergleich zur
Vehikel-Kontrolle (n = 7) am Tag 14. BMS-777607 wurde in DMSO und PEG300 gelost. Die
Injektion erfolgte intraperitoneal in einer Dosis von 30 mg/kg KG alle 12 h fir 7 d. (* p <0,05)
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3.4.2 Wachstumsmuster

Zur histopathologischen Untersuchung der Tumormodelle SF126 und UI18MG wurden
Kryoschnitte der explantierten Gehirne angefertigt und diese der HE-Farbung unterzogen
(Tag 14 nach Implantation). In Abb. 20 sind repriasentative Fotografien dargestellt. Die Tumoren
der Zelllinie SF126 zeigten im Vergleich zu Tumoren der Zelllinie U118MG eine erhohte
Wachstumskinetik, was sich durch das Vorkommen von intratumoralen GefaB3proliferaten und

Nekrosen in der HE-Farbung darstellte.

SF126 U118MG

Abb. 20: Reprisentative Darstellung der SF126- und U118MG-Xenografts in HE-Firbung
modifiziert nach Onken et al. (33)

Mikroskopische Aufnahmen der Tumoren in HE-Farbung am Tag 14 (a: SF126; b: U118MG;
10x Objektiv). Die Tumorareale befinden sich jeweils in der unteren Bildhélfte. Tumoren der
Zelllinie SF126 wiesen intratumorale Gefaf3proliferate auf (Stern). Hier zeigte sich zudem ein
gering ausgeprigtes Invasionsverhalten ins murine Hirnparenchym (a, Pfeil). Tumoren der Zelllinie
U118MG zeigten ein vermehrt invasives Wachstumsmuster (b, Pfeil). Der Malstabsbalken

kennzeichnet 50 pum.
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3.5 Ergebnisse der Immunfluoreszenzfirbungen

Weiterhin wurde das Tumorgewebe mittels Immunfluoreszenzfarbungen untersucht. Es wurden
sowohl Bereiche der Tumorrdnder als auch des Tumorinneren analysiert, da sich hier
Unterschiede, v. a. hinsichtlich der Vaskularisation, auftaten. Mit Hilfe der
Immunfluoreszenzfarbungen wurde das Tumormodell SF126 unter BMS-777607 und
LDC-41267 (30 mg/kg KG) untersucht. Zur Markierung proliferativer Vorgénge wurde ein
Primarantikérper gegen Ki-67 verwendet. In Abb. 21 sind représentative Fotografien dargestellt.
Unter Vehikel-Kontrollbedingungen imponierte eine Vielzahl Ki-67-positiver Zellen
disseminiert im gesamten Tumorgewebe. Die qualitative Analyse zeigte eine deutliche
Reduktion der Ki-67-positiven Zellen nach der Behandlung mit BMS-777607 und LDC-41267.

Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen.

Tumorinneres

Tumorrand

Vehikel-Kontrolle BMS LDC

SF126 Ki-67 DAPI

Abb. 21: Reprisentative Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen der Proliferation in

SF126-Xenografts in vivo

Ki-67-positive Zellen im Tumormodell SF126 unter BMS-777607 (n = 3) und LDC-41267 (n = 3)
im Vergleich zur Vehikel-Kontrolle (n = 2) am Tag 14 (20x Objektiv). Aufgenommen wurden
jeweils Areale des Tumorinneren (a — ¢) und des Tumorrandes (d — f; Tumorareale jeweils im
oberen Bildbereich, gestrichelt begrenzt). Ki-67-positive Zellen erscheinen griin fluoreszierend.
Die Gegenfarbung erfolgte mit DAPI (blau fluoreszierend). Der Malstabsbalken kennzeichnet
50 pm.
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Die Immunfluoreszenzfarbung apoptotischer Zellen wurde mit dem ApopTag® Red In Situ
Apoptosis Detection Kit realisiert. In Abb. 22 sind représentative Fotografien dargestellt. Unter
Vehikel-Kontrollbedingungen war eine sehr geringe Anzahl ApopTag®-positiver Gliomzellen
zu detektieren. Nach Behandlung mit BMS-777607 und LDC-41267 zeigte sich eine vermehrte
Anzahl ApopTag®-positiver Zellen im Tumorgewebe. Dies bestétigte sich in der quantitativen
Auswertung (Abb. 23). Hierbei zeigte sich ein signifikanter Anstieg der ApopTag®-positiven
Zellen pro mm” Tumorfliche unter BMS-777607 (113,1/mm?) und LDC-41267 (137,3/mm?) im
Vergleich zur Vehikel-Kontrollgruppe (58,2/mm?; p < 0,05). Es zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen.

Tumorinneres

Tumorrand

Vehikel-Kontrolle

SF126 ApopTag® DAPI

Abb. 22: Reprisentative Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen der Apoptose in

SF126-Xenografts in vivo modifiziert nach Onken et al. (33)

ApopTag®-positive Zellen im Tumormodell SF126 unter BMS-777607 (n = 3) und LDC-41267
(n= 3) im Vergleich zur Vehikel-Kontrolle (n = 2) am Tag 14 (20x Objektiv). Aufgenommen
wurden jeweils Areale des Tumorinneren (a — c¢) und des Tumorrandes (d — f; Tumorareale jeweils
im oberen Bildbereich, gestrichelt begrenzt). ApopTag®-positive Zellen erscheinen rot
fluoreszierend. Die Gegenfarbung erfolgte mit DAPI (blau fluoreszierend). Der Mal3stabsbalken

kennzeichnet 50 pm.
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Abb. 23: Apoptoseverhalten in SF126-Xenografts in vivo modifiziert nach Onken et al. (33)

ApopTag®-positive Zellen im Tumormodell SF126 unter BMS-777607 (n = 3) und LDC-41267
(n=13) im Vergleich zur Vehikel-Kontrolle (n = 2) am Tag 14. (* p < 0,05)

Die intratumoralen Endothelzellen wurden mit Hilfe eines Primdrantikdrpers gegen CD31
detektiert. In  Abb. 24 sind reprdsentative  Fotografien  dargestellt. =~ Unter
Vehikel-Kontrollbedingungen zeigte sich eine Vielzahl intratumoraler, CD31-positiver
Endothelzellen, v. a. konzentriert im Bereich der Tumorrdnder. In der qualitativen Analyse
zeigte sich eine geringfligig reduzierte Tumorvaskularisation unter BMS-777607 und
LDC-41267. Dies dulerte sich v. a. in einer geringeren Gefélldichte. Weiterhin erfolgte eine
quantitative Auswertung durch die Auszihlung der CD31-positiven GefiBe pro mm?’
Tumorfliche sowie durch die Ausmessung des prozentualen Flichenanteils der CD31-positiven
GefdBe an der Gesamttumorfliache. Die ermittelten Gefdfldichten und Gefafiflachen sind den
Abb. 25 — 26 zu entnehmen. Hierbei zeigte sich eine geringfligige Reduktion der intratumoralen
GefiBdichte fir BMS-777607 (172,8/mm?) und LDC-41267 (195,9/mm”) im Vergleich zur
Vehikel-Kontrollgruppe (213,9/mm?) ohne statistische Signifikanz. Weiterhin zeigte sich eine
geringe Reduktion der GefdBflichen im Tumor fiir BMS-777607 (9,3 %) und LDC-41267
(10,2 %) im Vergleich zur Vehikel-Kontrollgruppe (12,8 %) ohne statistische Signifikanz. Es

zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen.
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Tumorinneres

Tumorrand

Vehikel-Kontrolle BMS LDC

SF126 CD31 (PECAM-1) DAPI

Abb. 24: Repriasentative Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen der Vaskularisation in

SF126-Xenografts in vivo

CD31-positive Endothelzellen im Tumormodell SF126 unter BMS-777607 (n = 3) und LDC-41267
(n = 3) im Vergleich zur Vehikel-Kontrolle (» = 2) am Tag 14 (20x Objektiv). Aufgenommen
wurden jeweils Areale des Tumorinneren (a — ¢) und des Tumorrandes (d — f; Tumorareale jeweils
im oberen Bildbereich, gestrichelt begrenzt). CD31-positive Zellen erscheinen rot fluoreszierend.
Die Gegenfarbung erfolgte mit DAPI (blau fluoreszierend). Der Malstabsbalken kennzeichnet
50 pm.
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Abb. 25: Gefafidichte in SF126-Xenografts in vivo

Gefiafidichte im Tumormodell SF126 unter BMS-777607 (n = 3) und LDC-41267 (n = 3) im
Vergleich zur Vehikel-Kontrolle (n = 2) am Tag 14.
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Abb. 26: Gefalifliche in SF126-Xenografts in vivo

Gefalifliche im Tumormodell SF126 unter BMS-777607 (n = 3) und LDC-41267 (n = 3) im
Vergleich zur Vehikel-Kontrolle (n = 2) am Tag 14.
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4  DISKUSSION

In dieser Studie wurden die Effekte der zielgerichteten Inhibierung von Axl durch die smTKI
BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 in Modellen des Glioblastoms evaluiert. Der
phosphorylierte Axl-Rezeptor wurde in allen getesteten Gliom-Zelllinien detektiert.
BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 induzierten eine signifikante Reduktion der
Zellviabilitit, der Zellmigration sowie der invasiven Eigenschaften der Gliomzellen in vitro und
ex vivo. Unsere Studie zeigt, dass die Behandlung mit BMS-777607 in einer signifikanten
Reduktion des intrakraniellen Tumorwachstums in den Tumormodellen SF126 und U118MG
in vivo resultiert. Weiterhin induzierte BMS-777607 eine Reduktion Ki-67-positiver Gliomzellen
sowie einen signifikanten Anstieg ApopTag®-positiver Gliomzellen in vivo. LDC-41267 erzielte
keinen Effekt auf das Tumorwachstum in vivo. Tierversuche mit MPCD-84111 wurden aufgrund
toxischer Effekte abgebrochen.

Um die Effekte einer zielgerichteten Inhibierung von Axl zu untersuchen, wurden fiir die
vorliegende Studie smTKI ausgewidhlt, die sich durch eine hohe Selektivitit fiir den
Axl-Rezeptor auszeichnen. Es ist jedoch zu konstatieren, dass BMS-777607, LDC-41267 und
MPCD-84111 Multikinase-Inhibitoren darstellen, sodass eine Interaktion mit alternativen RYKs
nicht ausgeschlossen werden kann. Eine Limitation dieser Arbeit bilden daher potenzielle
Off-Target-Effekte.

Die Testungen der AxI-Inhibitoren erfolgten an multiplen Gliom-Zelllinien, vorwiegend SF126
und U118MG. Hierbei handelt es sich um humane Gliom-Zelllinien, die urspriinglich aus dem
Biopsiematerial von Patienten mit primdrem GBM isoliert wurden (92-94). Die
Versuchsdurchfiihrung anhand verschiedener Gliom-Zelllinien empfahl sich, da es sich beim
Glioblastom um eine sehr heterogene Tumorentitit handelt.

Einen Schwerpunkt dieser Studie bildete die Untersuchung der Axl-Inhibitoren im Tierversuch.
Das xenogene, orthotope Glioblastom-Modell ist fiir die neuroonkologische Forschung von
grofler Bedeutung. So proliferieren die implantierten Gliomzellen in ihrem Ursprungsorgan und
interagieren mit ihrer organtypischen Mikroumgebung. Ein Nachteil des orthotopen
Tumormodells ist das ausschlieBlich expansive Wachstum der Tumoren, sodass der invasive
Phanotyp des GBM nicht addquat imitiert wird (36). Die Effekte der AxI-Inhibitoren auf das
Invasionsverhalten wurden daher im Sphéroid-Invasions-Assay ex vivo untersucht.

Im orthotopen Glioblastom-Modell werden physiologische Barrieren wie die Blut-Hirn-Schranke

beriicksichtigt, was insbesondere fiir pharmakokinetische Prozesse relevant ist. Die Applikation
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der Axl-Inhibitoren erfolgte durch eine intraperitoneale Injektion. Nur ein geringer Anteil
niedermolekularer Verbindungen passiert die Blut-Hirn-Schranke (95).
Konzentrationsbestimmungen der Axl-Inhibitoren im murinen Hirnparenchym bzw. im
Tumorgewebe werden Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen sein.

Als Modellorganismus diente die Nacktmaus. Das eingeschriankte Immunsystem der Nacktmaus
ermoglichte die Implantation und damit Testung der Axl-Inhibitoren an humanen
Gliom-Zelllinien. Auf eine Testung der AxI-Inhibitoren im syngenen Tiermodell, bspw. durch
Implantation der murinen Gliom-Zelllinie GL261 in die C57BL/6-Maus, wurde verzichtet, da
eine Kreuzreaktivitit fiir den murinen Axl-Rezeptor bisher nicht sicher bestétigt wurde. Zudem
stand der Immunaspekt nicht im Fokus dieser Studie.

Den Ausgangspunkt dieser Arbeit bildeten die Expressionsanalysen des Axl-Rezeptors. Die
Untersuchungsergebnisse bestdtigen, dass die Mehrheit der Gliom-Zelllinien hohe
Expressionslevel von Axl aufweist. Nach unseren Beobachtungen imponierte die Zelllinie
U118MG durch eine hohe Expression von Axl, wéihrend die Zelllinie SF126 eine geringere
Expression zeigte. Zudem wurden Signale fiir den phosphorylierten Axl-Rezeptor in allen
getesteten Gliom-Zelllinien unter Standardkulturbedingungen detektiert. Die Applikation des
Liganden Gas6 war hierfiir nicht notwendig. Dies kann als hohe Grundaktivitit des
Axl-Rezeptors interpretiert werden. Wie beschrieben, existieren diverse ligandenunabhidngige
Aktivierungsmechanismen des AxI-Signalwegs (51-55). Hier ist bspw. die Hypoxie-induzierte
oder die durch sog. ,Crosstalk vermittelte Aktivierung zu erwédhnen (50, 96). Unsere
Beobachtungen stimmen im Wesentlichen mit den Vorarbeiten, die eine Uberexpression des
Axl-Rezeptors in Gliomzellen darlegen, iiberein. Vajkoczy et al. demonstrierten bereits hohe
Expressionslevel von Axl in multiplen Gliom-Zelllinien in vitro. Interessanterweise zeigte die
Arbeitsgruppe hohe Expressionslevel fiir die Zelllinie SF126 auf (36). Diese Diskrepanz ist
durch methodische Unterschiede im Nachweis der Axl-Expression zu erkldren. So bezogen
Vajkoczy et al. u. a. RNA-Analysen in ihre Untersuchung ein (36). In spéteren Studien von
Keating et al. sowie Vouri et al. wurden die Expression von Axl in der Zelllinie U118MG und
weiteren Gliom-Zelllinien in vitro beschrieben (71, 97).

Im Anschluss der Expressionsanalysen erfolgten die Testungen der Axl-Inhibitoren in den
GBM-Modellen. Hierfiir wurden im Wesentlichen die Zelllinien SF126 und U118MG
ausgewahlt, was sich aufgrund ihrer verschiedenen Expressionsprofile empfahl. So konnten
zelllinienspezifische bzw. expressionsspezifische Unterschiede im Therapieansprechen auf die
Axl-Inhibitoren erfasst werden. Durch die hohe Grundaktivitit des AxI-Rezeptors in den

Gliomzellen erfolgten alle Experimente ohne eine exogene Zufuhr des Liganden Gas6. Die
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Relevanz von Gas6 oder alternativer Aktivierungsmechanismen des AxI-Signalwegs im GBM
lasst sich auf der Grundlage dieser Arbeit daher nicht evaluieren.

Die Testung von BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 erfolgte zundchst in
funktionellen Assays in vitro. Nach der Behandlung zeigten sich mikroskopisch eine Reduktion
der Zelldichte, der Zellfortsidtze sowie eine vermehrte Ablosung der Ul18MG-Zellen. Dies
findet Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von Vajkoczy et al. In Threr Studie beleuchten
Vajkoczy et al. erstmals die essentielle Bedeutung des Axl-Signalwegs fiir die Tumorbiologie
des GBM. Die Arbeitsgruppe etablierte eine dominant-negative Rezeptormutante, d. h. eine
trunkierte Variante des Axl-Rezeptors ohne Tyrosinkinasedoméne und transfizierte die Zelllinie
SF126 (,,AXL-DN-Zellen*). Dies resultierte in einer selektiven Blockade des AxI-Signalwegs,
wobei sich multiple Anti-Tumor-Effekte aufzeigten. So waren die AXL-DN-Zellen nicht langer
adhdrent und wiesen reduzierte Zellfortsitze sowie Zell-Zell-Kontakte auf. Dies wurde von den
Autoren als supprimierte lokomotorische Aktivitit gedeutet (36).

Die mikroskopisch sichtbare Abnahme der Zelldichte bestétigte sich in den MTT-Assays.
BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 induzierten eine potente Reduktion der
Zellviabilitdit multipler Gliom-Zelllinien in vitro. Vajkoczy et al. demonstrierten bereits ein
Wachstumsdefizit der AXL-DN-Zellen mittels MTS-Assay und interpretierten dies als
antiproliferative Effekte (36). Vouri et al. untersuchten spiter die Effekte einer zielgerichteten
Inhibierung des AxI-Rezeptors durch BGB324 in Gliomzellen in vitro. Bei BGB324 handelt es
sich um einen weiteren smTKI des Axl-Rezeptors (98). Auf der Grundlage der IC50-Werte
scheint BMS-777607 Axl selektiver zu inhibieren (IC50 = 1.1 nM vs. 14 nM). BMS-777607
besitzt zudem eine hohere Selektvitit gegeniiber anderen RYKs der Met-Superfamilie, wobei die
hochste Selektivitit fiir Axl besteht (82, 98). Durch den MTT-Assay konnen lediglich
quantitative Aussagen iiber die Zellviabilitit einer Zellpopulation getroffen werden. Es ldsst sich
nicht differenzieren, ob eine Reduktion der Zellviabilitit durch zytotoxische, antiproliferative
oder Apoptose-induzierende Effekte bedingt ist.

Zur Untersuchung der Apoptose erfolgte der CPP32-Assay. Hierbei zeigten sich nach der
Behandlung nicht signifikant erhohte CPP32-Aktiviaten der Zelllinie SF126 in vitro. Auf der
Grundlage der Vorarbeiten waren Apoptose-induzierende Eigenschaften der Axl-Inhibitoren zu
vermuten (71). Keating et al. untersuchten die Effekte eines Knock-downs des AxI-Gens auf das
Apoptose-Verhalten einer Gliomzell-Population. Im Ergebnis zeigte sich ein Anstieg der
frith-apoptotischen Zellfraktion in vitro. Die Arbeitsgruppe fiihrte dies auf die induzierte
Herabregulierung zelluldrer Signalwege, die mit Zelliiberleben und Apoptose-Inhibierung

assoziiert sind, zuriick. So resultierte der Knock-down des AxI-Gens in einer reduzierten
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Phosphorylierung der Kinasen AKT und ERK (engl. Extracellular-signal regulated kinases) (71).
Vouri et al. konnten zwar ein Wachstumsdefizit jedoch keine Apoptose-induzierenden Effekte
des Axl-Inhibitors BGB324 detektieren (97). Die Auswertung des CPP32-Assays fiir
BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111 ergab zunichst keine statistische Signifikanz, was
durch eine hohe Standardabweichung der erhobenen Werte zu erkldren ist. In Folgeversuchen
unserer Arbeitsgruppe bestitigten sich signifikant erhohte CPP32-Aktvitidten der SF126- und
U118MG-Zellen nach einmaliger Applikation von BMS-777607 (12,5 uM) in vitro (33). In
Zusammenschau ldsst sich die reduzierte Zellviabilitit daher partiell auf einen proapoptotischen
Effekt zuriickfiihren. Unklar bleibt, warum Vouri et al. keine Apoptose-induzierenden Effekte
von BGB324 nachwiesen (97). Dies ist moglicherweise durch die unterschiedliche Selektivitit
der Axl-Inhibitoren bedingt.

Der AxI-Signalweg scheint insbesondere fiir die Vermittlung von Migration und Invasion der
Gliomzellen eine kritische Rolle zu spielen (36, 97). Dies konnen wir durch unsere
Untersuchungsergebnisse bestitigen. Unter allen AxI-Inhibitoren zeigte sich eine potente
Reduktion der Zellmigration in vitro, wobei sich Unterschiede im Ansprechen der verwendeten
Zelllinien auftaten. Die Behandlung der Zelllinie U118MG mit LDC-41267 und MPCD-84111
resultierte in einer nahezu vollstindigen Suppression der Zellmigration. Die SF126-Zellen
wiesen hier ein schwicheres Therapieansprechen auf. Moglicherweise ist dies durch die
geringere Expression des AxI-Rezeptors in dieser Zelllinie zu erkléren.

Die Zellmigration stellt eine Grundvoraussetzung der Tumorzell-Invasion dar. Gingige
Migrations-Assays sind zu limitiert, um das Invasionsverhalten von Gliomzellen zu analysieren,
da die Zellmotilitit lediglich zweidimensional erfasst und die organtypische Mikroumgebung mit
der EZM nicht abgebildet wird. Aufgrund des starken Ansprechens der Ul18MG-Zellen im
Boyden-Kammer-Assay erfolgte die weitere Untersuchung im Sphiroid-Invasions-Assay. Hier
zeigte sich eine drastische Reduktion der Gliomzell-Invasion unter BMS-777607, LDC-41267
und MPCD-84111 ex vivo. Dies halten wir fiir ein wichtiges Ergebnis unserer Studie, da das
lokal-invasive Wachstum des GBM maligeblich zum langfristigen Versagen der derzeitigen
Therapiemodalititen beitragt. Die Untersuchungen von Li et al. belegen, dass der AxI-Rezeptor
die Migration und Invasion von Krebszellen iiber eine Aktivierung des PI3K/ Akt-Signalwegs
stimuliert (75, 99). Die antiinvasiven Effekte von BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111
konnten daher auf einer Axl-vermittelten Herabregulation dieses Signalwegs resultieren, wobei
hierfiir weitere Untersuchungen notwendig sind. Die SF126-Zellen wiesen auch unter
Kontrollbedingungen kein Bestreben auf, das murine Hirngewebe zu invadieren. Hierbei handelt

es sich um ein bekanntes Phanomen der orthotopen Implantation vieler Gliom-Zelllinien (36,
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100). Vajkoczy et al. untersuchten den invasiven Aspekt daher im Riickenhautkammer-Modell
der Maus. Als Kontrollgruppe dieser Studie dienten SF126-Zellen, die mit einer humanen
Wildtyp-Form des Axl-Rezeptors transfiziert wurden (sog. ,,AXL-WT-Zellen* fiir
AXL-Wildtyp), was in einer erhohten Rezeptorexpression resultiert. Die AXL-DN-Zellen
imponierten hier durch eine signifikant geringere Invasion des muskuldren und subkutanen
Gewebes im Vergleich zu den AXL-WT-Zellen, die eine massive Invasion und Destruktion des
murinen Gewebes zeigten (36). Unsere Ergebnisse sind des Weiteren mit Vouri et al. kongruent.
Hier erfolgte die Testung von BGB324 in einem modifizierten Boyden-Kammer-Assay mit
simulierter EZM-Beschichtung, wobei sich eine reduzierte Gliomzell-Invasion zeigte (97). Der
Vorteil unserer Studie liegt in der Untersuchung der Invasion im intakten Hirnparenchym ex vivo
sowie in der Verwendung der Konfokalmikroskopie, die eine dreidimensionale Betrachtung der
invadierenden Gliomzellen ermdglichte.

Aufbauend auf den Beobachtungen der funktionellen Assays erfolgte die Testung der
Axl-Inhibitoren im xenogenen, orthotopen Glioblastom-Modell. Vajkoczy et al. demonstrierten
nach zerebraler Implantation der AXL-DN-Zellen in die Nacktmaus eine Reduktion des
Tumorwachstums von iiber 85 %. Dies fiithrte weiterhin zu einer signifikanten Verldngerung des
Uberlebens der Versuchstiere (36). Bisher existierten keine Studien zur pharmakologischen
Inhibierung von Axl durch Substanzen der Targeted Therapies im experimentellen Glioblastom
in vivo. Unsere Daten zeigen nun erstmals, dass die zielgerichtete Inhibierung von Axl durch
BMS-777607 das intrakranielle Gliomwachstum ebenso effektiv supprimiert wie eine
Inhibierung des Rezeptors auf genetischer Ebene. Dies war in beiden Tumormodellen zu
beobachten, wobei sich in den Ul18MG-Xenografts zwei Fille einer kompletten
Tumorremission zeigten. Es ist jedoch zu konstatieren, dass diese Zelllinie im Vergleich zur
Zelllinie SF126 durch eine geringere Wachstumskinetik imponierte. BMS-777607 supprimierte
das Gliomwachstum dosisabhéngig, ohne dass toxische Effekte zu verzeichnen waren.
LDC-41267 hingegen erzielte keinen Effekt auf das Tumorwachstum in vivo. Tierversuche mit
MPCD-84111 wurden aufgrund toxischer Effekte abgebrochen. Damit erwies sich BMS-777607
als potentester der drei getesteten Axl-Inhibitoren der vorliegenden Arbeit.

Durch die Immunfluoreszenzfirbungen des Tumorgewebes konnten wir weitere
Anti-Tumor-Effekte der Axl-Inhibitoren nachweisen. Konkordant mit den Beobachtungen der
funktionellen Assays zeigten sich unter BMS-777607 eine Reduktion Ki-67-positiver
Gliomzellen sowie ein Anstieg ApopTag®-positiver Gliomzellen in vivo. In der

Gesamtbetrachtung ldsst sich daher postulieren, dass die Suppression des intrakraniellen
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Tumorwachstums durch BMS-777607 aus antiproliferativen sowie Apoptose-induzierenden
Effekten resultiert.

Multiple Studien belegen regulierende Effekte des AxI-Signalwegs auf die Funktion von
Endothelzellen bzw. Blutgefilen (35, 101). Die Expression des Axl-Rezeptors findet sich in
verschiedenen Zelltypen der Tumorgefdle des GBM. Eine Beteiligung des Signalwegs an der
Neovaskularisation im GBM wird vermutet (80, 102). Vajkoczy et al. untersuchten nach
Implantation der AXL-DN-Zellen im Riickenhautkammer-Modell auch vaskuldre Aspekte.
Hierbei wies die Arbeitsgruppe keine Unterschiede beziiglich der Gefaf3dichte im Vergleich zur
Kontrollgruppe nach (36). In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch eine geringfiigige Reduktion
der Tumor-Vaskularisation unter BMS-777607 und LDC-41267 in vivo detektiert. Dies war
sowohl im Tumorrand als auch im Tumorinneren zu beobachten. Die Auswertung ergab keine
statistische Signifikanz, was durch die geringe Anzahl an Versuchstieren erkldrbar ist. In
weiterfithrenden Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe bestétigten sich die antiangiogenen
Effekte von BMS-777607. Hier zeigte sich eine reduzierte Bildung sog. ,tubes* (engl. fiir
kapillardhnliche Strukturen) durch Endothelzellen in vitro sowie eine signifikante Reduktion der
intratumoralen GefaBfliche im Glioblastom-Modell in vivo (33). Daher ldsst sich konkludieren,
dass die Reduktion des intrakraniellen Tumorwachstums durch BMS-777607 neben
antiproliferativen und Apoptose-induzierenden Effekten weiterhin aus antiangiogenen Effekten
resultiert (33). Dieses Ergebnis unterscheidet sich von den Beobachtungen durch Vajkoczy et al.
(36). Es bleibt unklar, ob die reduzierte Vaskularisation durch BMS-777607 auf der selektiven
Inhibierung des AxI-Rezeptors oder einer Multikinase-Inhibierung beruht.

Schroeder et al. erlduterten die Selektivitit von BMS-777607 gegeniiber der sog.
,Met-Superfamilie” (c-Met, Axl, Tyro3, Mer, Ron) (82). In Folgeversuchen unserer
Arbeitsgruppe bestétigte sich unter BMS-777607 (12,5 uM bzw. 30 und 100 mg/kg KG) eine
reduzierte Phosphorylierung von Axl in kultivierten Gliomzellen sowie im Glioblastom-Modell
in vivo. Die Behandlung mit BMS-777607 zeigte in den verwendeten Konzentrationen keinen
Effekt auf die Phosphorylierung von c-Met in vitro und in vivo (33). Wir postulieren die Effekte
von BMS-777607 daher als Axl-selektiv. Ein Kinase Switch von Axl auf c-Met wurde von
unserer Arbeitsgruppe bisher nicht beobachtet (33). Es stellt sich die Frage, ob
Resistenzmechanismen der Gliomzellen die Langzeiteffektivitit einer Inhibierung des
Axl-Rezeptors limitieren. Hierfiir sind langfristige Untersuchungen erforderlich.

Auf der Grundlage dieser Arbeit konnen Off-Target-Effekte gegeniiber weiteren RYKs nicht
ausgeschlossen werden. Tatsdchlich sind im GBM jedoch multiple RYKSs gleichzeitig aktiv,

sodass der Einsatz von Multikinase-Inhibitoren pharmakologisch durchaus sinnvoll ist (33, 103).
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So spielen neben Axl andere Mitglieder der Met-Superfamilie und weitere RYKs eine Rolle in
der Tumorbiologie des GBM (104, 105).

Unsere Studie bestdtigt die kritische Bedeutung des AxI-Signalwegs im GBM. Wir zeigen im
praklinischen Kontext auf, dass der Einsatz Axl-selektiver Tyrosinkinase-Inhibitoren einen
vielversprechenden Therapieansatz des GBM darstellt. Fraglich ist, inwiefern sich unsere
Studienergebnisse auf die Anwendung beim Menschen {ibertragen lassen.

Aufgrund der komplexen Tumorbiologie des GBM ist es unwahrscheinlich, dass die Inhibierung
eines einzelnen Signalwegs fiir die Therapie dieser Tumorentitit suffizient sein wird. Basierend
auf den Erkenntnissen vorausgegangener Studien sowie dieser Arbeit scheint der AxI-Rezeptor
jedoch eine Schnittstelle fiir die Vermittlung diverser GBM-Eigenschaften zu sein. Insbesondere
BMS-777607 imponierte durch proapoptotische, antiproliferative, antiinvasive und
antiangiogene Effekte in vitro und in vivo (33). Dies unterscheidet BMS-777607 nicht nur von
den konventionellen, zytotoxischen Chemotherapeutika wie Temozolomid/ Temodal® sondern
auch von anderen Pharmaka der Targeted Therapies wie z. B. dem antiangiogen wirkenden
VEGF-A-Antikérper Bevacizumab/ Avastin® (106).

Trotz multipler Anti-Tumor-Effekte von BMS-777607 im Tiermodell ist zu konstatieren, dass im
Fall des GBM bisher Vertreter der Targeted Therapies kaum einen substanziellen Benefit in
klinischen Studien zeigten. Der klinische Einsatz von Tyrosinkinase-Inhibitoren beim GBM wird
durch verschiedene Faktoren erschwert. Das GBM ist als ZNS-Tumor pharmakologisch
schwerer zu erreichen als andere solide Tumoren. Der klinische Einsatz von
Tyrosinkinase-Inhibitoren kann durch eine ausbleibende Penetranz der Blut-Hirn-Schranke und
dadurch insuffiziente Distribution im Tumorgewebe limitiert sein. Aufgrund der diversen
Effekte von BMS-777607 im Glioblastom-Modell in vivo postulieren wir jedoch eine adidquate
Distribution (33).

Eine wesentliche Limitation von Tyrosinkinase-Inhibitoren konnen zudem toxische Effekte
bilden (33). Am Beispiel von Sunitinib/ Sutent® ergab sich in einer Patientenstudie zur
Behandlung des rezidivierten GBM eine hohe Toxizitit (33, 34). In der vorliegenden Arbeit
zeigten sich toxische Effekte im Fall von MPCD-84111. Die Behandlung mit MPCD-84111
induzierte multiple Anti-Tumor-Effekte in vitro, insbesondere beziiglich der Zellmigration,
erwies sich jedoch in der applizierten Dosis flir die Versuchstiere als letal. In den postmortalen
Untersuchungen ergaben sich Hinweise fiir eine Peritonitis. Dies fiihrte zum Abbruch der
Tierversuche mit MPCD-84111. Fiir zukiinftige Versuche sind geringere Dosierungen oder
alternative Applikationsformen zu bedenken. Fiir BMS-777607 zeigte sich in der vorliegenden

Arbeit eine geringe Toxizitdt, gemessen an Gewichtsverlust und Morbiditdt der Versuchstiere.
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Die Versuchstiere unserer Studie tolerierten eine intraperitoneal applizierte Dosis von
100 mg/kg KG (33). Schroeder et al. beschrieben bereits eine gute Vertrdglichkeit von
BMS-777607 im Tierversuch (33, 82). Die Ergebnisse von Phase I- bzw. Phase II-Studien zur
Untersuchung der Sicherheit von BMS-777607 sind zu diesem Zeitpunkt nicht verdffentlicht
(107, 108).

Weiterhin  konnen  Resistenzmechanismen der Krebszellen die Effektivitit von
Tyrosinkinase-Inhibitoren im klinischen Einsatz reduzieren. Die Behandlung mit LDC-41267
zeigte eine potente Anti-Tumor-Wirkung in vitro. Obwohl sich im Tumorgewebe
antiproliferative und proapoptotische Effekte darstellten, erzielte LDC-41267 (30 mg/kg KG)
keinen Effekt auf das Gliomwachstum in vivo. Diese Diskrepanz kann durch die vorliegende
Arbeit nicht hinreichend erklart werden. Mdglicherweise spielen hier Resistenzmechanismen der
Gliomzellen eine Rolle. Ein vorstellbarer Mechanismus ist das Phdnomen des sog. ,kinase
switch®. Bei therapeutischer Blockade einzelner Signalwege konnen Krebszellen die
Heraufregulierung alternativer  Signalwege induzieren (109). Die Selektivitit der
Tyrosinkinase-Inhibitoren ist hierfiir von entscheidender Bedeutung. Multikinase-Inhibitoren
sind weniger anfillig fiir Therapeutika-Resistenzen (29). Auf der Grundlage der
Untersuchungsergebnisse ldsst sich vermuten, dass BMS-777607 ein giinstigeres Spektrum an
RYKs als LDC-41267 erfasste.

Ein interessanter Aspekt, der in dieser Arbeit bisher nicht ndher beleuchtet wurde, ist der
Zusammenhang des Axl-Signalwegs mit der Chemosensitivitdt von Krebszellen. Axl wurde als
zentrale  Triebkraft der Entstehung diverser Resistenzen gegeniiber Zytostatika,
Krebsimmuntherapien sowie Targeted Therapies identifiziert (110). Keating et al.
demonstrierten nach Knock-down des Axl-Gens eine hohere Chemosensivitit der Gliomzellen
gegeniiber Temozolomid (71). Dies wurde spater von Vouri et al. bestétigt. Die Kombination aus
BGB324 und Temozolomid erzielte demnach eine stidrkere Reduktion der Zellviabilitit als
Temozolomid allein (97). Die Kombination aus BMS-777607 und Temozolomid sollte in
zukiinftigen Untersuchungen evaluiert werden.

Zudem interagiert der AxI-Rezeptor iiber Crosstalk mit anderen RYKs wie z. B. dem EGFR
(engl. epidermal growth factor receptor) oder dem VEGFR (engl. receptor for vascular,
endothelial growth factor) (101, 111). Es zeigte sich, dass der AxI-Signalweg die Resistenz
gegeniiber dem EGFR-Inhibitor Erlotinib in multiplen Krebs-Zelllinien induzierte, so auch in
Gliomzellen (111-113). Weiterhin ist der AxI-Signalweg an der Entstehung von Resistenzen
gegeniiber antiangiogenen Therapeutika beteiligt (101, 114). Resistenzen gegeniiber

Krebstherapeutika sind mit dem Phédnomen der Epithelial-mesenchymalen Transition (EMT)
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assoziiert. Die EMT beschreibt einen Phénotypenwechsel von Zellen, der einen Verlust
epithelialer Eigenschaften zu Gunsten mesenchymaler Merkmale beinhaltet. Im malignen
Kontext resultieren aus der EMT Krebszellen, die sich durch eine gesteigerte Migration,
Invasion sowie durch eine erhohte Therapeutika-Resistenz auszeichnen (115, 116). Diese
Krebszellen weisen Gemeinsamkeiten mit Stammzellen (sog. ,,Krebsstammzellen*) auf (117).
Der AxI-Signalweg hat eine zentrale Bedeutung fiir die Induktion der EMT in multiplen
Krebserkrankungen (110, 118). Ein der EMT vergleichbares Phdnomen findet in Gliomzellen
statt (115, 116, 119). Auch hier spielt der AxI-Signalweg eine entscheidende Rolle. So wurde
Axl als Schliisselregulator der mesenchymalen Differenzierung stammzellartiger Zellen des
GBM identifiziert (120). Diese Zellpopulation des GBM agiert hochgradig invasiv und zeigt
diverse Resistenzen (121-123). Zukiinftige Studien sollten sich daher auch auf die Evaluierung
geeigneter Kombinationstherapien des GBM fokussieren, um Anti-Tumor-Effekte zu
maximieren und Therapeutika-Resistenzen vorzubeugen (124). Die zielgerichtete Inhibierung
des AxIl-Signalwegs in Kombination mit EGFR-selektiven Inhibitoren wie z. B. Erlotinib konnte
einen potenten Ansatz darstellen (112, 125). Zudem erscheint die Kombination aus
Axl-Inhibierung und antiangiogenen Therapeutika interessant (101, 126). Im Fall des GBM
zeigte sich bisher kein eindeutiger Benefit antiangiogener Therapiestrategien (127). Wick et al.
untersuchten die Kombination aus Bevacizumab und dem Zytostatikum Lomustin bei Patienten
mit erstmalig rezidiviertem GBM. Hierbei ergab sich kein wesentlicher Uberlebensvorteil im
Vergleich zur Monotherapie mit Lomustin (Mittleres Uberleben: 9,1 Monate vs. 8,6 Monate)
(106). Die Resistenzmechanismen von Gliomzellen gegeniiber antiangiogenen Therapien sind
nicht in Gédnze aufgeklart (128). Es zeigt sich u. a. ein vermehrt invasives Wachstumsmuster des
GBM unter Bevacizumab (129). Die Resistenz gegeniiber Bevacizumab ist mit der
mesenchymalen Transition von Gliomzellen assoziiert (130). Nach unseren Ergebnissen
erzielten die Axl-Inhibitoren eine potente Reduktion der Gliomzell-Migration und -Invasion. Die
Kombination aus Axl-selektiven Inhibitoren sowie antiangiogenen Substanzen, wie
z. B. Sunitinib oder Bevacizumab, erscheint in der Behandlung des GBM daher vielversprechend
(126).

Erste klinische Daten zur Expression des Axl-Rezeptors in humanem Gliomgewebe
verdeutlichen seine Relevanz im GBM (80, 102). Nach Hutterer et al. imponierte mehr als die
Haélfte humaner GBM-Proben durch moderate bis hohe Expressionslevel des Axl-Rezeptors. Es
zeigte sich eine vermehrte Expression in den Pseudopalisaden sowie in reaktiven Astrozyten
(80). Onken et al. bestétigten spéter die Expression von P-Axl in 74 % der GBM-Proben. Hier

wurde eine betonte Expression v. a. in den Pseudopalisaden sowie in den Tumorgefifien
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detektiert (102). Beide Studien belegen die Korrelation von erhohter AxI- bzw.
P-Axl-Expression mit einer ungiinstigen Prognose fiir die Patienten. Dies stellte sich als ein
frithzeitiger Tumorprogress und ein reduziertes Gesamtiiberleben dar (80, 102).

Auf der Basis der Forschungsergebnisse der letzten Jahre hinsichtlich seiner Expression und
Rolle in der Tumorbiologie ist der AxI-Rezeptor ein attraktives Angriffsziel fiir
Krebstherapeutika. Aktuell werden bereits mehrere Axl-Inhibitoren als Mono- oder in
Kombinationstherapie in Phase-I-/ Phase-II-Studien bei verschiedenen Krebserkrankungen
getestet (110). Hier ist u. a. der selektive, oral verfiigbare Axl-Inhibitor BGB324 (Bemcentinib)
zu erwidhnen, der zu diesem Zeitpunkt in sechs Phase-1I-Studien bei Patienten mit
Bronchialkarzinom, Mammakarzinom, Melanom, akuter myeloischer Leukédmie und
Myelodysplastischem Syndrom evaluiert wird (131). Ein monoklonaler Antikorper
(YW327.652) sowie ein Decoy-Rezeptor (GL2I.T) von Axl befinden sich derzeit in
praklinischer Entwicklung (102, 110, 132). Die klinische Erprobung einer zielgerichteten
Inhibierung des AxI-Signalwegs durch Targeted Therapies bei Patienten mit GBM ist in
zukiinftigen Studien zu erwarten.

Zudem wird es zunehmend relevant, Krebspatienten zu identifizieren, die von einer
zielgerichteten Inhibierung des AxI-Signalwegs profitieren. Im Fall des GBM wurde die
Grundlage hierfiir bereits durch die Arbeiten von Hutterer et al. sowie Onken et al. gelegt. Der
Axl-Rezeptor stellt hiernach fiir die Mehrheit der Patienten mit GBM ein potentielles Target dar
(80, 102). Nach Onken et al. konnten Patienten mit einer simultanen Expression von P-Axl in
hyperzelluldren Tumorarealen und den Tumorgefdflen bevorzugt von einer derartigen Therapie

profitieren (102).
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Fir die Patienten mit Glioblastom existiert zum aktuellen Zeitpunkt kein kurativer
Behandlungsansatz. Selbst unter leitliniengerechter Therapie, basierend auf operativer
Tumorresektion, Strahlentherapie und Chemotherapie mit Temozolomid, ist die Prognose
dufBerst limitiert. Die sog. ,,zielgerichteten Krebstherapien® erlangten zuletzt groe Bedeutung
fir die Behandlung diverser Krebserkrankungen. Im Fall des Glioblastoms blieben die
Targeted Therapies bisher hinter den Erwartungen zuriick. Es ist notwendig, neue
Angriffspunkte unter Beriicksichtigung der speziellen Tumorbiologie des Glioblastoms zu
identifizieren. Als ein potenzielles Target gilt die Rezeptortyrosinkinase AxI.

Das Ziel unserer Studie war daher die Evaluierung einer zielgerichteten Inhibierung von AxI
durch die niedermolekularen Tyrosinkinase-Inhibitoren BMS-777607, LDC-41267 und
MPCD-84111 in verschiedenen Modellen des Glioblastoms. Die Effekte dieser Axl-Inhibitoren
auf die Eigenschaften multipler Gliom-Zelllinien wurden in funktionellen Assays in vitro und
ex vivo untersucht. Weiterhin wurde ein etabliertes intrakranielles Tumormodell in vivo anhand
zweier Gliom-Zelllinien verwendet. GBM-Xenografts wurden nach der Behandlungsphase
mittels MRT-Kontrollen sowie durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie analysiert.

Unsere Untersuchungsergebnisse zeigen, dass BMS-777607, LDC-41267 und MPCD-84111
multiple Eigenschaften der Gliomzellen supprimieren. Die Behandlung mit den Axl-Inhibitoren
resultierte insbesondere in einer starken Reduktion der Migration und Invasion in vitro und
ex vivo. BMS-777607 zeigte als einziger Axl-Inhibitor eine signifikante Reduktion des
intrakraniellen Tumorwachstums in vivo. Dies konnten wir durch antiproliferative sowie
proapoptotische Effekte im Tumorgewebe erkléren.

Zusammenfassend stellt die zielgerichtete Inhibierung von Axl durch selektive,
niedermolekulare Tyrosinkinase-Inhibitoren eine potente Therapiestrategie im experimentellen
Glioblastom dar. Eine Limitation unserer Studie bilden mdgliche Off-Target-Effekte der
verwendeten AxI-Inhibitoren. Weitere Untersuchungen zur Inhibierung von Axl durch
Substanzen der Targeted Therapies in patientennahen Glioblastom-Modellen sind fiir die
Realisierung klinischer Studien wichtig. Eine Erweiterung der therapeutischen Moglichkeiten fiir

die Patienten mit Glioblastom ist dringend notwendig.
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