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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die zielgerichtete Therapie von Tumorerkrankungen erhielt in den letzten Jahren immer
mehr Einzug in die moderne Onkologie und zeigte dort bei vielen verschiedenen
Tumorentitaten sehr gute Wirkungen. Auch fur maligne Gliome stellt die targeted
therapy eine neue Behandlungsmoglichkeit dar. In diesen experimentellen praklinischen
Studien sollten unterschiedliche Glioblastom-Mausmodelle etabliert und neue
Zielgerichtete sowie epigenetisch wirksame Substanzen an diesen Modellen bezlglich
ihrer Wirksamkeit getestet werden. Dabei kamen neben intrazerebral wachsenden
Gliomen auch subkutane, Patienten-abgeleitete Xenografts zum Einsatz, die die
Biologie maligner Gliome sehr gut widerspiegeln. Es wurde das wahrend
neurochirurgischer Operationen entnommene Gliomgewebe direkt in die Versuchstiere
implantiert, anschlieBend auf weitere Labormause passagiert und dann die
Therapieversuche durchgefuhrt.

In dieser Arbeit hatte der DNA-Methyltransferase-Hemmer 5-Azacytidin ein sehr gutes
Wirkprofil, indem er im Gliomgewebe anti-angiogenetische Wirkungen zeigte und das
Wachstum der Glioblastome verzogerte, im Gegensatz zu dem Histon-Deacetylase-
Hemmer Valproinsaure, der in den Gliommodellen keine wachstumsmindernden Effekte
zeigte. Die Multikinase-Hemmer Sorafenib und Pazopanib, die hauptsachlich durch eine
Inhibierung der vaskularen endothelialen Wachstumsfaktorrezeptoren die Tumor-
Angiogenese hemmen sollen, hatten in den Glioblastom-Modellen keine deutlichen anti-
angiogenen oder wachstumsverzogernden Wirkungen. Im Gegensatz dazu zeigten
Glioblastom-Xenografts unter dem Multikinase-Inhibitor Axitinib eine temporare
Wachstumsverzogerung sowie eine deutliche Reduktion der Vaskularisierung. Der
mTor-Inhibitor Everolimus verzogerte das Tumorwachstum in allen verwendeten
Glioblastommodellen und hatte von allen getesteten Substanzen, neben Temozolomid
und Bevacizumab, das vielversprechendste Wirkprofil.

Die zielgerichtete Therapie maligner Gliome ist in ihren Anfangen. Durchgefuhrte
klinische Studien konnten bisher nicht die an sie gerichteten grol’en Erwartungen
erfillen, jedoch ermutigen deren Ergebnisse sowie die in dieser Arbeit gewonnenen
Daten zu weiteren Analysen, um die zielgerichtete Gliom-Therapie den betroffenen

Patienten als eine wirksame Therapieoption anbieten zu konnen.




Abstract

Abstract

In recent years, the targeted therapy of tumor diseases obtained increasingly
importance in modern oncology and showed very good treatment effects in many
different tumor entities. For malignant gliomas, the targeted therapy represents a new
treatment option. In these experimental preclinical studies, different glioblastoma mouse
models should be established and new targeted as well as epigenetically active
substances were tested on these glioblastoma models. In addition to intracerebrally
growing gliomas, subcutaneous patient-derived xenografts, representing the biology of
malignant gliomas, were used by implanting the glioma tissue directly after
neurosurgical operations into mice. After increased growth, they were passaged to
further mice and then therapy experiments were performed.

In this work, the DNA methyltransferase inhibitor 5-azacitidine showed anti-angiogenic
effects in glioma tissue and delayed growth of glioblastomas, in contrast to the histone
deacetylase inhibitor valproic acid, which did not show growth-reducing effects in the
glioma models. The multi-kinase inhibitors sorafenib and pazopanib, which should
mainly inhibit tumor angiogenesis by blockade of vascular endothelial growth factor
receptors, showed no significant anti-angiogenic effects and did not delay growth of
glioblastoma xenografts. In contrast, glioblastoma xenografts showed a temporary
growth delay as well as a significant reduction of vascularization after treatment with the
multi-kinase inhibitor axitinib. The mTOR inhibitor everolimus delayed tumor growth in
all glioblastoma models, and among all substances used, everolimus had the most
promising activity profile, comparable to temozolomide and bevacizumab.

The targeted therapy of malignant gliomas is in its infancy, and clinical studies could not
fulfill the high expectations so far. Nevertheless, their results as well as data obtained in
this study encourage to carry out further experiments in order to make the targeted

glioma therapy an effective treatment option for patients with this devastating desease.




1 Einleitung

1 Einleitung
1.1 Die zielgerichtete Therapie von Tumorerkrankungen

Die zielgerichtete Tumortherapie (fargeted therapy) stellt eine wichtige Saule in der
modernen Onkologie dar. Sie umfasst neben extrazellular wirksamen monoklonalen
Antikdrpern sogenannte kleine Molekile (small molecules), die typischerweise
intrazelluldre Tyrosinkinasen blockieren'. Die zielgerichtete Tumortherapie ist fester
Bestandteil in der Behandlung vieler hamatologischer Tumorerkrankungen (z.B.
Imatinib bei chronisch myeloischer Leukamie mit PhiIadeIphia-Chromosomz) als auch in
der Therapie solider Tumorerkrankungen (z.B. Trastuzumab gegen Her2/neu® und
Tamoxifen gegen Hormonrezeptoren* beim Mammakarzinom). Wahrend die Wirkung
konventioneller Chemotherapeutika auf der Zytotoxizitdt gegenuber sich schnell
teilenden Zellen im gesamten Organismus, also im Tumor- sowie im physiologischen
Gewebe, beruht, sind die Angriffspunkte der zielgerichteten Therapie bestimmte
Moleklle, die selektiv auf den Tumorzellen exprimiert oder Uberexprimiert werden oder
mutiert sind, und die fur die Tumorprogression eine wichtige Rolle spielen. Damit hat
man die Maoglichkeit, Tumore pharmakologisch selektiv durch Neutralisierung von
Rezeptorliganden (z.B. Bevacizumab gegen VEGF®), durch Blockade von Ligand-
Rezeptor-Interaktionen, durch Blockade des Rezeptor-Signalings sowie Blockade
intrazellularer Signalmolekiile zu therapieren®. Die zielgerichtete Tumortherapie zeigt
eine bessere Vertraglichkeit mit einem gunstigeren Nebenwirkungsspektrum gegenuber
den typischen allgemeinen Nebenwirkungen der konventionellen Chemotherapie wie
Haarausfall, Auswirkungen auf den Gastrointestinaltrakt und das Knochenmark.

Mit der targeted therapy wurde die Behandlung von hamatologischen
Tumorerkrankungen revolutioniert (z.B. der CD20-Antikdrper Rituximab®). Bei diesen
Krankheitsbildern handelt es sich oft um monoklonale Zellpopulationen, die durch
bestimmte Antigen-Expressionsmuster auf den Zelloberflachen charakterisiert sind (CD,
cluster of differentiation) und damit ideale Angriffspunkte der zielgerichteten Therapie
darstellen. Solide Tumoren jedoch, wie das Glioblastoma multiforme, stellen sich
weitaus inhomogener dar, sind pharmakologisch schwerer zu erreichen und
unterschiedlichste Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Zelltypen und Geweben
verleihen diesen Erkrankungen eine groRRe Variabilitdt und Heterogenitat. Fir die
zielgerichtete Therapie solcher Tumore ist es notwendig, bestimmte targets unter

Berucksichtigung der spezifischen Tumorbiologie zu identifizieren.
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1.2 Hirneigene Tumore - Gliome

Gliome sind hirneigene Tumore neuroepithelialen Ursprungs und werden entsprechend
der Einteilung der WHO nach histopathologischen Eigenschaften in vier Grade
untergliedert’. Wahrend WHO Grad [-Tumore, beispielsweise das pilozytische
Astrozytom, als biologisch gutartig gelten und vom umgebenden Gewebe deutlich
abgrenzbar und chirurgisch heilbar sind, wachsen niedrig-gradige (WHO Grad Il) und
hoher-gradige Gliome (WHO Grad Il und 1V) diffus in das angrenzende Hirngewebe
und rezidivieren immer® °. Haufige Vertreter der WHO Grad Il-Gliome sind diffuse
Astrozytome, Oligodendrogliome und Oligoastrozytome, welche in ihrem natirlichen
Verlauf stets in hdhere WHO Grade {ibergehen®. Das Glioblastoma multiforme (WHO
Grad V) ist im Erwachsenenalter die am haufigsten vorkommende Entitat der
hirneigenen Tumore''. Hierbei unterscheidet man zwischen primaren Glioblastomen,
welche de novo entstehen, und sekundaren Glioblastomen, welche aus niedrig-
gradigen  Vorlauferlasionen  hervorgehen'.  Durch  die  voranschreitende
molekulargenetische Charakterisierung der diffusen hirneigenen Gliome erfolgt deren
Einteilung immer weiter in Subgruppen mit Unterschieden beziiglich der Tumorbiologie
als auch des Therapieansprechens, wobei molekulare Marker wie beispielsweise der
Methylierungsstatus der Methylguanin-Methyltransferase (MGMT)', die Deletion von
1p/19q™ oder die Isocitrat-Dehydrogenase’ eine Rolle spielen. Weiterhin wird
angenommen, dass Grad IlI- und Ill- Gliome eher keine Vorlauferlasionen des
Glioblastoma multiforme WHO Grad IV sind, sondern dass es sich dabei um
unterschiedliche Gliom-Entitaten handelt’®, was anhand von molekulargenetischen
Untersuchungen herausgefunden werden konnte™’.

Bei den malignen Gliomen handelt es sich nicht um eine scharf abgegrenzte
Tumormasse, sondern um eine Tumorerkrankung, welche durch die Invasion einzelner
Gliomzellen weit in das umgebende, gesunde Hirngewebe charakterisiert ist'®. Eine
neurochirurgische Tumorentfernung ist stets eine R1-Resektion mit im gesunden
Hirngewebe verbliebenen Gliom-Restzellen, die man nicht resezieren kann und ein

Gliom-Rezidiv ist stets der klinische Verlauf der betroffenen Patienten.

1.3 Aktuelle Therapie des Glioblastoma multiforme

Die malignen Gliome WHO Grad IlI-IV entgehen aufgrund ihres diffusen infiltrativen

Wachstums einer kurativen neurochirurgischen Tumorentfernung'®. Die aktuelle
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Standardtherapie des Glioblastoma multiforme umfasst die grotmogliche
makroskopische neurochirurgische Tumorentfernung, dabei kann die intraoperative
Visualisierung des Tumorgewebes mit 5-Aminolavulinsaure hilfreich sein®’. Darliber
hinaus stellen die fraktionierte Radiotherapie neben der Chemotherapie mit
Temozolomid Grundsaulen der validierten Behandlung von Glioblastomen dar?'. Eine
antiangiogene Behandlung mit dem monoklonalen Antikdrper Bevacizumab erhielt

ebenfalls Einzug in die Therapie®* 2

, jedoch lief sich dadurch keine Verlangerung des
Gesamtlberlebens feststellen, die progressionsfreie Zeit wurde jedoch verlangert und
eine Verbesserung der Lebensqualitat der Patienten wird diskutiert?* ?°. Ein Grund
dafur konnte der Riuckgang des Tumorddems unter Bevacizumab sein, jedoch
beobachtete man aullerdem ein vermehrt invasives Wachstumsmuster der Gliome
unter Bevacizumab?®.

Diese und andere zielgerichtete Therapien basieren auf der selektiven Blockierung
bestimmter Proteine oder Signalmolekile durch den Einsatz von Antikdrpern oder
Kinase-Inhibitoren?’. Dennoch, trotz zahlreicher Fortschritte und Verbesserungen in der
neurochirurgischen und medikamentésen Behandlung von Glioblastomen, bleibt diese
Erkrankung unheilbar, mit einer durchschnittlichen Uberlebenszeit der Patienten von

weniger als zwei Jahren?'.

1.4 Uberblick iiber die in dieser Arbeit verwendeten therapeutischen Substanzen

Die in diesem Projekt verwendeten und auf ihre Wirksamkeit an den Tumormodellen
untersuchten Substanzen Temozolomid, Bevacizumab, Sorafenib, Pazopanib, Axitinib,

Everolimus, Valproat und 5-Azacytidin werden im Folgenden naher beschrieben.

1.4.1 Temozolomid

Temozolomid (Temodal®) ist eine zytostatische Substanz, die durch DNA-Methylierung
einen Zellzyklus-Arrest mit konsekutiver Apoptose von Tumorzellen induzieren kann?®,
Unter allen bei Glioblastom-Patienten bisher in  Studien untersuchten
Chemotherapeutika wiel® Temozolomid als einzige Substanz eine signifikante
Verlangerung des Gesamtlberlebens auf, wobei die Behandlung von Glioblastom-
Patienten mit Temozolomid und gleichzeitiger postoperativer Strahlentherapie das
mediane Uberleben im Vergleich zur alleinigen Strahlentherapie (14,6 gegeniiber 12,1
Monate) und die 2-Jahres-Uberlebensrate (26,5% gegeniiber 10,4%) signifikant

verlangerte?’. Bei Patienten mit Glioblastomen, die eine Methylierung des MGMT-

3
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Promotors aufweisen, ist die Wahrscheinlichkeit, von Temozolomid zu profitieren,
signifikant erhdht”. Temozolomid wurde in allen durchgefiihrten Tierversuchen in

dieser experimentellen Studie als Standardtherapie sowie Positivkontrolle betrachtet.

1.4.2 Bevacizumab

Bevacizumab (Avastin®) ist ein humanisierter monoklonaler Antikérper, der gegen den
zirkulierenden vascular endothelial growth factor (VEGF) gerichtet ist’. Die Substanz
wird zur antiangiogenetischen Tumortherapie eingesetzt, indem es an alle humanen
Isoformen von VEGF-A, jedoch an keine anderen Isoformen der humanen VEGF-
Genfamilie wie VEGF-B oder —C, bindet und es damit unwirksam macht> *.
Glioblastom-Patienten kdnnen mit Bevacizumab behandelt werden und es zeigten sich
in klinischen Studien ein signifikanter transienter Rickgang des Tumorédems sowie
eine Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens, jedoch keine Verlangerung des

2231 sowie ein vermehrtes diffuses Gliomwachstum®?. Bevacizumab

Gesamtuberlebens
wurde in den Tierversuchen dieser Studie als die antiangiogene Standardtherapie

angesehen.

1.4.3 Sorafenib

Sorafenib (Nexavar®) ist ein Multikinase-Inhibitor, der durch ein relativ breites
Wirkspektrum die Tyrosin-Kinasen vascular endothelial growth factor receptor 1
(VEGFR1), VEGFR2, VEGFRS3, platelet derived growth factor receptor B (PDGFRp)
sowie weitere Signalproteine (c-Kit, FIt-3, RET, Raf) blockiert, die wichtige Mediatoren
der Tumorzellproliferation, Tumorinvasion, Metastasierung und Tumorangioneogenese
sind®. Einige klinische Studien (iberpriifen die Wirksamkeit bei Glioblastompatienten®.
Sorafenib zeigte ein signifikantes Ansprechen in der Behandlung von
Nierenzellkarzinomen® und Leberzellkarzinomen. Durch ein gutes Sicherheitsprofil
und die Moglichkeit der Kombination mit anderen Substanzen gilt Sorafenib als ein

Kandidat in der zielgerichteten Gliom-Therapie®.

1.4.4 Pazopanib

Pazopanib (Votrient®) ist ein oral bioverfigbarer Tyrosinkinasehemmer, welcher Uber
die Blockierung von VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, PDGFRa/f sowie c-Kit das
Tumorwachstum und die Tumorangiogenese Uber eine Inhibierung der durch VEGF

induzierten Endothelzellproliferation inhibieren kann®" %, Pazopanib ist zur Behandlung

4
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39, 40

von Nierenzellkarzinomen und Weichteilsarkomen zugelassen und ist ebenso ein

Kandidat in der zielgerichteten Gliom-Therapie®* *'.

1.4.5 Axitinib

Axitinib (Inlyta®) ist ein Hemmer der Phosphorylierung der Tyrosinkinasen VEGFR1,
VEGFR2 sowie VEGFR3 und hat antiangiogene Effekte im Tumorgewebe zur Folge*.
Nierenzellkarzinome zeigen ein signifikantes Ansprechen auf eine Therapie mit
Axitinib**. Die Rolle von Axitinib als zZielgerichtete Substanz in der Gliom-Therapie wird

zur Zeit in Klinischen Studien untersucht®.

1.4.6 Everolimus

Everolimus (Votubia®) ist ein Derivat des Rapamycins und wie dieses ein Inhibitor des
mammalian target of rapamycin (mTor)**. Everolimus bildet Komplexe mit mTor-
Molekulen und inaktiviert somit dieses intrazellulare, in einer Vielzahl von Tumoren
mutierte Protein®®. Da mTor Uber die weitere Aktivierung von Signalmolekiilen den
Ubergang der G1-Phase in die S-Phase des Zellzyklus aktiviert, werden die
Tumorzellen in ihrer Proliferation gehemmt. Neben weiteren antitumordsen Effekten
blockiert mTor den apoptotischen Zelltod, sodass durch eine Hemmung des Proteins
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ein groRerer Anteil von Tumorzellen in Apoptose geht™. Everolimus ist ein Kandidat in

der zielgerichteten Gliom-Therapie>* *°.

1.4.7 Valproat

Valproat ist eine kurzkettige Fettsaure, welche neben antiepileptischen
Wirkmechanismen*’ auch epigenetische Effekte verursachen kann*®. Diese werden
durch die Inhibierung von Histon-Deacetylasen (HDAC1 und 2) verursacht, wobei es zu
einer Beeinflussung der Tumorzell-Transkription und -Differenzierung kommt*®. Durch
diese epigenetischen Effekte ist Valproat eine Alternative in der Behandlung des
myelodysplastischen Syndroms®. Valproat ist eine Option in der antiepileptischen
Therapie bei Gliompatienten, wobei eine retrospektive Studie zeigte, dass Patienten,

die Valproat erhielten, langer (iberlebten®’.
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1.4.8 5-Azacytidin

5-Azacytidin (Vidaza®) ist ein Cytosin-Analogon, welches wahrend der Zellreplikation in
die RNA und DNA eingebaut wird®2. Dies hat eine verminderte Aktivitit von DNA-
Methyltransferasen zur Folge, was zu einer Hypomethylierung des Tumorzellgenoms
fihrt**. In der Behandlung des myelodysplastischen Syndroms zeigte 5-Azacytidin ein
signifikant verlangertes Uberleben der Patienten®. In der epigenetischen Gliom-

Therapie ist 5-Azacytidin ein potentieller Kandidat.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tab. 1 Gerdte und Verbrauchsmaterialien

Name Firma Herkunft

Sterilbank SK 1200 BDK Genkingen, Deutschland
Inkubator Labotect Géttingen, Deutschland
Wasserbad GFL Burgwedel, Deutschland
Absaugsystem Vacusafe Integra Zizers, Schweiz
Zentrifugen 5403, 5417R, 5810R Eppendorf Hamburg, Deutschland
Neubauer Zéahlkammer Roth Karlsruhe, Deutschland
Einfrierbox Mr Frosty Thermo Scientific Waltham, USA
Feinwaage Sartorius Géttingen, Deutschland
Vortexer IKA Staufen, Deutschland
ELISA Reader Infinite M200 Tecan Mannedorf, Schweiz
Kryotom CM1900 Leica Wetzlar, Germany
Objekttrager Eindeckautomat Dako Glostrup, Danemark
Zellkulturflaschen 25, 75, 150cm? Techno Plastic Products Trasadingen, Schweiz
Fluoreszenz-Mikroskop Zeiss Jena, Deutschland
Lichtmikroskop mit Kamera Leica Wetzlar, Deutschland

Objekttrager Superfrost
Deckglaser 24mm x 60mm
Pipetten 10,20,100,200,1000ul
Pipettenspitzen 10, 200, 1000yl
Pipettierhilfe Pipetboy

Pipetten steril 5, 10, 25ml
Falcon Rdhrchen 15ml, 50ml
Einwegspritzen 1ml, 10ml, 15ml
Eppendorf Tubes 1ml, 2ml
Kryoréhrchen

Pasteurpipetten

Sterilfilter

Multiwell Platten 96well
Petrischalen aus Plastik, @ 5cm, steril

Bohrer, Bravo Portabel Il
Bohraufsatze aus Stahl 1,8mm
Hamilton-Spritze

Histoacryl

Knochenwachs

Pinzette

Schere

Skalpell

Glaspetrischalen

PCR Kabinett
Tagman StepOnePlus
RT-Caps MicroAmp
RT-Tubes MicroAmp
TissueLyser

Thermo Scientific
Roth

Eppendorf
Eppendorf
Integra

Greiner

BD Pharmingen
Braun

Eppendorf
Greiner

Roth

Sartorius

BD Pharmingen
Thermo Scientific

Multident
Multident
Hamilton
Braun
Ethicon
Braun
Braun
Braun
Roth

Backlaab

Applied Biosystems
Life Technologies
Applied Biosystems
Qiagen

Waltham, USA

Karlsruhe, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Zizers, Schweiz
Frickenhausen, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Melsungen, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Frickenhausen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Waltham, USA

Berlin, Deutschland
Berlin, Deutschland
Hoéchst, Deutschland
Melsungen, Deutschland
Norderstedt, Deutschland
Melsungen, Deutschland
Melsungen, Deutschland
Melsungen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Scheerin, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Carlsbad, USA
Darmstadt, Deutschland
Venlo, Niederlande

NanoDrop Thermo Scientific Waltham, USA
2.1.2 Zelllinien, Medien und Zellkulturzusatze

Tab. 2 Zelllinien, Medien und Zellkulturzusitze

Name Firma Herkunft
U87MG, humane Glioblastomzellen ATCC Manassas, USA
U373MG, humane Glioblastomzellen ATCC Manassas, USA

C1, primare humane Glioblastomzellen
C2, primare humane Glioblastomzellen

Minimal Essential Medium (MEM)
Fetal Bovine Serum (FBS)
Sodium Pyrovate 100nM

Gibco Life Technologies
Gibco Life Technologies
Gibco Life Technologies

Universitatsklinikum Jena,
Klinik fir Neurochirurgie

Carlsbad, USA
Carlsbad, USA
Carlsbad, USA
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GlutaMAX

MEM Non-Essential Amino Acids
Dimethyl sulfoxide (DMSO)

Pronase E

Phosphate Buffered Saline (PBS), steril
Trypsin-EDTA

Trypanblau

Diphenyltetrazoliumbromid (MTT)
Matrigel

2.1.3 Antikorper, Reagenzien und Primer

Tab. 3 Antikorper, Reagenzien und Primer

Gibco Life Technologies
Gibco Life Technologies
Sigma Aldrich

Serva

Gibco Life Technologies
Gibco Life Technologies
Gibco Life Technologies
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Carlsbad, USA
Carlsbad, USA
Schnelldorf, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Carlsbad, USA
Carlsbad, USA
Carlsbad, USA
Schnelldorf, Deutschland
Schnelldorf, Deutschland

Name Firma Herkunft
Verdiinnung
Priméarantikorper
Cleaved Caspase3; anti-human, anti-mouse 1:200 Cell Signaling Danvers, USA
CD31; anti-mouse 1:100 BD Biosciences San Jose, USA
EGFR; anti-human, anti-mouse 1:100 Santa Cruz Biotechnology Santa Cruz, USA
p-EGFR; anti-human, anti-mouse 1:500 Cell Signaling Danvers, USA
GFAP; anti-human, anti-mouse 1:400 Dako Glostrup, Danemark
HIF1a, anti-human 1:200 Millipore Billerica, USA
Ki67, anti-human 1:200 Dianova Hamburg, Deutschland
p-mTor; anti-human, anti-mouse 1:50 Cell Signaling Danvers, USA
NG2; anti-human, anti-mouse 1:200 Millipore Billerica, USA
PDGFRB; anti-human, anti-mouse 1:100 Cell Signaling Danvers, USA
PTEN; anti-human, anti-mouse 1:200 Cell Signaling Danvers, USA
p-S6Kinase; anti-human, anti-mouse 1:100 Cell Signaling Danvers, USA
VEGF; anti-human, anti-mouse 1:250 Abcam Cambridge, UK
VEGFR1; anti-human, anti-mouse 1:100 Abcam Cambridge, UK
VEGFR?2; anti-human, anti-mouse 1:300 Cell Signaling Danvers, USA
Sekundarantikorper
Goat anti rabbit, HRP 1:500 Jackson ImmunoResearch West Grove, USA
Goat anti rabbit, biotinyliert 1:500 Jackson ImmunoResearch West Grove, USA
Goat anti rabbit, CY3 1:500 Jackson ImmunoResearch West Grove, USA
Goat anti rabbit, CY2 1:500 Jackson ImmunoResearch West Grove, USA
Goat anti rat, CY2 1:500 Jackson ImmunoResearch West Grove, USA
Strepdavidin, Peroxidase-konjugiert 1:500 Jackson ImmunoResearch West Grove, USA

Avidin-Biotin Blocking Kit
Peroxidase-Block

Ziegenserum

Triton X-100

ARK Kit for mouse primary antibodies

DAB Substrate Buffer

DAB Chromogen

AEC Immpact Peroxidase Substrat
DAPI

VectaMount Mounting Medium
Hamatoxylin
Kresylviolett-Farbelésung

Primer

mTor

P"°S6-Kinase
PDGFRB

PLGF

VEGF-A

Rneasy Mini Kit
DNAse

RNase-freies Wasser

Vector Laboratories

Dako

Jackson ImmunoResearch
Ferak

Dako

Dako

Dako

Vector Laboratories
Roth

Vector Laboratories
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Quiagen
Quiagen
Quiagen

Burlingame, USA
Glostrup, Danemark
West Grove, USA
Berlin, Deutschland
Glostrup, Danemark

Glostrup, Danemark
Glostrup, Danemark
Burlingame, USA
Karlsruhe, Deutschland
Burlingame, USA
Schnelldorf, Deutschland
Schnelldorf, Deutschland

Carlsbad, USA
Carlsbad, USA
Carlsbad, USA
Carlsbad, USA
Carlsbad, USA
Hilden, Deutschland
Hilden, Deutschland
Hilden, Deutschland
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2.1.4 Narkotika und therapeutische Substanzen

Tab. 4 Narkotika und therapeutische Substanzen

Name Firma Herkunft

Isofluran Baxter Deerfield, USA
Etomidat Asta Medica Frankfurt, Deutschland
5-Azacytidin (Vidaza®) Celgene Summit, USA

Axitinib (Inlyta®) Pfizer Inc. New York City, USA

Bevacizumab (Avastin®)
Everolimus (Votubia®)
Pazopanib (Votrient®)

Hoffmann-La Roche AG
Novartis AG
GlaxoSmithKline plc.

Basel, Schweiz
Basel, Schweiz
London, England

Sorafenib (Nexavar®) Bayer AG Leverkusen, Deutschland
Temozolomid (Temodal®) Essex Pharma Minchen, Deutschland
Valproat Ratiopharm Ulm, Deutschland
2.1.5 Versuchstiere

Tab. 5 Versuchstiere

Bezeichnung Herkunft

NMRI-nu/nu-Mause
NSG-Mause

eigene Zucht
eigene Zucht

NOD-scid IL2rg-/- -Mause eigene Zucht

2.1.6 Humane Tumorproben

Tab. 6 humane Tumorproben

Anzahl und Entitat bereitgestellt durch

11 Glioblastome
5 Glioblastome
3 Glioblastome

Vivantes Klinkum Neukdlin, Abteilung fur Neurochirurgie
Klinikum Ernst von Bergmann Potsdam, Klinik fir Neurochirurgie
Universitatsklinik fir Neurochirurgie, Graz

2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Werkbanken durchgefihrt. Die
verwendeten Zelllinien (U87MG, U373MG) sowie Primar-Glioblastomzellen (C1, C2)
wuchsen adharent. Die Zusammensetzung des Mediums fur diese Zellen (MEM)
bestand stets aus 10% FBS, 1% Pyrovat-Lésung, 1% Glutamin-Lésung und 1% nicht-
essentieller Aminosauren-Losung. Nach spatestens 72 Stunden wurde das
Kultivierungsmedium abgenommen und durch frisches ersetzt. Hatten die Zellen eine
nahezu 100%ige Konfluenz erreicht, wurden sie in mehrere neue Zellkulturflaschen
verteilt. Hierzu wurden die Zellen mit 0,25%igem Trypsin abgeldst, in frischem Medium
mit 800rpm fur 10 Minuten zentrifugiert und anschlieBend in neuem Medium
resuspendiert. Die Kultivierung erfolge in Brutschranken bei 37°C, 5% CO, und 99%
Luftfeuchtigkeit.
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2.2.2 Etablierung von Primarzell-Kulturen aus Patienten-Glioblastomen

Das direkt aus dem neurochirurgischen Operationssaal gelieferte Patienten-
Tumormaterial wurde nach Sendungseingang sofort verarbeitet. Das Gewebe wurde
steril entnommen und zweimal mit PBS gespult. Anschlieend wurde es auf einer
sterilen Petrischale mit Skalpellen in circa 2mm x 2mm messende Stlicke verkleinert.
Diese wurden dann eine Stunde bei 37°C in 5,0ml Enzym-Mix inkubiert, welcher
Kollagenase (50U/ml) und Pronase (30U/ml) beinhaltete. Es folgte eine Zentrifugation
fur 10 Minuten bei 4°C und 800rpm. Das Pellet wurde dann in frischem Medium
aufgenommen, resuspendiert und in Zellkulturflaschen verteilt. Am nachsten Tag
erfolgte ein Waschschritt und ein Mediumwechsel. Die Zellen wurden nach Erreichen
von 80-90% Konfluenz mit 0,25%igem Trypsin abgelost, 10 Minuten bei 4°C und
800rpm zentrifugiert und anschlielend in frischem Medium auf mehrere neue

Zellkulturflaschen verteilt.

2.2.3 Kryokonservierung von Zellen

Zur Kryokonservierung wurden die Zelllinien oder die Primarzellen aus den
Kulturflaschen abgeldst, zentrifugiert, in 1ml Medium mit 10% DMSO aufgenommen, in
der Einfrierbox ,Mr Frosty* langsam im -80°C-Kuhlschrank gefroren und anschlief3end in
flussigem Stickstoff gelagert. Das Auftauen von kryokonservierten Zellen erfolge rasch
in einem 37°C warmen Wasserbad und die Zellen wurden anschlielend mit frischem
Medium in Zellkulturflaschen uberfliihrt. Nach dem Anhaften der Zellen erfolgte ein

Mediumwechsel, um zelltoxisches DMSO zu entfernen.

2.2.4 Zellvitalitatsanalyse mit MTT-Assays

Mit 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Assays wurde in
vitro die Zellvitalitat humaner Glioblastomzellen bestimmt. Hierfiir wurden 5 x 10 Zellen
mit Standardmedium in jedes Well von 96-Well-Platten gegeben und nach 24 Stunden
mit unterschiedlichen Konzentrationen von 5-Azacytidin (0,1; 0,5; 1; 2,5; 5; 10; 25;
50ug/ml) oder Everolimus (10; 20; 25; 30; 35; 40; 50ug/ml) Uber eine Zeitdauer von
exakt 24 Stunden inkubiert. Anschlieend wurde in jedes Well 0,5 mg/ml MTT-Reagent
pipettiert und nach genau vier Stunden wurden die Formazan-Kristalle mit
Dimethylsulfoxid (DMSO) aufgeldst. Die optische Dichte jedes Wells wurde bei 540nm

und einem Referenz-Filter bei 620nm im Plate-Reader gemessen. Alle Experimente
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wurden dreimal wiederholt und die Mittelwerte sowie Standardabweichungen mit SPSS

errechnet und statistisch ausgewertet.

2.2.5 Visualisierung apoptotischer Glioblastomzellen

Glioblastom-Zelllinien sowie Primarzellen wurden auf Glasplattchen in 24-Well-Platten
mit Standardmedium kultiviert. Es folgte eine 24-stindige Inkubation mit 5-Azacytidin
(1,0 und 25,0ug/ml) sowie Everolimus (20,0 und 30,0ug/ml). AnschlieRend wurden die
Zellen zweimal mit PBS gewaschen, fur 15 Minuten mit 4%igem Formalin fixiert, fur 10
Minuten mit 1%iger Triton-Losung permeabilisiert, mit 20%igem Ziegenserum in PBS
blockiert und fur eine Stunde mit einem Caspase3-Primarantikorper (1:400 in PBS)
inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und fir 20 Minuten
mit einem Cy3-Fluoreszenz-gekoppelten Sekundarantikérper inkubiert (1:500 in PBS).
Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefarbt und die Anfarbungen unter dem

Fluoreszenz-Mikroskop ausgewertet.

2.2.6 Migrationsanalyse humaner Glioblastomzellen mit in vitro-Scratch Assays

U373MG-Glioblastomzellen wurden in sterilen Plastik-Petrischalen bis zu einer 90%igen
Konfluenz kultiviert. Mit einer kleinen Pipettenspitze wurden drei identische scratches in
den Zell-Monolayer pro Petrischale eingebracht und die Zellen anschlief3end griindlich
mit PBS gewaschen. Mit einer Mikroskop-Kamera wurden je Petrischale 18 Bilder in
definierten Bereichen der scratches aufgenommen und die Zellen jeweils in
Standardmedium sowie in Standardmedium zugesetzt mit 5,0pg/ml 5-Azacytidin oder
20ug/ml Everolimus kultiviert. Um den Einfluss der Zellproliferation auszuschliel3en,
wurde ein Zeitfenster von vier Stunden gewahlt. Nach exakt vier Stunden
Inkubationszeit wurden neue Bilder an den vorher definierten Bereichen der scratches
angefertigt. Alle Experimente wurden dreimal unabhangig voneinander durchgeflhrt.
Die migrierten Zellen auf den angefertigten Bildern wurden mit der Software ImageJ
(NIH, Bethesda, USA) manuell gezahlt und die Auswertung erfolgte mit der Software
SPSS (IBM, Armonk, USA).

2.2.7 Haltung von Versuchstieren

Die Haltung der Labormause sowie die Tierversuche wurden gemall dem deutschen
Tierschutzgesetz von 1998, nach Richtlinien zur Durchfiihrung von Tierversuchen®
sowie mit der Genehmigung der entsprechenden Behodrden (A0452/08, 28.11.2012)
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durchgefuhrt. Alle Versuchstiere wurden in sterilen Tierstallen mit steriler Luft unter
standardisierten  Bedingungen  (22+2°C  Raumtemperatur, 50£10% relative
Luftfeuchtigkeit, 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus) gehalten.

In jeden Kafig wurden maximal sechs Versuchstiere des gleichen Stammes und der
gleichen Behandlungsart untergebracht und mittels kleinen Inzisionen der Ohren
markiert. Die Tiere wurden sofort abgetotet, wenn eine deutliche Abmagerung oder
aufgrund des intrazerebralen Tumorwachstums Paresen, Verhaltensstérungen oder ein
Durchwachsen der Schadeldecke auftraten. Hierzu wurden die Mause in eine mit
Isofluran begaste Box gelegt und die dann narkotisierten Mause durch Genickbruch

abgetotet.

2.2.8 Subkutane Tumorzell-Injektionen an Labormausen

Glioblastomzellen wurden, verteilt auf mehrere Zellkulturflaschen, zum konfluenten
Wachstum gebracht. AnschlieRend wurden die Zellen mit 0,25%igem Trypsin abgeldst
und 10 Minuten bei 4°C und 800rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in PBS
resuspendiert und nochmals zentrifugiert. Danach wurde die Zellzahl auf 5,0x10” Zellen
je 1ml PBS eingestellt. Den Labormausen wurden 200ul der Zellsuspension unter die
Haut der linken Flanke injiziert. Nach Entfernen der Nadel wurde die Einstichstelle mit

den Fingern zusammengedrtckt, um sie dicht zu verschlieRen.

2.2.9 Intrazerebrale Tumorzell-Inokulationen an Labormausen

Fir die intrazerebrale Inokulation von Glioblastomzellen wurden nude-Mause mit 350-
450ul intraperitonealem Etomidat in eine Kurzzeitnarkose versetzt. Anschlieend wurde
der Kopf in einen Stereotaxie-Halteapparat eingespannt. Nach Desinfektion der
Kopfhaut wurde diese mit einer sterilen Schere erdffnet. Das Bregma wurde aufgesucht
und mit einer 23G-Kanule wurde, 3,0mm parasagittal rechts und 1,0mm hinter der
Koronarnaht, vorsichtig ein Loch durch die kndcherne Schadeldecke gebohrt. Es
wurden 2,5x10* U87MG-Glioblastomzellen oder 2,0x10° U373MG-Glioblastomzellen mit
einer Hamilton-Spritze in einem Volumen von 2,0ul PBS aufgenommen. Die geflillte
Spritze wurde in den Stereotaxie-Halteapparat eingebracht und die Zellsuspension zwei
Minuten lang injiziert. Nach 60 Sekunden Wartezeit wurde die Kanule 2mm heraus
gezogen und nach weiteren 60 Sekunden ganz entfernt. Es erfolge ein dichter
Knochen- und Hautverschluss mit Histoacryl. Die operierten Mause wurden unter
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Beobachtung bis zum Aufwachen in vorgewarmte Haltekasten gelegt. Die postoperative

Uberlebensrate betrug nach diesem Verfahren nahezu 100%.

2.2.10 Subkutane Xenotransplantation von Patienten-Glioblastomgewebe in
Labormause

Die Genehmigung der Ethikkomission der Charité — Universitatsmedizin Berlin fir die
Verwendung von humanem Glioblastomgewebe und die Erstellung aller Glioblastom-
Xenografts wurde eingeholt. Im Operationssaal wurde wahrend neurochirurgischer
Glioblastom-Resektionen vitales Glioblastomgewebe in sterile, mit Medium befullte
Rohrchen gegeben. Diese wurden noch am selben Tag in das Labor geschickt und
verarbeitet oder langstens Uber Nacht bei 4°C gelagert. Das Medium wurde unter
sterilen Bedingungen abgenommen und das Glioblastomgewebe mit PBS gewaschen.
Ein Teil des Gewebes wurde sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und
kryokonserviert. Mit sterilen Skalpellen wurden circa 0,5x0,5cm messende Tumorstlicke
herausgeschnitten. Fur ein erfolgreiches Engraftment wurden NSG- oder NOD/SCID-
Mause verwendet. Diese erhielten eine circa 0,7cm lange Inzision in die Haut der linken
Flanke. Die Tumorsticke wurden zusammen mit Matrigel, versetzt mit VEGF-/FGF-
Wachstumsfaktoren, unter die Haut eingebracht. Danach wurden die Hautfalten dicht
mit Hautklammern verschlossen und diese nach erfolgter Wundheilung wieder entfernt.
Das Tumorwachstum wurde in einer wodchentlichen Visite beurteilt und die
Tumorvolumina wurden gemessen. Bei einer Tumorgrof3e von circa 0,75cm?® wurden die
Mause abgetodtet, ein Teil des Tumors zur Kryokonservierung schockgefroren und das
restliche Gewebe auf weitere Mause subkutan verteilt (erste Passage). Ab der zweiten

Passage wurden die Xenotransplantate flr Therapieversuche verwendet.

2.2.11 Therapeutische Tumorbehandlung der Versuchstiere

Die Medikamente wurden den Labormausen oral, intraperitoneal oder intravenos
zugefuhrt. Fir die orale Gabe wurde die aufbereitete Substanz mit einer Pipette in das
Maul der Labormause verabreicht. Flur die intraperitoneale Gabe wurden die
Substanzen mit einer Kanule in den rechten Unterbauch in die Peritonealhdhle injiziert.

Flr intravendse Injektionen wurden die Schwanzvenen der Labormause punktiert.
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2.2.12 In dieser Arbeit verwendete Substanzen mit deren Dosierungen und
Applikationswegen

In Tabelle 7 sind alle verwendeten Substanzen mit deren Dosierungen,
Behandlungsschemata sowie Applikationswegen aufgefihrt. Diese wurden fir jeden
durchgefuhrten Therapieversuch standardisiert durchgefuhrt. Fur die jeweiligen
Kontrollgruppen wurde immer PBS Uber die jeweils angegebenen Applikationswege als

Placebo-Therapie verwendet.

Tab. 7 Verwendete Substanzen mit deren Dosierungen, Applikationswegen und Behandlungsschemata

Applikations- Behandlungs- Dosis Behandlungen

weg schema [mg/kg] pro Tag

5-Azacytidin iv. Tag 1-5 90 1x taglich
Axitinib p.o. Tag 1-9 30 2x taglich
Bevacizumab ip. Tag 1,3,5,8,10,12 5 1x taglich
Everolimus p.o. Tag 1-5, 8-12 5 1x taglich
Pazopanib p.o. Tag 1-5, 8-12 60 1x taglich
Sorafenib p.o. Tag 1-5, 8-12 80 1x taglich
Temozolamid p.o. Tag 1-5 90 1x taglich
Valproat ip. Tag 1-5, 8-12 200 2x taglich

i.v.=intravends, p.o.=per 0s, i.p.=intraperitoneal.
2.2.13 Durchfiihrung von Therapieversuchen

Eine Behandlungsgruppe bestand stets aus sechs bis acht Labormausen, welche
immer zusammen in separaten Haltekasten untergebracht wurden. Nach der Operation
der Versuchstiere wurden diese randomisiert in die jeweiligen Therapiegruppen verteilt.
Zur Messung der subkutanen Tumorvolumina wurde ein Messschieber verwendet
(Formel: Tumorvolumen = (Breite? x Lange) x 0,5; als Breite galt immer der kleinere
gemessene Wert). In jedem Therapieversuch wurden die TumorgroRen aller
Behandlungsgruppen 2 bis 3 mal in jeder Woche bestimmt. Gleichzeitig zu jeder
Messung wurden die Korpergewichte der Versuchstiere ermittelt. Bestand fiur die Tiere
mit intrazerebral wachsenden Tumoren zwischen drei und vier Wochen nach der
Tumorinokulation ein Abfall des Kdrpergewichts von mehr als drei Gramm Uber drei

Tage, wurden sie abgetotet und der Therapieversuch beendet.

2.2.14 Analyse subkutaner TumorgroRen

Jeder Therapieversuch wurde ausschlieBlich von einer Person betreut, um
untersucherabhangige Messabweichungen zu verhindern. Die Tumorvolumina der
subkutan wachsenden Glioblastome wurden flr jedes einzelne Versuchstier bestimmt

und die Werte der einzelnen Tiere einer Behandlungsgruppe =zu bestimmten
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Zeitpunkten gemittelt. Hier wurde der Standardfehler des Mittelwertes verwendet. Die
T/C-Werte (treatment to control-Werte) wurden aus dem Verhaltnis der gemittelten
Tumorvolumina aus der jeweiligen Behandlungsgruppe zur Kontrollgruppe an einem
bestimmten Zeitpunkt ermittelt und geben an, wieviel Prozentpunkte die Verminderung

der Tumorgrof3en relativ zur Kontrollgruppe betragt.

2.2.15 Analyse von intrazerebralen TumorgroBen mittels Kresylviolettfarbung

Die in 2-Methylbutan schockgefrorenen Gehirne mit den intrazerebralen Tumoren
wurden mit einem Kryotom und einer Dicke von 6um komplett geschnitten. Dabei wurde
im Abstand von jeweils 40um je ein Gehirnschnitt auf Objekttrager aufgebracht.
AnschlielRend erfolgte die Anfarbung der Kryoschnitte mit Kresylviolett, um das
Tumorgewebe darzustellen. Daflir wurden die Objekttrager in einer Farbereihe flr eine
Minute in Kresylviolettldsung inkubiert, anschlie®end in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70%, 80%, 90%, 99%, 100%) entfarbt, fur eine Minute in Xylol inkubiert
und dann mit Deckglasern versiegelt. Die grof3te angeschnittene Tumorflache jeden
Tumors wurde bestimmt und die Flache unter dem Mikroskop mit der Software
EasyMeasure (Inteq® GmbH) ausgemessen. Aus den groBten Tumorflaichen aller
Tumore aus einer Behandlungsgruppe wurde der Mittelwert und die

Standardabweichung berechnet.

2.2.16 Aufarbeitung von Tumorgewebe aus Versuchstieren

Subkutan wachsende Tumore wurden nach Abtdten der Versuchstiere mit Pinzette und
Skalpell aus der umgebenden Haut herausgeschnitten, in Roéhrchen Uberfihrt und
sofort in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Fur die Gewinnung
der intrazerebral gewachsenen Glioblastome wurden die Gehirne der abgetdteten
Versuchstiere durch Einschneiden der Kopfhaut sowie des Schadelknochens
herausprapariert. AnschlieRend wurden sie in -20°C kaltes 2-Methylbutan Gberfuhrt und
bei -80°C gefroren und gelagert. Die subkutanen Tumore sowie die Gehirne wurden
dann mittels Kryostat und einer Dicke von 6um geschnitten, auf Objekttrager
aufgebracht und bei -20°C gelagert.

2.2.17 Immunhistochemische Farbeuntersuchungen

Fir die Immunhistochemie wurden Kryoschnitte fur 15 Minuten mit 4%igem

Formaldehyd fixiert. Nach einem funf minitigem Waschschritt in PBS wurde die
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endogen vorhandene Peroxidase mit 3%igem H2O, blockiert. Nach funf minutigem
Waschen wurden die Kryoschnitte mit 20%igem Ziegenserum fur 15 Minuten inkubiert
und danach der Primarantikdrper, mit der entsprechenden Verdinnung in PBS (siehe
Tab. 3), fur eine Stunde auf die Gewebeschnitte in einer feuchten Kammer gegeben.
Anschlielend erfolgte ein zehn minutiger Waschschritt in PBS und der
Sekundarantikorper, verdinnt 1:500 in PBS, wurde flr eine Stunde in einer feuchten
Kammer, bei mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelten Antikdérpern zusatzlich im
Dunkeln, aufgetragen. Danach wurden die Objekttrager zehn Minuten in PBS
gewaschen. Bei mit immunfluoreszierenden Farbstoffen gekoppelten
Sekundarantikorpern erfolgte nach Auftragen von DAPI-Eindeckmedium unmittelbar die
Auswertung der Signale unter dem Fluoreszenzmikroskop. Fur die Anfarbung
apoptotischer Endothelzellen wurden die Kryoschnitte nach der Inkubation mit dem
Caspase3-Primarantikdrper und einem Cy3-gekoppelten Sekundarantikorper (1:500) fur
eine Stunde mit 20%igem Ziegenserum blockiert und es folgte die Inkubation mit dem
CD31-Primarantikérper und einem CY2-gekoppelten Sekundarantikdrper (1:500) und
die Objekttrager wurden mit DAPI-Eindeckmedium versiegelt. Bei Verwendung von
biotinylierten Sekundarantikorpern erfolgte zusatzlich eine 30minutige Inkubation mit
Strepdavidin-horseradish peroxidase (HRP). Bei einer direkten Kopplung des
Sekundarantikérpers mit HRP entfiel dieser Schritt. Dann wurden die Gewebsschnitte
funf Minuten mit dem Substrat Diaminobenzidin (DAB) inkubiert, was eine Braunfarbung
der darzustellenden Antigene zur Folge hatte. Mit dem Substrat Aminoethylcarbazol
(AEC) wurde maximal 30 Minuten inkubiert und es resultierte eine rote Farbung der
Zielantigene. AnschlieRend erfolgte eine blaue Gegenfarbung der Zellkerne mit
Hamatoxylin, wobei die Objekttrager flr eine Minute in Hamatoxylinlésung und fir zehn
Minuten in Leistungswasser eingebracht und anschliel3end eingedeckelt wurden.

Die Werte der Expressionsdichten (EGFR, phospho-EGFR, VEGF, VEGFR1, PDGFRp,
PTEN, phospho-mTor, phospho-S6-Kinase) wurden lichtmikroskopisch ermittelt. Dabei
wurden zufallig zehn Gesichtsfelder (400fache VergréRerung) je Tumorschnitt und
Behandlungsgruppe ausgewahlt und je Gesichtsfeld die Intensitat der Anfarbung in
keine (0), schwach (1), moderat (2) und stark (3) sowie der Anteil des angefarbten
Tumorgewebes (0%, 25%, 50%, 75% oder 100%) bestimmt und diese beiden Werte
dann multipliziert und aus allen Werten die Mittelwerte gebildet.

Fir die Bestimmung der Anzahl von CD31-positiven Endothelzellen sowie PDGFR[3-

positiven Perizyten wurden diese unter dem Lichtmikroskop (400fache VergrofRerung)
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auf zehn zufallig gewahlten Gesichtsfeldern je Tumorschnitt und Behandlungsgruppe

manuell ausgezahlt und die jeweiligen Mittelwerte gebildet.
2.2.18 Fluorogene RT-TagMan-PCR (Real Time-Polymerase-Kettenreaktion)

Die Ribonukleinsdaure (RNA) aus 2 x 2 x 2mm messenden, kryokonservierten
Glioblastom-Xenograft-Gewebestlcken aus drei Tumoren je Behandlungsgruppe wurde
mittels RNA-Isolations-Kit gewonnen. Dabei wurde zu der Gewebeprobe 600ul Lysis-
Buffer hinzugegeben, diese in einem TissueLyser funf Minuten lysiert und nach Zugabe
von DNAse-Losung sowie nach mehreren Waschschritten die RNA durch eine
Saulenmembran in RNAse-freiem Wasser gewonnen, deren Konzentration mittels
NanoDrop bestimmt und bei -20°C gelagert. Mit dem TagMan-Reverse-Transcription-
Reagent wurde anschlielend die gesamte RNA transkribiert und die PCR-Reaktionen
wurden mit 2yl komplementarer Desoxyribonukleinsdure (cDNA, 38ng/ul)
korrespondierend zu 20ng messenger-RNA (mRNA) durchgefuhrt. Es wurden human-
spezifische Primer und der TagMan-Fast-Mastermix verwendet und die Amplifikationen
im  StepOne-Plus-Real-Time-PCR-System  durchgefihrt. Die Glyceraldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wurde als Referenzgen genutzt. Die normalisierten
ACr-Werte (cycle threshold) wurden durch Subtraktion der GAPDH-Ct-Werte vom
jeweils untersuchten Gen errechnet. Jede Probe wurde zweimal gemessen und die

relativen Expressionsunterschiede mit der 22°T-Methode errechnet®®.

2.2.19 Statistische Auswertung

Statistisch signifikante Unterschiede der subkutanen Tumorgrof3en wurden mittels Two-
Way Analysis of Variance (ANOVA) und der Software GraphPadPrism (La Jolla, USA)
ermittelt. Der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test wurde flr die Signifikanztestung der
intrazerebralen TumorgréRen angewendet, die statistische Analyse von Glioblastomzell-
Viabilitat, -Metabolismus und —Migration wurde mit dem Student’s t-Test und dem
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test sowie der Software SPSS (IBM, Armonk, USA)
durchgefuhrt. Alle ermittelten p-Werte kleiner als 0.05 galten als statistisch signifikant.
p-Werte <0,05 sind mit * , p-Werte <0,01 mit ** und p-Werte <0,001 mit *** markiert.
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3 Ergebnisse
3.1 Etablierung und Charakterisierung humaner Glioblastom-Mausmodelle
3.1.1 Zelllinien-abgeleitete, subkutan wachsende Glioblastome

Als Glioblastom-Zelllinien wurden U87MG- und U373MG-Linien verwendet. Nach der
subkutanen Injektion der Zellen in nude-Mause lag die Tumoranwachsrate bei 100%
und die Mortalitat des Eingriffs bei 0%. Beide Zelltypen zeigten ein sehr fruhes
Tumorwachstum, sodass eine Messung der Tumorgrof3en sowie ein Therapiebeginn ab
dem vierten Tag nach der Zellimplantation durchgefihrt werden konnte.
Durchschnittlich zehn Tage nach der Tumorzell-Injektion erreichten U87MG- als auch
U373MG-Tumore eine GrolRe von 0,1cm?3. Nach durchschnittlich 30 Tagen erreichten
U87MG-Tumoren eine Grdfle von 0,5cm?® und U373-Tumoren eine Grolde von 1,0 cm?.
Damit ergab sich ein maximal nutzbarer Therapie-Zeitraum von drei Wochen.

Makroskopisch waren die U87MG-Tumore von harter Konsistenz sowie scharf
gegenuber der Umgebung abgekapselt. Es zeigten sich kein invasives Wachstum in

das umgebende Gewebe, keine Einblutungen und keine nekrotischen Areale (Abb. 1C).

PR
N E

&

Ea

Abb. 1 Zelllinien-abgeleitete, subkutan wachsende Glioblastome. (A) Makroskopisch imponieren U373MG-Tumore durch
Zystenbildung, U87MG-Tumore (C) haben eine kompakte Struktur. Die BlutgefaRdichte ist, dargestellt durch Anfarbung gegen
CD31-positive Endothelzellen, jeweils sehr hoch (B, U373MG, D, US7MG).

Die U373MG-Tumore zeigten ebenso ein abgekapseltes, nicht-invasives Wachstum.
Diese Tumore wuchsen stets zystisch (Abb. 1A), Einblutungen in den Tumor sowie
nekrotische Areale waren gehauft vorhanden. Beide Tumorarten zeigten eine hohe
BlutgefaRdichte (Abb. 1B,D).

3.1.2 Zelllinien-abgeleitete, intrazerebral wachsende Glioblastome

U87MG- als auch U373MG-Glioblastomzellen wurden in die Gehirne von nude-Mausen
mittels der im Abschnitt 2.2.6 beschriebenen Operationstechnik inokuliert. Die Therapie
der Versuchstiere begann aufgrund des sehr frihen Tumorwachstums ab dem dritten
postoperativen Tag. Nach durchschnittlich 24 Tagen wurden alle Versuche beendet, es

ergab sich damit ein Therapiefenster von drei Wochen.
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Mikroskopisch zeigte sich ein differentes Wachstumsmuster: wahrend U87MG-Tumore
vom umgebenden gesunden Hirngewebe scharf abgegrenzt wachsen (Abb. 2A),
zeigten U373MG-Tumore ein invasiveres Wachstumsmuster (Abb. 2C). Die
Blutgefalidichte war in beiden Zelllinien-abgeleiteten intrazerebralen Glioblastomen
hoch (Abb. 2B, D).

Abb. 2 Zelllinien-abgeleitete, intrazerebral wachsende U87MG- und U373MG-Tumore. U87MG-Tumore wachsen vom umgebenden
gesunden Hirngewebe deutlich abgekapselt (A), U373MG-Zellen wachsen invasiver in das umgebende Gewebe (C). Die
BlutgefaRdichte ist in beiden Tumorentitaten hoch (B, U87MG, D, U373MG).

3.1.3 Primarzellen-abgeleitete subkutane und intrazerebrale Glioblastome

Die in vitro-kultivierten Glioblastom-Primarzellen C1 und C2 wurden subkutan als auch
intrazerebral in nude-Mause eingebracht. Subkutan wachsende Glioblastome (CX1 und
CX2) hatten eine harte Konsistenz und wuchsen vom umgebenden Gewebe
abgekapselt (Abb. 3A, B). Durchschnittlich 20 Tage nach der Zellinjektion hatten die
Tumore eine Grdlke von 0,1cm?® erreicht, nach 40 Tagen lag diese bei durchschnittlich
0,5cm?®. Die Gefalddichte war, verglichen mit Zelllinien-abgeleiteten Xenografts, deutlich
geringer (Abb. 3D).

Abb. 3 Primarzell-abgeleitete Glioblastom-Xenografts. Subkutanes Wachstum von C1- (A) und C2-Zellen (B). HE-Farbung (C)
sowie Darstellung von CD31-positiven Endothelzellen (D) in einem subkutanen C1-Tumor. Intrazerebrales Wachstum von C1-Zellen
(E, F) sowie von C2-Zellen (H). (G) zeigt einen C2-Tumor, der intra- sowie extrazerebral gewachsen ist.

Die intrazerebral inokulierten Glioblastom-Primarzellen zeigten ein im Vergleich zu den
Zelllinien-abgeleiteten intrazerebral wachsenden Tumoren langsameres Wachstum. Der
Zeitraum zwischen der Operation und dem Abtdéten der Versuchstiere betrug 60 Tage
bei C1-Tumoren und 90 Tage bei C2-Tumoren. Das intrazerebrale Wachstum der
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Glioblastom-Primarzellen zeigte sich haufig invasiv in das umgebende Hirngewebe

(Abb. 3E-H), Einblutungen oder nekrotische Areale fanden sich dagegen nicht.

3.1.4 Patienten-abgeleitete subkutane Glioblastom-Xenografts

Insgesamt wurden 19 Patienten-Glioblastome direkt nach der neurochirurgischen
Entfernung subkutan in Labormause transplantiert. Davon zeigten 7 Glioblastome
(36,8%) eine GroRenprogression und konnten weiter auf Versuchstiere subkutan
transplantiert und dann flr Therapieversuche verwendet werden (TX1, TX2). Die
durchschnittliche Zeit von der Tumortransplantation bis zur Durchfuhrung der ersten
Tumorpassage betrug 118 Tage. Bis zur Durchfihrung eines ersten Therapieversuchs
wurden zwei Passagen der Tumore bendtigt, wobei die Zeit bis zur zweiten Passage in
der Regel kirzer als bis zur ersten war. Die fir die Therapieversuche transplantierten
Xenografts waren nach durchschnittlich 22 Tagen fest subkutan angewachsen und
zeigten daruber hinaus makroskopisch eine deutliche Blutgefalbildung, sodass die
Therapieversuche begonnen werden konnten. Nach durchschnittlich 36 Tagen wurden
die Therapieversuche beendet, sodass sich ein moglicher Therapiezeitraum von zwei

Wochen ergab.

A

Abb. 4 An einem Patienten-abgeleiteten Glioblastom-Xenograft sind makroskopisch Einblutungen im Tumorgewebe erkennbar (A).
Charakteristische GefaRproliferationen (B) sowie Strichnekrosen (C) sind in den Patienten-abgeleiteten Xenografts zu finden. Die
Farbung gegen murines CD31 zeigt, dass die BlutgefalRe im Xenograft murinen Ursprungs sind (D). Anfarbung gegen GFAP im
Patiententumor (E) sowie im Patienten-abgeleiteten Xenograft (F).

Histologisch zeigten die transplantierten Patienten-Glioblastome fiur die WHO Grad V-
Tumore charakteristische GefaRproliferationen sowie nekrotische Tumorareale (Abb.
4E, F). Weiterhin wurde haufig ein festes Einwachsen der Patienten-abgeleiteten

Xenografts in das umgebende Bindegewebe beobachtet.
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3.2 Einfluss der Multi-Tyrosinkinase-Hemmer Sorafenib sowie Pazopanib auf die
biologischen Eigenschaften humaner Glioblastome

3.2.1 Wachstum von subkutanen und intrazerebralen Glioblastom-Xenografts
wahrend einer Therapie mit Sorafenib sowie Pazopanib

Die Multi-Tyrosinkinase-Inhibitoren Sorafenib sowie Pazopanib wurden bezuglich ihrer
Wirkung auf das Wachstum von subkutanen U87MG-, U373MG, CX1- und CX2-
Tumoren sowie von Patienten-abgeleiteten Xenografts TX1 und TX2 analysiert (Tab. 8,
Abb. 5). Sorafenib verzogerte das Wachstum subkutaner U373MG-Tumore signifikant
zur PBS-Kontrollgruppe (T/C=63,9%, p<0,05, Abb. 5A), in den anderen subkutanen
Modellen hatte Sorafenib keinen signifikanten wachstumsverzogernden Effekt.
Pazopanib verzdégerte das Tumorwachstum in subkutanen U373MG-Tumoren
(T/C=48,2%, p<0,001, Abb. 5B), in CX2-Tumoren (T/C=62,1%, p<0,05, Abb.5D) und in
Patienten-abgeleiteten TX2-Glioblastom-Xenografts (T/C=19,6%, p<0,001, Abb. 5F).
Temozolomid verhinderte das Gliomwachstum in allen subkutanen Modellen (Tab. 8,
Abb. 5A-F). Bevacizumab verzégerte das Tumorwachstum signifikant in subkutanen
U87MG-Tumoren (T/C=41,7%, p<0,001, Abb. 5A), U373MG-Tumoren (T/C=7,7%,
p<0,001, Abb. 5B), CX2-Tumoren (T/C=40,8%, p<0,05, Abb. 5D) sowie in TX2-
Patienten-Glioblastomen (T/C=14,0%, p<0,001, Abb. 5F).

Tab. 8 Versuchsdaten der Tierexperimente mit Sorafenib und Pazopanib an subkutanen Glioblastommodellen

subkutanes Substanz  optimaler Korpergewichts- toxische Sterbe- p-Werte subkutanes Substanz  optimaler Korpergewichts- toxische Sterbe- p-Werte zur

Tumormodell T/C [%] anderung [%] Félle / total zuPBS Tumormodell T/C [%] anderung [%] Félle / total PBS-Gruppe
UB7MG (nude) U373MG (nude)
PBS +4 0/9 PBS +6 0/10
Sorafenib 157,8 0 0/8 >0,05 Sorafenib 63,9 +3 1/8' <0,05
Pazopanib 83,1 +1 0/8 >0,05 Pazopanib 48,2 +2 0/8 <0,001
Temozolomid 79 +1 0/8 <0,001 Temozolomid 4,0 0 0/8 <0,001
Bevacizumab 417 -2 0/8 <0,001 Bevacizumab 7,7 +7 0/8 <0,001
CX1 (nude) CX2 (nude)
PBS +2 0/8 PBS +3 077
Sorafenib 1144 -5 0/6 >0,05 Sorafenib 81,9 -3 or7 >0,05
Pazopanib 107,7 -2 o077 >0,05 Pazopanib 62,1 -2 0/8 <0,05
Temozolomid 20,7 -7 0/8 <0,001 Temozolomid 35,8 -4 0/8 <0,001
Bevacizumab 61,8 0 0/8 >0,05 Bevacizumab 40,8 -1 0/6 <0,05
TX1(NSG) TX2 (NSG)
PBS +14 0/6 PBS
Sorafenib 71,0 +4 0/6 >0,05 Sorafenib 107,6 -8 0/6 >0,05
Pazopanib 110,5 +8 0/6 >0,05 Pazopanib 19,6 +6 0/6 <0,001
Temozolomid 16,3 +9 0/6 <0,001 Temozolomid 0,7 -6 1/6" <0,001
Bevacizumab 83,2 +13 0/6 >0,05 Bevacizumab 14,0 -2 0/6 <0,001

Des weiteren wurden nude-Mause mit intrazerebral wachsenden U87MG- sowie
U373MG-Tumoren mit Sorefenib als auch Pazopanib therapiert (Abb. 6). Die U87MG-

Tumore hatten in der PBS-Behandlungsgruppe nach 27 Tagen eine durchschnittliche
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Abb. 5 Therapieversuche mit Sorafenib sowie Pazopanib in subkutanen U87MG- (A), U373MG- (B), CX1- (C), CX2- (D), TX1- (E)
und TX2-Glioblastom-Modellen (F). Jeder Versuch bestand aus Kontrollgruppen mit PBS sowie Temozolomid und Bevacizumab.
Die Fehlerbalken geben die Standardfehler des Mittelwerte (SEM) an.

Grole von 9,0 £ 5,7mm? (Abb. 6A,C). Die U87MG-Gliome in der Sorafenib-Gruppe
hatten eine Groélke von 16,2 £ 5,9mm? (p>0,05; Abb. 6A,D), die in der Pazopanib-
Gruppe 8,9 + 6,4mm? (p>0,05; Abb. 6A,E) und die in der Bevacizumab-Gruppe 2,7 +
1,5mm? (p<0,05; Abb. 6A,F). Die durchschnittliche GrolRe der intrazerebralen U373MG-
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Gliome betrug 33 Tage nach der Zellimplantation 2,6 + 2,1mm? in der PBS-Gruppe
(Abb. 6B,G), 3,1 £ 1,6mm? in der Sorafenib-Gruppe (Abb. 6B,H), 1,3 £ 0,4mm? in der
Pazopanib-Gruppe (Abb. 6B,J) und 0,9 £ 0,4mm? in der Bevacizumab-Gruppe (p<0,05;
Abb. 6B,K).
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Abb. 6 Intrazerebrales Wachstum von U87MG- (A) und U373MG-Tumoren (B) unter einer Therapie mit Sorafenib sowie Pazopanib.
Abbildungen der grofiten Querschnittsflachen der U87MG- (C-F) und U373MG-Gliome (G-K) in der jeweiligen Behandlungsgruppe.

3.2.2 Ki67-Proliferationsindex im Glioblastom-Gewebe nach einer Therapie mit
Sorafenib sowie Pazopanib

Um zu untersuchen, ob sich die jeweilige Therapie mit Sorafenib oder Pazopanib auf
die  Tumorproliferationsrate  auswirkt, wurde im Gliomgewebe der Ki67-
Proliferationsindex bestimmt (Abb. 7). Unter einer Sorafenib-Therapie verminderte er
sich im Vergleich zur PBS-Gruppe von 10,1 + 1,9% auf 7,7 + 2,0% (p<0,001; Abb.
7C,N,0) und war in subkutanen U87MG-Tumoren, CX1-Tumoren und intrazerebralen
U87MG-Tumoren nicht signifikant zur PBS-Kontrollgruppe verandert (p>0,05; Abb. 7A-
D). Nach einer Pazopanib-Therapie verminderte sich der Ki67-Proliferationsindex in
CX1-Glioblastomen im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe von 2,4 + 0,6% auf 1,7 + 0,5%
(p<0,001; A.. 7B,J,L) und in intrazerebralen U87MG-Tumoren von 11,6 + 3,1% auf 9,6 +
3,2% (p<0,05; Abb. 7D,R,T). Die Bevacizumab-Therapie verminderte den Ki67-
Proliferationsindex in subkutanen U87MG-Tumoren von 13,2 + 4,3% auf 7,5 + 2,6%
(p<0,001; Abb. 7A,E,H) und in intrazerebralen U87MG-Tumoren von 11,6 + 3,1% auf
3,9 + 1,5% (p<0,001; Abb. 7D,R,U). In Patienten-abgeleiteten Xenografts TX1 wurde
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der Ki67-Proliferationsindex zusatzlich in der Temozolomid-Gruppe ermittelt und dieser
verringerte sich von 10,1 + 1,9% auf 3,9 + 1,4% (p<0,001; Abb. 7C).
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Abb. 7 Analyse des Ki67-Proliferationsindex nach einer Therapie mit Sorafenib sowie Pazopanib und den Kontrollen PBS und
Bevacizumab in subkutanen U87MG-Tumoren (A), subkutanen CX1-Tumoren (B), Patienten-abgeleiteten Glioblastom-Xenografts
TX1 (C) und intrazerebralen U87MG-Tumoren (D) mit jeweils reprasentativen Abbildungen der Anfarbungen gegen Ki67 unter PBS
(E,J,N,R), Sorafenib (F,K,0,S), Pazopanib (G,L,P,T) und Bevacizumab (H,M,Q,U).

3.2.3 Untersuchung der Tumor-Angioneogenese im Gliomgewebe unter Sorafenib
sowie Pazopanib

Um die Glioblastom-Angioneogenese zu analysieren, wurden im Tumorgewebe CD31-
positive Endothelzellen mittels immunhistochemischer Anfarbung dargestellt (Abb. 8).
Nach einer Sorafenib-Therapie sank die mittlere Anzahl von Endothelzellen je
Gesichtsfeld in subkutanen U87MG-Tumoren von 47,1 £ 11,4 in der PBS-Gruppe auf
38,4 £ 6,8 (p<0,001; Abb. 8A), auch in intrazerebralen U87MG-Tumoren war die Anzahl
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der Endothelzellen unter Sorafenib (von 47,2 + 13,4 auf 43,1 + 10,1; p<0,001; Abb.
8C,J,K) signifikant vermindert. Eine Pazopanib-Therapie veranderte die Anzahl von
Endothelzellen in keinem der aufgefihrten Gliom-Modelle signifikant (Abb. 8A-C, G,L).
Die Bevacizumab-Therapie verminderte die Anzahl der Endothelzellen in jedem
Tumormodell signifikant (p<0,001; Abb. 8A-C,H,M). Des weiteren wurde die Anzahl von
PDGFRB-positiven Perizyten analysiert und es zeigte sich ein signifikanter Abfall von
20,7 £ 4,4 in der PBS-Gruppe auf 18,5 + 4,6 in der Sorafenib-Gruppe (p<0,05; Abb.
8D,N,O) sowie auf 10,9 + 7,2 in der Bevacizumab-Gruppe (p<0,001; Abb. 8Q).
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Abb. 8 Analyse der Glioblastom-Angioneogenese mittels Anfarbung von CD31-positiven Endothelzellen in subkutanen U87MG-
Tumoren (A), subkutanen CX1-Tumoren (B) und intrazerebralen U87MG-Tumoren (C) sowie Anfarbung von PDGFR-positiven
Perizyten in intrazerebralen U87MG-Tumoren (D). Reprasentative Abbildungen der immunhistochemischen Anfarbungen sind in (E
bis Q) dargestellt.
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3.2.4 EGF-Rezeptorexpressionsanalyse nach einer Therapie mit Sorafenib sowie
Pazopanib

Mit  immunhistochemischen Expressionsanalysen wurde die Expression des
epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR) sowie dessen Phosphorylierung
(phospho-EGFR) im Tumorgewebe intrazerebraler U87MG-Tumore ermittelt. Die
mittlere Expressionsdichte von EGFR (Abb. 9A) betrug in der PBS-Gruppe 121,7 + 36,4
(Abb. 9C), in der Sorafenib-Gruppe 20,0 £ 23,6 (p<0,001; Abb. 9D), in der Pazopanib-
Gruppe 42,5 + 28,2 (p<0,001; Abb. 9E) und in der Bevacizumab-Gruppe 32,9 + 21,9
(p<0,001; Abb. 9F). Die mittlere Expressionsdichte des phosphorylierten EGFR (Abb.
9B) betrug in der PBS-Gruppe 134,2 + 13,8 (Abb. 9G), in der Sorafenib-Gruppe 64,2 +
46,4 (p<0,001; Abb. 9H), in der Pazopanib-Gruppe 111,3 £ 26,9 (p<0,001; Abb. 9J) und
in der Bevacizumab-Gruppe 79,6 £ 30,3 (p<0,001; Abb. 9K).
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Abb. 9 Analyse der Expression von EGFR- (A) sowie phospho-EGFR (B) im Tumorgewebe intrazerebral wachsender U87MG-
Gliome. Es sind reprasentative Abbildungen der immunhistochemischen Anfarbungen von EGFR in der PBS-Gruppe (C), der

Sorafenib-Gruppe (D), der Pazopanib-Gruppe (E) und der Bevacizumab-Gruppe (F) sowie von phospho-EGFR in der PBS-Gruppe
(G), der Sorafenib-Gruppe (H), der Pazopanib-Gruppe (J) und der Bevacizumab-Gruppe (K) dargestellt.
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3.3 Therapie humaner Glioblastome mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Axitinib

3.3.1 Axitinib verzogert temporar das Wachstum Bevacizumab-resistenter,
Patienten-abgeleiteter Glioblastom-Xenografts

Patienten-abgeleitete Xenografts TX1 wurden mit Axitinib, Bevacizumab sowie
Temozolomid therapiert. Die TX1-Glioblastome verringerten unter Axitinib ihre mittlere
TumorgroRe vom 8. bis 16. postoperativen Tag deutlich, im Bezug zur PBS-
Kontrollgruppe am 16. postoperativen Tag statistisch aber nicht signifikant (T/C=73,1%,
p>0,05; Abb. 10A,C). Anschliefiend nahm die TumorgréflRe wieder zu und es zeigte sich
am 23. postoperativen Tag kein signifikanter Unterschied der Tumorgrof3en zwischen
der Axitinib- und der PBS-Gruppe (T/C=88,7%, p>0,05; Abb. 10A,C).

A Patienten-abgeleitete B

Patienten-abgeleitete C
Xenografts TX1

Xenografts TX1

PBS Axitinib

0124 -¢= PBS --- PBS
- -= Axitinib & 1.0 -+ Bevacizumab ‘
5 S -= Temozolomid
c =
E S 051 Bevacizumab Temozolomid
2 S
£
< 5 s

% %k %k w
0.00

0.0-— T T T T
8 13 16 20 23 1n 14 18 21 25 | —Lem
Tage nach Tumortransplantation Tage nach Tumortransplantation

Abb. 10 Darstellung der Wachstumskurven der subkutanen Patienten-abgeleiteten Xenografts TX1 unter PBS, Axitinib (A),
Bevacizumab sowie Temozolomid (B). Reprasentative Abbildungen der TumorgréRen sind in (C) dargestellt.

Tab. 9 Versuchsdaten der Tierexperimente mit Axitinib an Patienten-abgeleiteten Xenografts

subkutanes Substanz  optimaler Koérpergewichts- Sterbe- p-Werte
Tumormodell T/C [%] anderung [%]  félle / total zu PBS
TX1 (NSG)
PBS +12 0/8
Axitinib 73,1 +5 0/8 >0,05
Temozolomid 16,3 +9 0/6 <0,001
Bevacizumab 83,2 +13 0/6 >0,05

Des weiteren wurden TX1-Xenografts mit Bevacizumab therapiert und hierbei zeigte
sich im Vergleich zur PBS-Kontroligruppe keine signifikante Verzdogerung des
Tumorwachstums (T/C=83,3%, p>0,05; Abb. 10B,C). Die Temozolomid-Therapie
verzogerte das Glioblastomwachstum signifikant (T/C=16,3%, p<0,001; Abb. 10B,C).

3.3.2 Axitinib senkt den Ki67-Proliferationsindex in Patienten-abgeleiteten
Glioblastom-Xenografts

In den Therapiegruppen mit Axitinib, Bevacizumab sowie Temozolomid wurde der Ki67-
Proliferationsindex in Patienten-abgeleiteten Xenografts TX1 bestimmt (Abb. 11).
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Abb. 11 Analyse der Ki67-Proliferationsindices im Tumorgewebe Patienten-abgeleiteter Xenografts TX1 (A) unter PBS (B), Axitinib
(C), Bevacizumab (D) sowie Temozolomid (E).

In der PBS-Gruppe betrug dieser 8,1 £ 2,3% (Abb. 11A,B) und in der Axitinib-Gruppe
verringerte er sich statistisch signifikant auf 6,7 £ 2,3% (p<0,05; Abb. 11A,C). In der
Bevacizumab-Gruppe veranderte sich der Ki67-Proliferations-Index nicht signifikant zur
PBS-Kontrollgruppe (Abb. 11A,D), in der Temozolomid-Gruppe sank er auf 3,9 £ 1,4%
(p<0,001; Abb. 11A,E).

3.3.3 Axitinib reduziert die Anzahl von CD31-positiven Endothelzellen im
Glioblastomgewebe

Im Gewebe der Patienten-abgeleiteten Xenografts TX1 wurde die Blutgefaldichte unter
einer Axitinib-Therapie mittels Anfarbung CD31-positiver Endothelzellen bestimmt (Abb.
12A).
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Abb. 12 Analyse der Glioblastom-Angioneogenese mittels Bestimmung der Anzahl von CD31-positiven Endothelzellen im
Glioblastomgewebe Patienten-abgeleiteter Xenografts TX1 (A) mit reprasentativen Abbildungen der Anfarbungen in der PBS-
Gruppe (B) sowie in der Axitinib-Gruppe (C).

In der PBS-Gruppe betrug die mittlere GefaRdichte 15,7 + 3,2 je Gesichtsfeld (Abb.
12A,B). In der Axitinib-Therapiegruppe reduzierte sich die durchschnittliche
Blutgefalidichte statistisch signifikant auf 8,0 + 3,5 je Gesichtsfeld (p<0,001; Abb.

12A,C). Des weiteren wurde lichtmikroskopisch beobachtet, dass die Endothelzellen im
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Glioblastomgewebe der mit Axitinib behandelten Labormause eine im Vergleich zur
PBS-Gruppe verminderte Grolie sowie eine deutlich vermehrt abgerundete Morphologie
aufwiesen (Abb. 12B,C).

3.3.4 Axitinib reduziert die Anzahl von NG2-positiven Perizyten im
Glioblastomgewebe

In den Patienten-abgeleiteten Xenografts TX1 wurden die Gefal-Perizyten im
Glioblastomgewebe  mittels  immunhistochemischer  Anfarbung gegen den

Perizytenmarker NG2 unter einer Axitinib-Therapie analysiert.
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Abb. 13 Immunhistochemische Analyse von PDGFRp-positiven Gefalperizyten im Glioblastomgewebe Patienten-abgeleiteter TX1-
Xenografts (A) mit reprasentativen Abbildungen der Anfarbungen in der PBS-Kontroligruppe (B) sowie in der Axitinib-
Therapiegruppe (C).

Die mittlere Anzahl von Gefal3-Perizyten betrug in der PBS-Gruppe 10,2 £ 2,2 je
Gesichtsfeld (Abb. 13A,B). Demgegeniber war die Perizyten-Dichte im
Glioblastomgewebe der mit Axitinib therapierten Labormause auf 5,7 + 1,9 je
Gesichtsfeld statistisch signifikant vermindert (p<0,001; Abb. 13A,C).

3.3.5 Verminderte Ummantelung CD31-positiver Endothelzellen mit NG2-positiven
Perizyten durch Axitinib

Es wurde die Lagebeziehung zwischen CD31-positiven Endothelzellen und NG2-
positiven Perizyten im Tumorgewebe Patienten-abgeleiteter Xenografts TX1 analysiert
(Abb. 14). Hierfur wurden mittels einer Fluoreszenz-Dreifachfarbung die Zellkerne blau,
die Endothelzellen grin und die Perizyten rot markiert. Im Glioblastomgewebe der PBS-
Kontrollgruppe war eine im Vergleich zur Axitinib-Gruppe hdéhere Anzahl von Gefalien
vorhanden (Abb. 12A), welche zu 87,7 + 9,0% aus CD31-positiven Endothelzellen
sowie aus NG2-positiven Perizyten bestanden (Abb. 14AJ). 12,3% der Gefale
bestanden nur aus CD31-positiven Endothelzellen (Abb. 14A). In der Axitinib-Gruppe
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Abb. 14 Immunhistochemische Fluoreszenz-Dreifach-Farbung zur Darstellung der Lagebeziehung zwischen CD31-positiven
Endothelzellen und NG2-positiven Perizyten im Tumorgewebe Patienten-abgleiteter Xenografts TX1 mit Analyse des Anteils der mit
Perizyten ummantelten Endothelzellen in der PBS- und Axitinib-Gruppe (A). Die Zellkerne sind mit DAPI blau angefarbt (B,F,K), die
CD31-positiven Endothelzellen erscheinen grin (C,G,L) und die NG2-positiven Perizyten rot (D,H,M). Es sind fusionierte
Abbildungen in einer groRen VergréRerung dargestellt (E) sowie reprasentative fusionierte Bilder in der PBS-Gruppe (J), der Pfeil
zeigt auf ein Gefall mit Endothelzellen und Perizyten, und in der Axitinib-Gruppe (N), der Pfeil zeigt auf ein Gefall ohne Perizyten.

waren im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe insgesamt weniger Gefalde vorhanden
(Abb. 12A). Diese bestanden zu 38,8 + 11,8% aus CD31-positiven Endothelzellen und
NG2-positiven Perizyten, statistisch signifikant weniger zur PBS-Kontrollgruppe
(p<0,001; Abb. 14A). Zu 61,2% bestanden die GefalRe im Glioblastomgewebe
ausschlieBlich aus CD31-positiven Endothelzellen (Abb. 14A,M,N).

3.3.6 Expressionsanalyse von VEGFR1, EGFR, PDGFR und VEGF in mit Axitinib
behandelten Glioblastom-Xenografts

Mittels immunhistochemischen Expressionsanalysen wurde untersucht, ob sich eine
Axitinib-Therapie auf die Expression von VEGFR1, EGFR, PDGFRB oder VEGF im
Tumorgewebe Patienten-abgeleiteter Xenografts TX1 auswirkt (Abb. 15). Der VEGFR1
und der PDGFRB wurden von den Tumorzellen membranstandig exprimiert (Abb.
15B,C,H,J), der EGFR zeigte zusatzlich eine zytoplasmatische Anfarbung (Abb. 15E,F).
Der VEGF zeigte ein Expressionsmuster in den Gliomzellen als auch in den
Endothelzellen (Abb. 15L,M). Die ermittelte Expressionsdichte von VEGFR1 betrug
158,8 + 32,8 in der PBS-Gruppe und 146,3 + 34,8 in der Axitinib-Gruppe (p>0,05; Abb.
15A,B,C), die von EGFR 177,5 + 12,9 in der PBS-Gruppe und 178,3 * 14,7 in der
Axitinib-Gruppe (p>0,05; Abb. 15D,E,F), die von PDGFR 230,8 + 12,4 in der PBS-
Gruppe und 236,2 £ 9,6 in der Axitinib-Gruppe (p>0,05; Abb. 15G,H,J) und die von
VEGF 144,3 + 30,8 in der PBS-Gruppe und 152,1 + 28,6 in der Axitinib-Gruppe
(p>0,05; Abb. 15K,L,M).
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Abb. 15 Immunhistochemische Analyse der Expression von VEGFR1 (A-C), EGFR (D-F), PDGFRB (G-J) und VEGF (K-M) unter
einer Therapie mit Axitinib. In der mit PBS behandelten Kontrollgruppe bestehen im Vergleich zur Axitinib-Therapiegruppe keine
Unterschiede in der Expressionsdichte der untersuchten Proteine.

3.3.7 Expressionsanalyse von HIF1a in mit Axitinib behandelten Glioblastom-
Xenografts

Der Hypoxie-induzierte Faktor 1a (HIF1a) wurde immunhistochemisch im
Glioblastomgewebe Patienten-abgeleiteter Xenografts TX1 angefarbt. Es wurde
beobachtet, dass im Tumorgewebe der Glioblastome in der mit PBS behandelten
Kontrollgruppe nur vereinzelt HIF1a-positive Tumorzellen zu finden sind (Abb. 16A,B).
In den mit Axitinib therapierten Glioblastomen findet man hingegen mehrere Areale mit
deutlich HIF1a-positiven Glioblastomzellen (Abb. 16C,D).

£ SThoNS SRR AR
Abb. 16 Immunhistochemische Anfarbung von HIF1a im Glioblastomgewebe Patienten-abgeleiteter Xenografts TX1. Aufgrund des
Expressionsmusters mit nur teilweise angefarbten Tumorarealen konnte die Expressionsdichte lichtmikroskopisch nicht bestimmt
werden. In der Kontrollgruppe (A,B) sind nur vereinzelt HIF1a-positive Tumorzellen zu finden, in der Axitinib-Gruppe sind mehrere
Tumorareale HIF1a positiv (C,D).

-

31




3 Ergebnisse

3.3.8 Verminderung der mRNA-Expression von VEGF-A und PLGF in
Glioblastomen durch Axitinib

Es wurde mittels PCR die Expression der mRNA von VEGF-A sowie PLGF im Gewebe
von Patienten-abgeleiteten Xenografts TX1 untersucht. Die mittleren ACT-Werte fur die
Expression von VEGF-A waren 6,9 £ 0,2 in der PBS-Gruppe und 10,1 £ 0,1 in der
Axitinib-Gruppe und fur die Expression von PLGF 14,4 £ 0,3 in der PBS-Gruppe und
17,0 £ 0,1 in der Axitinib-Gruppe. Die relativen Veranderungen der mRNA-Expression
wurden mit der 2-AACT-Methode bestimmt. Die mRNA-Expression von VEGF-A war
unter Axitinib im Vergleich zur PBS-Gruppe auf das 0,11 + 0,17fache erniedrigt (Abb.
17A). Die mRNA-Expression von PLGF war unter Axitinib im Vergleich zur PBS-Gruppe
auf das 0,17 = 0,29fache vermindert (Abb. 17A).
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Abb. 17 Analyse der Expression der mRNA von VEGF-A und PLGF im Glioblastomgewebe aus mit PBS sowie Axitinib behandelten
Laborméusen mit TX1-Xenografts. Darstellung der relativen Anderung der mRNA-Expression von VEGF-A sowie PLGF in der
Axitinib-Gruppe relativ zur Kontrollgruppe (A). Die Amplifikations-Plots der PCR-Reaktionen mit GAPDH (B), VEGF-A (C) und PLGF
(D) zeigen jeweils exponentielle Kurvenanstiege mit funktionierenden PCR-Reaktionen an.

3.3.9 Axitinib fuhrt zum apoptotischen Zelltod in Patienten-abgeleiteten
Glioblastom-Xenografts

Anhand der immunhistochemischen Anfarbung von Caspase3 wurden im
Tumorgewebe Patienten-abgeleiteter Xenografts TX1 apoptotische Zellen dargestellt. In
den mit PBS behandelten Glioblastomen waren vereinzelt apoptotische Tumorzellen zu
finden (Abb. 18A,B). In den Xenografts der Axitinib-Gruppe wurden deutlich vermehrt
apoptotische Glioblastomzellen angefarbt (Abb. 18C,D).
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Abb. 18 Immunhlstochemlsche Darstellung der Caspased in Patienten- abgelelteten GIlobIastom Xenografts TX1 in der PBS-
Kontrollgruppe (A,B) sowie in der Axitinib-Gruppe (C,D). Die Pfeile markieren die in der Axitinib-Gruppe vermehrt vorliegenden
apoptotischen Glioblastomzellen.
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3.4 Epigenetische Therapie humaner Glioblastome mit 5-Azacytidin sowie
Valproinsaure

3.4.1 5-Azacytidin reduziert die Vitalitat humaner Glioblastomzellen in vitro

Mit MTT-Assays wurde die Vitalitat humaner Glioblastom-Zelllinien als auch humaner
Glioblastom-Primarzellen analysiert (Abb. 19). In den Zelllinien U87MG und U373MG
zeigte sich eine graduelle, statistisch signifikante Abnahme der Zellvitalitat im Vergleich
zur Kontrolle korrelierend zu ansteigenden Konzentrationen von 5-Azacytidin herunter
bis auf jeweils 55,7 + 14,1% und 58,2 £ 25,5% bei einer Konzentration von 50,0ug/ml 5-
Azacytidin (p<0,05; Abb. 19). Primare Glioblastomzellen C1 und C2 zeigten ebenfalls
einen graduellen, statistisch signifikanten Abfall der Zellvitalitat unter ansteigender
Konzentration von 5-Azacytidin mit einer reduzierten Zellvitalitat auf jeweils 75,4 *
19,4% und 79,6 + 11,0% nach Inkubation mit 50,0ug/ml 5-Azacytidin (p<0,05; Abb. 19).
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Abb. 19 Darstellung der Zellvitalitdt von humanen Glioblastom-Zelllinien U87MG und U373MG sowie primaren Glioblastomzellen
C1 und C2 unter ansteigenden Konzentrationen von 5-Azacytidin (0,1 bis 50,0ug/ml). Die mittleren Absorptionswerte sind relativ zu
den Werten unter Kontrollbedingungen (0 ug/ml; jeweils 100%) angegeben.

3.4.2 5-Azacytidin fuhrt zur Apoptose humaner Glioblastomzellen in vitro

Nach der Inkubation von U87MG-, U373MG- und C1-Glioblastomzellen mit 1,0 sowie
25,0pg/ml 5-Azacytidin wurde beobachtet, dass sich im Vergleich zur Kontrolle unter
Standardbedingungen eine deutlich abgerundete Zellmorphologie herausbildete und die
charakteristischen Zellauslaufer sehr haufig nicht mehr vorhanden waren (Abb.
20A,B,C). Weiterhin wurde der Apoptose-Marker Caspase3 in den Glioblastomzellen
immunchemisch angefarbt und es zeigten sich unter 1,0 sowie 25,0ug/ml 5-Azacytidin

deutlich vermehrt positiv angefarbte, apoptotische Glioblastomzellen (Abb. 20D,E,F).
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Zellmorphologie Apoptose

5-Azacytidin [pglml]

25,0
Us7MG E-

Abb. 20 Lichtmikroskopische Abbildungen von U87MG- (A), U373MG- (B) sowie C1-Glioblastomzellen (C) unter der Einwirkung
von 0, 1,0 sowie 25,0ug/ml 5-Azacytidin. Abbildungen von immunchemischen Fluoreszenz-Farbungen gegen den Apoptose-Marker
Caspase3 (rot) von U87MG- (D), U373MG- (E) und C1-Zellen (F) sowie Blaufarbung der Zellkerne mit DAPI. Zur Verdeutlichung der
charakteristischen Zellmorphologie sind einzelne Zellen in den weilen Kasten zusatzlich vergroRert dargestellt. Die Pfeile zeigen
auf apoptotische, Caspase3-positive Glioblastomzellen.

3.4.3 5-Azacytidin vermindert die Migration humaner Glioblastomzellen in vitro

Mittels in vitro-scratch Assays wurde untersucht, ob die Migrationsrate humaner
U373MG-Glioblastomzellen durch 5-Azacytidin beeinflusst wird (Abb. 21). Nach vier
Stunden Migrationszeit waren unter Kontrollbedingungen durchschnittlich 48,9 + 12,4
Zellen (Abb. 21A,B,C) und nach Gabe von 5,0ug/ml 5-Azacytidin durchschnittlich 35,7 +
13,8 Zellen (Abb. 21A,D,E) je scratch-Bereich in die freien Flachen migriert. Die
Abnahme der Migrationsrate unter 5-Azacytidin war statistisch signifikant (p<0,001;
Abb. 21A). Die verminderte Migration der U373MG-Zellen unter 5-Azacytidin ist anhand
grolerer zellfreier Flachen zwischen den Migrationsfronten deutlich zu erkennen (Abb.
21C,E).
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Abb. 21 Analyse der Migration von humanen U373MG-Zellen unter dem Einfluss von PBS als Kontrolle sowie 5-Azacytidin (A).
Abbildungen von reprasentativen Bereichen der scratch-Assays unmittelbar nach Setzen des scratches unter Kontrollbedingungen
mit PBS (B) sowie 5-Azacytidin (D) und nach vier Stunden Inkubationszeit unter PBS (C) sowie 5-Azacytidin (E). Die schwarzen
Balken verdeutlichen die Randbereiche des jeweiligen scratches. Die farbigen Markierungen in (C) und (E) verdeutlichen die
Migrationsfronten der Gliomzellverbéande.
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3.4.4 Auswirkungen einer Therapie mit 5-Azacytidin sowie Valproinsaure auf das
Wachstum subkutaner und intrazerebraler Glioblastom-Xenografts

Der Einfluss der epigenetisch wirksamen Substanzen 5-Azacytidin sowie Valproinsaure
auf das Wachstum von subkutanen U87MG-, U373MG, CX1- und CX2-Tumoren sowie
von Patienten-abgeleiteten Xenografts TX1 und TX2 wurde untersucht (Tab. 8 10, Abb.
22). 5-Azacytidin verzogerte das Wachstum subkutaner U87MG-Tumore (T/C=66,1%,
Abb. 22A), Patienten-abgeleiteter Xenografts TX1 (T/C=42,6%, Abb. 22E) sowie in
TX2-Glioblastomen (T/C=27,6%, Abb. 22F), jeweils signifikant zur PBS-Kontrollgruppe
(p<0,001, Tab. 10). Valproinsaure verzogerte das Tumorwachstum in subkutanen
U373MG-Tumoren (T/C=46,5%, p<0,01, Abb. 22B). Eine Therapie der Labormause mit
Temozolomid verhinderte signifikant das Gliomwachstum in allen subkutanen Modellen
(p<0,001; Tab. 810, Abb. 22A-F). In den Bevacizumab-Therapiegruppen war das
Tumorwachstum signifikant in subkutanen U87MG-Tumoren (T/C=41,7%, p<0,001,
Tab. 10), U373MG-Tumoren (T/C=7,7%, p<0,001, Tab. 10), CX2-Tumoren (T/C=40,8%,
p<0,05, Tab. 10) sowie in TX2-Patienten-Glioblastomen (T/C=14,0%, p<0,001, Tab. 10)

vermindert.

Tab. 10 Versuchsdaten der Tierexperimente mit 5-Azacytidin und Valproinsdure an subkutanen Glioblastommodellen

subkutanes Substanz  optimaler Korpergewichts- Sterbe- p-Werte subkutanes Substanz  optimaler Korpergewichts- Sterbe-  p-Werte zur
Tumormodell T/C [%] anderung [%] falle / total zu PBS Tumormodell T/C [%] anderung [%]  falle / total PBS-Gruppe
U87MG (nude) U373MG (nude)
PBS +4 0/9 PBS +6 0/10
5-Azacytidin 228 -7 0/8 <0,001 5-Azacytidin 66,1 +6 0/8 >0,05
Valproinsaure 68,6 +5 0/8 >0,05 Valproinsaure 46,4 +7 0/8 <0,01
Temozolomid 79 +1 0/8 <0,001 Temozolomid 4,0 0 0/8 <0,001
Bevacizumab 41,7 -2 0/8 <0,001 Bevacizumab 77 +7 0/8 <0,001
CX1 (nude) CX2 (nude)
PBS +12 0/8 PBS +14 07
5-Azacytidin 1143 +10 07 >0,05 5-Azacytidin 107,5 +14 0/6 >0,05
Valproinsaure 128,8 +10 0/8 >0,05 Valproinsaure 84,6 +17 0/6 >0,05
Temozolomid 20,7 +6 0/8 <0,001 Temozolomid 35,8 +4 0/8 <0,001
Bevacizumab 61,8 +5 0/8 >0,05 Bevacizumab 40,8 +15 0/6 <0,05
TX1 (NSG) TX2 (NSG)
PBS +3 0/6 PBS +8 0/6
5-Azacytidin 42,6 -3 1/6 <0,001 5-Azacytidin 276 -3 0/6 <0,001
Valproinsaure 121,5 0 0/6 >0,05 Valproinséure 97,5 0 0/6 >0,05
Temozolomid 16,3 +2 0/6 <0,001 Temozolomid 0,7 -6 1/6" <0,001
Bevacizumab 83,2 +4 0/6 >0,05 Bevacizumab 14,0 -2 0/6 <0,001

Weiterhin wurden nude-Mause mit intrazerebralen U87MG- sowie U373MG-Gliomen
mit 5-Azacytidin als auch Valproinsaure therapiert (Abb. 23). Die U87MG-Tumore
wiesen 27 Tage nach der Zellinokulation in der PBS-Behandlungsgruppe eine
durchschnittliche Grofde von 9,0 £ 5,7mm? auf (Abb. 23A,C). Die U87MG-Tumore in der
5-Azacytidin-Gruppe hatten eine GréRe von 3,9 + 2,7mm? (p<0,05; Abb. 23A,D), die in
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Abb. 22 Therapieversuche mit 5-Azacytidin sowie Valproinsdure in subkutanen U87MG- (A), U373MG- (B), CX1-
(C), CX2- (D), TX1- (E) und TX2-Glioblastom-Modellen (F). Jeder Versuch bestand auRerdem aus Kontrollgruppen
mit PBS sowie Temozolomid als auch Bevacizumab.

der Valproinsaure-Gruppe 7,0 = 3,3mm? (p>0,05; Abb. 23A,E) und die in der
Bevacizumab-Gruppe 2,7 £ 1,5mm? (p<0,05; Abb. 23A,F). Der durchschnittliche Tumor-
Querschnitt der intrazerebralen U373MG-Gliome betrug 33 Tage nach der
Zellimplantation 2,6 + 2,1mm? in der PBS-Gruppe (Abb. 23B,G), 0,7 = 0,3mm? in der 5-
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Azazytidin-Gruppe (p<0,05; Abb. 23B,H), 2,1 + 1,3mm? in der Valproinsaure-Gruppe
(Abb. 23B,J) und 0,9 £ 0,4mm? in der Bevacizumab-Gruppe (p<0,05; Abb. 23B,K).
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Abb. 23 Therapieversuche mit 5-Azacytidin sowie Valproinsaure in intrazerebralen U87MG- (A) und U373MG-Gliomen (B). Die
groften Querschnittsflachen der intrazerebralen Tumore der U87MG-Tumore (C-F) und U373MG-Tumore (G-K) sind dargestellt.

3.4.5 5-Azacytidin verringert den Ki67-Proliferationsindex in humanen
Glioblastom-Xenografts
Unterschiedliche Glioblastom-Modelle wurden mit 5-Azacytidin sowie Valproinsaure
behandelt und der Proliferationsindex der Tumorzellen nach immunhistochemischer
Anfarbung des Ki67-Proliferationsmarkers bestimmt (Abb.24). Unter 5-Azacytidin
verminderte sich der Proliferationsindex im Vergleich zur jeweiligen PBS-Gruppe in
subkutanen U87MG-Tumoren von 13,2 + 4,3% auf 8,9 * 3,3% (p<0,001; Abb. 24A E,F),
in Patienten-abgeleiteten Xenografts TX1 von 10,1 £ 1,8% auf 6,7 + 1,9% (p<0,001;
Abb. 24C,N,O) und in intrazerebralen U87MG-Tumoren von 11,6 + 3,1% auf 8,7 £ 4,6%
(p<0,05; Abb. 24D,R,S). Nach einer Behandlung mit Valproinsaure verminderte sich der
Ki67-Proliferationsindex in CX1-Tumoren von 2,3 + 0,6% in der PBS-Gruppe auf 1,8 *
0,4% (p<0,001; Abb. 24B,J,L). In der Bevacizumab-Gruppe verminderte sich der Ki67-
Proliferationsindex in subkutanen U87MG-Tumoren von 13,2 + 4,3% auf 7,5 + 2,6%
(p<0,001; Abb. 24A,E,H) und in intrazerebralen U87MG-Tumoren von 11,6 + 3,1% auf
3,9 £ 1,5% (p<0,001; Abb. 24D,R,U). In Patienten-abgeleiteten Xenografts TX1
verminderte Temozolomid den Ki67-Proliferationsindex von 10,1 + 1,9% auf 3,9 £ 1,4%
(p<0,001; Abb. 24C).
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Abb. 24 Unter Kontrollbedingungen mit PBS wurde das Tumorgewebe gegen Ki67 in
(C) und subkutanen KDW-Tumoren (E) angeférbt. Die korrespondierenden Farbungen der mit Azacytidin therapierten Xenografts
(B, D, F) zeigen deutlich weniger positiv angefarbte Tumorzellkerne (G).

3.4.6 5-Azacytidin senkt die Anzahl von CD31-positiven Endothelzellen sowie
PDGFRp-positiven Perizyten im Glioblastomgewebe

Die Tumor-Angioneogenese wurde in den unterschiedlichen Glioblastom-Modellen
durch immunhistochemische Farbeanalysen untersucht (Abb. 25). Nach einer 5-
Azacytidin-Therapie verringerte sich die mittlere Anzahl von CD31-positiven
Endothelzellen je Gesichtsfeld in subkutanen U87MG-Tumoren signifikant von 47,1 +
11,4 in der PBS-Gruppe auf 35,3 + 7,3 (p<0,001; Abb. 25A,E,F) und in intrazerebralen
U87MG-Tumoren von 47,2 + 13,4 auf 39,4 + 11,3 (p<0,001; Abb. 25C,J,K). In der
Valproinsaure-Gruppe veranderte sich die Anzahl von Endothelzellen signifikant in
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intrazerebralen U87MG-Tumoren von 47,2 + 13,4 auf 43,6 £ 10,8 (Abb. 25C,J,L). Eine
Bevacizumab-Therapie verringerte die Anzahl von Endothelzellen in allen
Tumormodellen signifikant (p<0,001; Abb. 25A-C,H,M). Nach der Analyse von
PDGFRp-positiven Perizyten zeigte sich eine Abnahme der mittleren Anzahl von 20,7 £
4,4 in der PBS-Gruppe auf 19,4 £ 4,2 in der 5-Azacytidin-Gruppe (p<0,05; Abb.
25D,N,O) sowie auf 10,9 + 7,2 in der Bevacizumab-Gruppe (p<0,001; Abb. 25D,Q).
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Abb. 25 Immunhistochemische Farbeanalysen von CD31-positiven Endothelzellen im Gewebe subkutaner U87MG-Tumore (A),
subkutaner CX1-Tumore (B) und intrazerebraler U87MG-Tumore (C). Immunhistochemische Farbeanalyse PDGFRp-positiver
Perizyten im Gewebe intrazerebral wachsender U87MG-Tumore (D). Reprasentative Abbildungen der Anfarbungen sind dargestellt
(E-Q).
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3.4.7 Expressionsanalyse von EGFR sowie pEGFR im Glioblastomgewebe unter
einer Therapie mit 5-Azacytidin sowie Valproinsaure

Durch immunhistochemische Expressionsanalysen wurde die Expressionsdichte des
epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR) sowie dessen Phosphorylierung
(phospho-EGFR) im Tumorgewebe intrazerebraler U87MG-Tumore ermittelt. Die
mittlere Expressionsdichte von EGFR betrug in der PBS-Gruppe 121,7 + 36,4 (Abb.
26A,C), in der 5-Azacytidin-Gruppe 71,3 + 42,6 (p<0,001; Abb. 26A,D), in der
Valproinsaure-Gruppe 62,9 + 39,4 (p<0,001; Abb. 26A,E) und in der Bevacizumab-
Gruppe 32,9 £ 21,9 (p<0,001; Abb. 26A,F). Die mittlere Expressionsdichte des
phosphorylierten EGFR betrug in der PBS-Gruppe 134,2 + 13,8 (Abb. 26B,G), in der 5-
Azacytidin-Gruppe 110,0 £ 28,9 (p<0,001; Abb. 26B,H), in der Valproinsaure-Gruppe
95,2 £+ 47,3 (p<0,001; Abb. 26B,J) und in der Bevacizumab-Gruppe 79,6 + 30,3
(p<0,001; Abb. 26B,K).
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Abb. 26 Immunhistochemische Expressionsanalyse von EGFR (A) und phospho-EGFR (B) in intrazerebralen U87MG-Gliomen.
Repréasentative mikroskopische Abbildungen der Anfarbungen gegen EGFR und pEGFR unter Kontrollbedingungen (C,G) sowie
unter 5-Azacytidin (D,H), Valproinsaure (E,J) und Bevacizumab (F,K).
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3.5 Therapie humaner Glioblastome mit dem mTor-Inhibitor Everolimus
3.5.1 Everolimus reduziert die Vitalitat humaner Glioblastomzellen in vitro

Mit Hilfe von MTT-Assays wurde die Vitalitat humaner Glioblastom-Zelllinien als auch
humaner Glioblastom-Primarzellen untersucht (Abb. 27). In den Zelllinien U87MG und
U373MG zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle eine graduelle, statistisch signifikante
Abnahme der Zellvitalitat korrelierend zu ansteigenden Konzentrationen von Everolimus
bis auf jeweils 13,7 £ 24,2% und 27,8 £+ 15,5% bei einer Konzentration von 50,0ug/ml
Everolimus (p<0,05; Abb. 27). Primare Glioblastomzellen C1, C2 und T1 zeigten
ebenfalls eine graduelle, statistisch signifikante Abnahme der Zellvitalitdt unter
ansteigender Konzentration von Everolimus mit einer reduzierten Zellvitalitat auf jeweils
25,8 £+ 10,1%, 9,6 + 14,4% und 13,8 + 28,1% nach Inkubation mit 50,0ug/ml Everolimus
(p<0,05; Abb. 27).
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Abb. 27 Darstellung der Zellvitalitdt von humanen Glioblastom-Zelllinien U87MG und U373MG sowie primaren Glioblastomzellen
C1, C2 und T1 unter ansteigenden Konzentrationen von Everolimus (10,0 bis 50,0pg/ml). Die Balken reprasentieren die mittleren
Absorptionswerte relativ zu Kontrollbedingungen (0 pg/ml; jeweils als 100% angegeben).

3.5.2 Everolimus fiihrt zur Apoptose humaner Glioblastomzellen in vitro

Nach Inkubation von U87MG-, U373MG-, C1-, C2 und T1-Glioblastomzellen mit 20,0
sowie 30,0ug/ml Everolimus wurde beobachtet, dass sich im Vergleich zur Kontrolle
unter Standardbedingungen eine deutlich abgerundete = Morphologie der
Glioblastomzellen herausbildete und die charakteristischen Zellauslaufer sehr haufig
nicht mehr vorhanden waren (Abb. 28A,C,E,G,J). Der Apoptose-Marker Caspase3
wurde in den Glioblastomzellen immunchemisch dargestellt und es zeigten sich unter
20,0 sowie 30,0ug/ml Everolimus deutlich vermehrt apoptotische Glioblastomzellen
(Abb. 28B,D,F,H,K).
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Zellmorphologie Apoptose

Everolimus [pug/ml]
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Abb. 28 Lichtmikroskopische Abbildungen von U87MG- (A), U373MG- (C), C1- (E), C2- (G) und T1-Glioblastomzellen (J) nach
Inkubation mit 0, 20,0 sowie 30,0pg/ml Everolimus. Abbildungen von immunchemischen Fluoreszenz-Farbungen gegen den
Apoptose-Marker Caspase3 (rot) von U87MG- (B), U373MG- (D), C1- (F), C2- (H) und T1-Zellen (K). Die Zellkerne sind mit DAPI
blau gefarbt. Die Pfeile zeigen auf Caspase3-positive, apoptotische Glioblastomzellen.

3.5.3 Everolimus senkt die Migrationsrate humaner Glioblastomzellen in vitro

Um die Migrationsrate humaner U373MG-Glioblastomzellen und deren Beeinflussung

durch Everolimus zu untersuchen, wurden in vitro-scratch Assays angefertigt (Abb. 29).
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Abb. 29 U373MG-Glioblastomzellen wurden mittels in vitro-scratch Assays auf deren Migrationsrate unter PBS sowie Everolimus
untersucht (A). Die Abbildungen zeigen reprasentative Bereiche der scratch-Assays unmittelbar nach Setzen des scratches unter
Kontrollbedingungen mit PBS (B) sowie Everolimus (D) sowie nach vier Stunden Inkubationszeit unter PBS (C) sowie Everolimus
(E). Die schwarzen Balken verdeutlichen die Randbereiche des jeweiligen scratches. Die farbigen Markierungen in (C) und (E)
verdeutlichen die Migrationsfronten der Glioblastomzellen.

Unter Kontrollbedingungen waren nach vier Stunden Migrationszeit durchschnittlich
41,5 + 14,7 Zellen (Abb. 29A,B,C) und nach Inkubation mit 30,0pg/ml Everolimus
durchschnittlich 30,4 £ 11,4 Zellen (Abb. 29A,D,E) in die freien Flachen migriert. Die

verminderte Migrationsrate unter Everolimus im Vergleich zu Kontrollbedingungen war
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statistisch signifikant (p<0,001; Abb. 29A). Die abnehmende Migration der U373MG-
Zellen unter Everolimus ist anhand der groRReren zellfreien Flachen zwischen den

Migrationsfronten gut zu erkennen (Abb. 29C E).

3.5.4 Everolimus verzogert das Wachstum subkutaner und intrazerebraler
Glioblastome

Es wurde der Einfluss von Everolimus auf was Wachstum subkutaner U87MG-,
U373MG, CX1- und CX2-Tumoren sowie von Patienten-abgeleiteten Xenografts TX1
und TX2 untersucht (Tab. 8 11, Abb. 22). Everolimus verzogerte das Wachstum
subkutaner U87MG-Tumoren signifikant zur PBS-Kontrollgruppe (p<0,001; T/C=19,7%,
Abb. 30A). In subkutanen U373MG-Glioblastomen waren die Tumore in der Everolimus-
Gruppe signifikant kleiner im Vergleich zur PBS-Gruppe (p<0,001; T/C=41,8%, Abb.
30B). Die Everolimus-Therapie verzogerte das Wachstum subkutaner CX1-Tumore
(p<0,05; T/C=55,2%, Abb. 30C) sowie subkutaner CX2-Tumore (p<0,001; T/C=30,3%,
Abb. 30D) signifikant zur PBS-Kontrollgruppe. In Patienten-abgeleiteten Xenografts TX1
waren die Glioblastome in der Everolimus-Gruppe im Vergleich zur PBS-Gruppe
signifikant kleiner (p<0,001; T/C=34,6%. Abb. 30E). Everolimus verzdgerte das
Wachstum Patienten-abgeleiteter Xenografts TX2 ebenfalls signifikant zur
Kontrollgruppe (p<0,001; T/C=26,5%, Abb. 30F).

Tab. 11 Versuchsdaten der Tierexperimente mit 5-Azacytidin und Valproinsaure an subkutanen Glioblastommodellen

subkutanes Substanz  optimaler Korpergewichts- Sterbe- p-Werte subkutanes Substanz ~ optimaler Korpergewichts- Sterbe-  p-Werte zur
Tumormodell T/C [%] anderung [%]  félle / total zu PBS Tumormodell T/C [%] anderung [%]  félle / total PBS-Gruppe
U87MG (nude) U373MG (nude)
PBS +4 0/9 PBS +6 0/10
Everolimus 19,7 +5 0/8 <0,001 Everolimus 41,8 +5 0/8 <0,001
Temozolomid 79 +1 0/8 <0,001 Temozolomid 4,0 0 0/8 <0,001
Bevacizumab 41,7 -2 0/8 <0,001 Bevacizumab 77 +7 0/8 <0,001
CX1 (nude) CX2 (nude)
PBS +12 0/8 PBS +14 017
Everolimus 55,2 +11 0/7 <0,05 Everolimus 30,2 +15 0/7 <0,001
Temozolomid 20,7 +6 0/8 <0,001 Temozolomid 35,8 +4 0/8 <0,001
Bevacizumab 61,8 +5 0/8 >0,05 Bevacizumab 40,8 +15 0/6 <0,05
TX1 (NSG) TX2 (NSG)
PBS +3 0/6 PBS +8 0/6
Everolimus 34,6 -1 0/6 <0,001 Everolimus 26,5 -6 0/6 <0,001
Temozolomid 16,3 +2 0/6 <0,001 Temozolomid 0,7 -6 1/6" <0,001
Bevacizumab 83,2 +4 0/6 >0,05 Bevacizumab 14,0 -2 0/6 <0,001

Weiterhin wurde der Einfluss von Everolimus auf intrazerebrale U87MG- sowie
U373MG-Gliome untersucht (Abb. 31). Intrazerebrale U87MG-Tumore hatten 27 Tage
nach der Zellinokulation in der PBS-Gruppe eine GroRe von 9,0 £ 5,7mm? (Abb. 31A,C)
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Abb. 30 Therapieversuche mit Everolimus, PBS, Temozolomid sowie Bevacizumab in subkutanen U87MG- (A), U373MG- (B),
CX1- (C), CX2- (D), TX1- (E) und TX2-Glioblastomen (F).

und in der Everolimus-Gruppe eine signifikant kleinere Gréflke von 2,1 + 0,9mm? (Abb.
31A,D). Die Grole der U87MG-Tumore war unter Bevacizumab mit 2,7 + 1,5mm?
ebenfalls signifikant kleiner (p<0,05; Abb. 31A,E). In intrazerebralen U373MG-Tumoren
betrug der durchschnittliche Tumor-Querschnitt 33 Tage nach der Zellimplantation in
der PBS-Gruppe 2,6 £ 2,1mm? (Abb. 31B,F) und er verkleinerte sich unter Everolimus
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deutlich auf 1,9 £ 1,0mm? (p>0,05; Abb. 31B,G). In der Bevacizumab-Gruppe hatten die
U373MG-Tumore eine signifikant kleinere GroRe von 0,9 £ 0,4mm? (p<0,05; Abb.
31B,H).
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Abb. 31 Therapieversuche mit Everolimus sowie PBS und Bevacizumab mit intrazerebralen U87MG- (A) und U373MG-Gliomen
(B). Die groten Querschnittsflachen der intrazerebralen U87MG-Tumore (C-E) und U373MG-Tumore (F-H) sind abgebildet.

3.5.5 Everolimus vermindert den Ki67-Proliferationsindex in humanen
Glioblastom-Xenografts

Es wurde der Ki67-Proliferationsmarker im Tumorgewebe unterschiedlicher
Glioblastom-Modelle immunhistochemisch angefarbt und der Ki67-Proliferationsindex
unter Everolimus, PBS sowie Bevacizumab bestimmt (Abb. 32). In der Everolimus-
Gruppe verminderte sich der Ki67-Proliferationsindex im Vergleich zur jeweiligen PBS-
Gruppe in subkutanen U87MG-Tumoren von 13,2 + 4,3% auf 9,1 + 3,2% (p<0,001;
Abb. 32AE,F), in subkutanen CX1-Tumoren von 2,3 * 0,6% auf 1,9 + 0,5% (p<0,001;
Abb. 32B,H,J), in Patienten-abgeleiteten Xenografts TX1 von 10,1 £ 1,8% auf 7,2 +
2,1% (p<0,001; Abb. 32C,L,M) und in intrazerebralen U87MG-Tumoren von 11,6 +
3,1% auf 8,1 + 2,9% (p<0,001; Abb. 32D,0,P). In der Bevacizumab-Gruppe verminderte
sich der Ki67-Proliferationsindex in subkutanen U87MG-Tumoren von 13,2 + 4,3% auf
7,5+ 2,6% (p<0,001; Abb. 32A,E,G) und in intrazerebralen U87MG-Tumoren von 11,6
+ 0,8% auf 3,9 + 0,4% (p<0,001; Abb. 32D,0,Q). In den Patienten-abgeleiteten
Xenografts TX1 verminderte Temozolomid den Ki67-Proliferationsindex von 10,1 +
1,9% auf 3,9 £ 1,4% (p<0,001; Abb. 32C).
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Abb. 32 Analyse der Ki67-Proliferationsindices im Tumorgewebe subkutaner U87MG- (A), CX1- (B) und TX1-Glioblastomen (C)
sowie in intrazerebralen U87MG-Tumoren (D). Es sind reprasentative Bilder der Anfarbungen gegen Ki67 der jeweiligen
Glioblastom-Modelle unter PBS (E,H,L,0), Everolimus (F,J,M,P) und Bevacizumab (G,K,N,Q) dargestellt.

3.5.6 Einfluss von Everolimus auf die Anzahl von CD31-positiven Endothelzellen
sowie PDGFRp-positiven Perizyten im Glioblastomgewebe

Mit immunhistochemischen Farbeanalysen wurde die Tumor-Angioneogenese in
unterschiedlichen Glioblastom-Modellen nach einer Everolimus-Therapie untersucht
(Abb. 33). Nach der Everolimus-Therapie verringerte sich die mittlere Anzahl von CD31-
positiven Endothelzellen je Gesichtsfeld in intrazerebralen U87MG-Tumoren signifikant
von 47,2 + 13,4 in der PBS-Gruppe auf 38,8 £ 11,8 (p<0,001; Abb. 33A,H,J). Eine
Bevacizumab-Therapie verringerte die Anzahl von Endothelzellen in allen
Tumormodellen signifikant (p<0,001; Abb. 33A-C,G,K). Weiterhin wurden PDGFR-

positive Perizyten analysiert und es zeigte sich eine signifikante Abnahme der mittleren
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Anzahl von Perizyten von 20,7 + 4,4 in der PBS-Gruppe auf 13,8 + 3,9 in der
Everolimus-Gruppe (p<0,001; Abb. 33D,L,M) sowie auf 10,9 + 7,2 in der Bevacizumab-
Gruppe (p<0,001; Abb. 33D,N).
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Abb. 33 Analyse der Tumorangioneogenese mittels Anfarbung von CD31-positiven Endothelzellen in subkutanen U87MG-Tumoren
(A), subkutanen CX1-Tumoren (B) und intrazerebralen U87MG-Tumoren (C) sowie Anfarbung von PDGFR-positiven Perizyten in
intrazerebralen U87MG-Tumoren (D). Dargestellt sind reprasentative Abbildungen der immunhistochemischen Anfarbungen (E-N).

3.5.7 Everolimus fiihrt zur Apoptose humaner Glioblastomzellen in vivo

In intrazerebralen U87MG-Tumoren wurden apoptotische Tumorzellen mit Hilfe des
Apoptose-Markers Caspase3 immunhistochemisch dargestellt. Es zeigte sich eine
signifikante Zunahme des Apoptose-Scores unter Everolimus im Vergleich zur PBS-
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Kontrollgruppe von 0,7 + 0,6 auf 1,7 + 0,8 (p<0,01; Abb. 34A-C) und unter Bevacizumab
auf 1,5 10,7 (p<0,01; Abb. 34A,D).
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Apoptose-Score in
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B
Abb. 34 Analyse von Caspase3-positiven, apoptotischen Glioblastomzellen in intrazerebralen U87MG-Tumoren (A) mit
reprasentativen Abbildungen der Anfarbungen unter PBS (B), Everolimus (C) sowie Bevacizumab (D).

3.5.8 Everolimus fiihrt zur Apoptose von Endothelzellen in humanen
Glioblastomen in vivo

Es wurde der Einfluss von Everolimus auf den apoptotischen Zelltod von Endothelzellen
im Glioblastomgewebe intrazerebraler U87MG-Tumore mit immunhistochemischen
Fluoreszenz-Farbungen untersucht (Abb. 35). In der Kontrollgruppe mit PBS zeigte sich

im Gliomgewebe ein relativer Anteil von 1,3 + 1,1% apoptotischer Endothelzellen, unter

A apoptatische Endothelzellen in
intrazerebralen U87MG-Tumoren
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Abb. 35 Immunhistochemische Fluoreszenz-Farbungen zur Analyse apoptotischer Endothelzellen im Gewebe intrazerebraler
U87MG-Gliome (A). In den Behandlungsgruppen mit PBS, Everolimus und Bevacizumab sind die Zellkerne mit DAPI blau (B,F,K),
CD31-positive Endothelzellen griin (C,G,L) und Caspase3-positive apoptotische Zellen rot angefarbt (D,H,M). Abbildungen mit
doppelt-positiven, CD31- und Caspase3-positiven Zellen sind dargestellt (E,J,N) und mit Pfeilen markiert.
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Everolimus nahm der Anteil statistisch signifikant auf 8,4 + 4,1% zu (p<0,001; Abb.
35A.J). In der Bevacizumab-Gruppe lag der Anteil apoptotischer Endothelzellen bei
21,2 + 16,4% (p<0,001; Abb. 35A,N).

3.5.9 Everolimus vermindert die Phosphorylierung von mTOR sowie die
E?(pression der nachgeschalteten S6-Kinase in humanen Glioblastomzellen in
vivo

Mit immunhistochemischen Expressionsanalysen wurde die Expression von PTEN, p-
mTor sowie der p-S6-Kinase in verschiedenen Glioblastom-Modellen untersucht (Abb.
36). In intrazerebralen U87MG-Tumoren betrug die mittlere Expressionsdichte von
PTEN 10,7 £ 12,5 in der PBS-Gruppe und 8,0 + 10,6 in der Everolimus-Gruppe (Abb.
36A). Die Expressionsdichte von p-mTor sowie der p-S6-Kinase verminderte sich
jeweils signifikant von 140,0 £ 34,7 und 225,1 + 33,7 in der PBS-Gruppe (Abb.
36B,C,D,F) auf jeweils 61,5 + 27,1 und 161,0 £ 35,7 in der Everolimus-Gruppe
(p<0,001; Abb. 36B,C,E,G). In den Patienten-abgeleiteten Xenografts TX1 betrug die
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Abb. 36 Immunhistochemische Farbeanalyse von PTEN, p-mTor und p-S6-Kinase verschiedener Glioblastom-Mausmodelle.
Darstellung der Expressionsdichte anhand von Boxplots mit reprasentativen Abbildungen der Anfarbungen von PTEN, p-mTor und
der p-S6-Kinase in intrazerebralen U87MG-Tumoren (A-G), Patienten-abgeleiteten Xenografts TX1 (H-O) sowie subkutanen CX1-
Tumoren (P-U) jeweils in der PBS-Kontrollgruppe und in der Everolimus-Gruppe.
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mittlere Expressionsdichte von PTEN 15,7 £ 16,7 in der PBS-Gruppe und 9,3 £ 10,9 in
der Everolimus-Gruppe (Abb. 36H). Die Expressionsdichte von p-mTor sowie der p-S6-
Kinase verminderte sich jeweils signifikant von 180,7 + 18,2 und 173,0 = 31,9 in der
PBS-Gruppe (Abb. 36J,K,L,N) auf jeweils 138,3 + 19,1 und 123,3 + 34,5 in der
Everolimus-Gruppe (p<0,001; Abb. 36J,K,M,0). In subkutanen CX1-Tumoren zeigte
sich eine jeweils signifikant verminderte Expressionsdichte von p-mTor sowie der p-S6-
Kinase von 157,9 + 15,6 und 155,8 £ 11,0 in der PBS-Gruppe (Abb. 36P,Q,R,T) auf
jeweils 137,1 £ 19,7 und 129,6 £ 8,1 unter einer Everolimus-Therapie (p<0,001; Abb.
36P,Q,S,U).

3.5.10 Expressionsanalyse von EGFR sowie pEGFR im Glioblastomgewebe unter
einer Therapie mit Everolimus

Es wurde die Expressionsdichte des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR)
sowie dessen Phosphorylierung (phospho-EGFR) im Tumorgewebe intrazerebraler
U87MG-Tumore unter einer Therapie mit Everolimus ermittelt. Die mittlere
Expressionsdichte von EGFR betrug in der PBS-Gruppe 121,7 £ 36,4 (Abb. 37A,C), in
der Everolimus-Gruppe 89,6 + 39,6 (p<0,05; Abb. 37A,D) und in der Bevacizumab-
Gruppe 32,9 £ 21,9 (p<0,001; Abb. 37A,E). Die mittlere Expressionsdichte des
phosphorylierten EGFR betrug in der PBS-Gruppe 134,2 £ 13,8 (Abb. 37B,F), in der
Everolimus-Gruppe 91,3 + 29,9 (p<0,001; Abb. 37B,G) und in der Bevacizumab-Gruppe
79,6 £ 30,3 (p<0,001; Abb. 37B,H).
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reprasentativen Abbildungen der Anfarbungen unter PBS (C,F), Everolimus (D,G) und Bevacizumab (E,H).
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4 Diskussion
4.1 Praklinische Glioblastom-Mausmodelle

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche praklinische Glioblastom-Mausmodelle
etabliert und flr die experimentellen Studien verwendet. Zelllinien-abgeleitete,
subkutane U87MG und U373MG-Tumore sind haufig verwendete Modelle, die auch in
dieser Arbeit genutzt wurden. Histologisch zeigte sich jedoch, dass diese Tumore sehr
homogen sind und charakteristische histopathologische Charakteristiken der
Glioblastome wie diffuses Wachstum, Endothelzellproliferationen und nekrotische
Tumorareale fehlen. Die Vaskularisierung ist in diesen Angiogenese-abhangigen
Tumoren sehr stark ausgepragt (Abb. 1B,D). Diese etablierten Zelllinien haben den
Nachteil, dass sie Uber lange Zeit in vitro kultiviert wurden und dadurch genetisch und
morphologisch stark verandert sind®’.

Um diese Variationen gering zu halten, wurden aus Patienten-Glioblastomen
Einzelzellsuspensionen (C1- und C2-Primarzellen) hergestellt, diese kurzzeitig in vitro
kultiviert und anschlieBend subkutan in Labormause eingebracht. Diese subkutanen,
Primarzell-abgeleiteten Xenografts CX1 und CX2 sind ebenfalls deutlich abgekapselte
Tumore, die histopathologisch nicht allen Kriterien des Glioblastoma multiforme
entsprechen. Des weiteren sind im Tumorgewebe relativ wenig Blutgefal3e vorhanden
(Abb. 3D) und es lasst sich auf von der Tumor-Angiogenese unabhangigere
Wachtumseigenschaften schliefl3en.

Die etablierten Zelllinien U87MG und U373MG wurden ebenso wie die Glioblastom-
Primarzellen intrazerebral eingebracht, aber auch in der nun pathophysiologisch
reprasentativen Mikroumgebung wachsen U87MG-Tumore deutlich abgekapselt,
U373MG-Tumore sowie Glioblastom-Primarzellen zeigen dagegen ein invasives
Wachstumsmuster, Gefaliproliferationen sowie nekrotische Tumorareale fehlen aber
auch hier ganz.

Bei der Herstellung von Primarzell-Suspensionen wurde zwar Patienten-
Glioblastomgewebe verwendet, jedoch werden dabei die Gliomzellen aus ihrem
Tumorzellverband und ihrer Mikroumgebung herausgelost. Interaktionen mit der
extrazellularen Matrix sowie mit anderen Zelltypen wie Neuronen, Astrozyten oder
Mikroglia werden dadurch aufgehoben. Um die Biologie humaner Glioblastome besser
erhalten zu kdnnen, wurden Patienten-abgeleitete Xenografts (TX1, TX2) etabliert.

Hierfir wurde das Glioblastomgewebe direkt nach der neurochirurgischen Entfernung
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als Gewebestuckchen subkutan in NSG-Mause transplantiert. Dadurch reprasentieren
diese Modelle in friihen Tumorpassagen die Biologie maligner Gliome am besten®® *°,
das heildt

Xenotransplantate auf weitere Mause, bleiben in diesen Modellen einige wichtige primar

aber auch nach mehreren Passagen, nach der Verteilung der
vorhandene Tumorcharakteristika, wie beispielsweise die EGFR-Amplifikation oder die

MGMT-Promotormethylierung, erhalten®®. Diese Patienten-abgeleiteten Xenografts
zeigen histologisch Endothelzellproliferationen sowie nekrotische Tumorareale und sind
histopathologisch mit dem Ausgangsgewebe vergleichbar. Auch konnte ein festes

Einwachsen in das subkutane Bindegewebe festgestellt werden.

Tab. 12 Histopathologische Charakteristiken der verwendeten Glioblastommodelle

Tumormodell

subkutane, Zelllinien-
abgeleitete Gliome
U87MG, U373MG

subkutane, Priméarzellen-
abgeleitete Gliome
CX1, CX2

subkutane, Patienten-
abgeleitete Xenografts
X1, TX2

intrazerebrale, Zelllinien-
abgeleitete Gliome
US7MG

intrazerebrale, Zelllinien-
abgeleitete Gliome
U373MG

hoch
nein
nein
nein

hoch
ja
ja (subkutan)
ja

Vaskularisierung
Endothelproliferationen
invasives Wachstum
nekrotische Tumorareale

hoch
nein
nein
nein

hoch

nein
ja

nein

gering
nein
nein
nein

Subkutane Glioblastom-Modelle eignen sich gut fur die Testung von Substanzen an
vielen Versuchstieren, da die TumorgroRen bei Therapiebeginn einheitlich sind und
potentielle Effekte auf das Tumorwachstum somit an groReren Therapiegruppen valide
festgestellt und statistisch ausgewertet werden kénnen. AuRerdem sind die Tumore
jederzeit fur GroRenmessungen zuganglich. Im Gegensatz dazu reprasentieren
intrazerebrale Gliom-Modelle die Mikroumgebung des zentralen Nervensystems und
der Einfluss der Blut-Hirn-Schranke auf die Tumortherapie bleibt bertcksichtigt. Mit
diesen Modellen kann Uberprift werden, ob die verwendeten Substanzen trotz intakter
Blut-Hirn-Schranke auch einen intrazerebral wachsenden Tumor erreichen kénnen. Der
Nachteil

charakteristischen histopathologischen Eigenschaften der Glioblastome und sie sind

von Zell-abgeleiteten intrazerebralen Gliomen ist das Fehlen von

daher fur Untersuchungen der speziellen Gliom-Biologie weniger geeignet. Diese sind

1, 62

zwar nach intrazerebralem Einbringen von Glioblastom-Gewebestiickchen®' 2, nach

intrazerebraler Implantation von Tumor-Spharoiden®  sowie in genetischen

Gliommodellen® auszumachen, jedoch kann man solche Modelle nicht fiir die Testung
von Substanzen auf das Tumorwachstum an einer ausreichend hohen Fallzahl mit

identischen TumorgrofRen standardisieren.
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Von den in dieser Arbeit verwendeten praklinischen Glioblastom-Mausmodellen sind
histopathologisch die Patienten-abgeleiteten Xenografts die reprasentativsten Modelle.
Sie spiegeln die Gliom-Biologie, insbesondere Endothelzellproliferationen und
nekrotische Areale, wider und es konnen aussagekraftige Ergebnisse gewonnen
werden, ob eine bestimmte Therapie das Wachstum humaner Glioblastome beeinflusst.
Die Nachteile dieser Modelle sind, dass nur ein bestimmter Teil des Patienten-Tumors
in die Versuchstiere transplantiert wird, ohne weitere andere, fur das Tumorwachstum
relevante Eigenschaften des verbliebenen Resttumors mit zu berlcksichtigen. Der
Ansatz einer individuellen Vorhersage des Ansprechens der Patienten-Tumore auf eine
bestimmte Therapie mit einer Substanz wird dadurch sowie durch eine niedrige
Anwachsrate der Patienten-Glioblastome von 36,7% und einer langen Zeitdauer (im
Durchschnitt 118 Tage) bis zu einem moglichen ersten Therapieversuch erschwert.
Jedoch hat man mit den Patienten-abgeleiteten Glioblastom-Xenografts ein sehr gutes
Modell zur Verfugung, um fir das Therapieansprechen von Therapeutika potentielle
Biomarker zu identifizieren, da man die Patienten-Xenografts vor sowie nach einer
bestimmten Therapie untersuchen kann.

Insgesamt gesehen gibt es kein ideales praklinisches Glioblastom-Modell, jedes
Einzelne hat bestimmte Vor- und Nachteile (Tab. 12). Fur die Evaluierung eines
praklinischen neuroonkologischen Wirkprofils einer Substanz empfiehlt es sich,
verschiedene Glioblastom-Modelle zu verwenden und die Resultate aus diesen
Modellen zusammen zu betrachten, um die haufig zu beobachtende Diskrepanz der

Ergebnisse praklinischer und klinischer Studien zu vermindern.

4.2 Therapie humaner Glioblastome mit den Multikinase-Hemmern Sorafenib und
Pazopanib

In dieser Arbeit wurden die Effekte der Multikinase-Hemmer Sorafenib sowie Pazopanib
auf humane Glioblastome in unterschiedlichen Mausmodellen untersucht. Sorafenib
verzogerte signifikant das Wachstum subkutaner U373MG-Tumore, jedoch liel3 sich
kein wachstumsverzdgernder Effekt in anderen Glioblastom-Modellen, insbesondere in
den Primarzellen- und Patienten-abgeleiteten Xenografts, feststellen. Die Sorafenib-
Therapie hatte sogar eine GréRenzunahme von subkutanen U87MG-Tumoren sowie
intrazerebralen U87MG- und U373MG-Tumoren zur Folge. Eine Pazopanib-Therapie
|0ste zwar eine signifikante Wachstumsverzégerung in subkutanen U373MG-Tumoren,

CX2-Tumoren sowie TX2-Tumoren aus, jedoch =zeigte sich ebenfalls keine
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GrolRenabnahme intrazerebraler Gliome. Sorafenib als auch Pazopanib blockieren
unter anderem vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor-Rezeptoren (VEGFRs) und
beide Substanzen sollen damit die Tumor-Angiogenese vermindern®* %'. In der Analyse
der Tumor-Vaskularisierung zeigte sich unter Sorafenib eine signifikante Abnahme der
Anzahl von Endothelzellen im Gewebe stark vaskularisierter subkutaner sowie
intrazerebraler U87MG-Tumore, jedoch nicht in wenig vaskularisierten CX1-Xenografts.
Darliber hinaus nahm unter Sorafenib die Anzahl von Gefal3-Perizyten in
intrazerebralen U87MG-Tumoren ab. Unter Pazopanib lie sich in keinem der
untersuchten Tumormodelle einen Einfluss auf die Vaskularisierung feststellen.

Aus diesen Resultaten lasst sich insgesamt ableiten, dass eine Therapie mit Sorafenib
oder Pazopanib das Wachstum humaner Glioblastome in Labormausen nicht signifikant
vermindern kann. Dennoch sind unter Sorafenib deutliche Effekte auf die Tumor-
Angiogenese durch eine Verminderung der Anzahl von Endothelzellen sowie Gefal3-
Perizyten festzustellen. Es lasst sich vermuten, dass durch eine Blockade der VEGFRs
die Glioblastom-Angiogenese zwar beeinflusst wird, dies scheint jedoch nicht
auszureichen, um zu einem signifikant vermindertem Tumorwachstum zu fuhren.
Interessanterweise  ergaben die Expressionsanalysen des  epidermalen
Wachstumsfaktors (EGFR) in intrazerebralen U87MG-Tumoren eine signifikante
Abnahme der Rezeptor-Expression als auch -Phosphorylierung, sodass intrazerebrale
Gliome trotz ausbleibender GroRenabnahme scheinbar auf eine Sorafenib- oder
Pazopanib-Therapie reagieren und durch An- oder Abschalten anderer Signalwege eine
Therapie-Resistenz und eine weitere Tumorprogression ausbilden koénnten. Die
Neutralisierung von VEGF durch Bevacizumab ist einer Monotherapie mit Sorafenib
oder Pazopanib in praklinischen Glioblastom-Modellen hinsichtlich der Auswirkungen
auf das Tumorwachstum deutlich tGberlegen. Auch in klinischen Studien zur Behandlung

des Glioblastoma multiforme*" ©°

zeigten sich keine Uberlebensverlangernden Effekte
beider Substanzen. Es bleibt Gegenstand zukulnftiger Untersuchungen, ob bestimmte
Untergruppen von Glioblastom-Patienten doch durch Sorafenib oder Pazopanib,

eventuell in Form einer Kombinationstherapie, profitieren kénnten.

4.3 Therapie humaner Glioblastome mit dem Multikinase-Hemmer Axitinib

Es wurden die Effekte des VEGFR-Tyrosinkinase-Hemmers Axitinib auf das Wachstum
Patienten-abgeleiteter Glioblastom-Xenografts untersucht. Es zeigte sich eine deutliche,

temporare Abnahme der subkutanen Tumorgrof3en in den ersten zwei Wochen einer
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Axitinib-Therapie gegenuber der Kontrollgruppe, wobei das Glioblastomwachstum
danach unter der Axitinib-Therapie wieder zunahm und nach drei Wochen nur noch
geringe Unterschiede der Tumorvolumina zwischen der PBS- und der Axitinib-Gruppe
bestanden. Es war jedoch zu diesem Zeitpunkt der Ki67-Proliferationsindex im
Glioblastomgewebe unter Axitinib signifikant vermindert, im Gegensatz zu einer
Bevacizumab-Therapie, die auf die TumorgroRen als auch auf den Ki67-
Proliferationsindex der Patienten-Xenografts keinen Effekt zeigte.

Weiterhin wurde die Wirkung von Axitinib auf die Tumor-Angiogenese in diesen
Bevacizumab-resistenten Xenografts analysiert und es zeigte sich eine starke Abnahme
der Anzahl von Endothelzellen auf 51% im Vergleich zur Kontrollgruppe, wobei dieser
Betrag der Verminderung nur unter einer wirksamen Bevacizumab-Therapie in den
jeweiligen Bevacizumab-sensiblen Glioblastom-Modellen beobachtet werden konnte.
Die Anzahl von Perizyten nahm unter Axitinib ebenfalls signifikant ab, sodass sich ein
direkter oder indirekter Einfluss von Axitinib auch auf diese Zelltypen vermuten lasst.
Die Lagebeziehung von Endothelzellen und Perizyten war unter Axitinib nahezu
aufgehoben, was durch eine Abnahme der Ummantelung von Endothelzellen mit
Gefal-Perizyten dargestellt werden konnte.

Weiterhin zeigte sich unter Axitinib eine vermehrte Expression des Hypoxie-Markers
HIF1a im Glioblastomgewebe und es waren unter Axitinib vermehrt apoptotische
Glioblastomzellen im Vergleich zur Kontrollgruppe zu finden. Auslésend fur den
apoptotischen Zelltod lasst sich weniger ein direkter Effekt von Axitinib auf die
Tumorzellen als ein Folgeeffekt der antiangiogenen Wirkungen von Axitinib mit
konsekutiver  eingeschrankter  Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung der
Glioblastomzellen vermuten.

Es wurde anhand immunhistochemischer Expressionsanalysen die Expressionsdichte
von VEGF im Tumorgewebe der PBS- und der Axitinib-Gruppe untersucht. Dabei
fanden sich keine Unterschiede in der Expressionsdichte, sodass die antiangiogene
Wirkung von Axitinib ursachlich scheinbar nicht auf einer Veranderung der Menge an
produziertem VEGF beruht. Es zeigte sich jedoch in den Glioblastomzellen eine
Abnahme der mRNA-Expression von VEGF-A sowie des pro-angiogenen plazentaren
Wachstumsfaktors PLGF, sodass von potentiellen Effekten einer Axitinib-Therapie auf
die angiogenen Signalwege in den Gliomzellen ausgegangen werden kann, da die
Glioblastomzellen in den Xenografts den VEGFR1 exprimierten. Dessen

Expressionsdichte als auch die Expressionsdichte von PDGFRB und EGFR war im
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Glioblastomgewebe der Kontroll- und der Axitinib-Gruppe gleich. Eine direkte
Inhibierung der VEGF-Rezeptoren auf den Endothelzellen unter Axitinib ist auch hier als
der wahrscheinlichste antiangiogene Wirkmechanismus anzunehmen™.

Da die in diesen Therapieversuchen verwendeten TX1-Glioblastome eine vollstandige
Therapie-Resistenz gegenuber Bevacizumab aufwiesen, jedoch zumindest temporar
auf Axitinib angesprochen haben, konnte diese Substanz eine Alternative bei Patienten
mit Bevacizumab-resistenten Glioblastomen sein. Es wird die Aufgabe zuklnftiger
praklinischer Experimente sein herauszufinden, welche Faktoren unter Axitinib in den
Glioblastomen reaktiv vermehrt produziert werden und damit die Tumorprogression
aufrecht erhalten konnten. Des weiteren werden bereits laufende klinische Studien
zeigen, welche Rolle Axitinib als Therapieoption bei Glioblastompatienten spielen

kénnte34.

4.4 Epigenetische Therapie humaner Glioblastome mit 5-Azacytidin sowie
Valproinsaure

Das Cytosin-Analogon 5-Azacytidin galt bereits vor mehr als 40 Jahren als ein Kandidat
in der Onkologie52. Die Substanz fuhrt durch Inhibierung von DNA-Methyltransferasen
zu einer Hypomethylierung des Tumorzell-Genoms® und wird klinisch bereits
erfolgreich in der Behandlung des myelodysplastischen Syndroms eingesetzt®.
Valproinsaure ist, neben einer antiepileptischen Wirkung*’, ebenfalls eine epigenetisch
wirkende Substanz, die durch Inhibierung von Histon-Deacetylasen zu einer Histon-
Hyperacetylierung fihrt und somit die Transkription und Differenzierung von
Tumorzellen beeinflussen kann*®. Beide Substanzen wurden in dieser Arbeit verwendet
und sollten in den verschiedenen Xenograft-Modellen auf deren potentielle
antigliomatosen Effekte untersucht werden.

Neben einer Verminderung der Zellvitalitat und Zellmigration sowie dem Ausldsen von
apoptotischem Zelltod humaner Glioblastomzellen in vitro verzdgerte 5-Azacytidin
signifikant das Glioblastom-Wachstum in subkutanen U87MG-Tumoren und in den
Patienten-abgeleiteten Xenografts TX1 und TX2. Weiterhin fuhrte eine Therapie mit 5-
Azacytidin zu kleineren TumorgréfRen intrazerebraler U87MG und U373MG-Gliome. Der
Ki67-Proliferationsindex war in den untersuchten Xenograft-Modellen unter 5-
Azacytidin, korrelierend zu den jeweils kleineren TumorgréfRen, signifikant vermindert.
In den stark vaskularisierten subkutanen sowie intrazerebralen U87MG-Tumoren

verringerte 5-Azacytidin signifikant die Anzahl von Endothelzellen im Tumorgewebe.
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Interessant ist die Beobachtung, dass 5-Azacytidin keinen Einfluss auf das Wachstum
von gering vaskularisierten subkutanen CX1- und CX2-Tumoren zeigte. Auch lielen
sich in diesen Modellen keine Effekte auf die Tumorzellproliferation oder die Gliom-
Angiogenese feststellen. Daraus lasst sich ableiten, dass sich die epigenetischen
Effekte einer 5-Azacytidin-Therapie entscheidend auf die Gliom-Angiogenese auswirken
konnten und aus diesem Grund die Tumorprogression in den wenig vaskularisierten,
Angiogenese-unabhangigeren CX-Xenografts nicht beeinflusst wurde. Die Wirkweise
von 5-Azacytidin ist nicht gegen ein definiertes Molekul gerichtet, sondern durch ein
breiteres Wirkspektrum charakterisiert, wobei die Ziele zukunftiger Untersuchungen
darin bestehen, die genauen an- oder abgeschalteten Gene durch 5-Azacytidin in den
Gliomzellen zu identifizieren, dabei die Rolle des ,Glioma CpG island methylator
phenotype* (G-CIMP)®” zu beriicksichtigen und um damit die M®dglichkeit einer
zielgerichteten Therapie von Gliom-Subgruppen zu erhalten.

Im Gegensatz zu einer Therapie mit 5-Azacytidin verzogerte die Valproinsaure-Therapie
lediglich das Wachstum subkutaner U373MG-Tumore und zeigte in keinem anderen
subkutanen oder intrazerebralen Tumormodell eine signifikante Verkleinerung der
TumorgroRen. Auch hatte die Valproinsaure-Therapie weder einen Einfluss auf die
Tumorzellproliferation, noch auf die Gliom-Angiogenese. Es konnte in den hier
durchgefuhrten Studien kein signifikanter antitumoréser Effekt von Valproinsaure auf
humane Glioblastome gefunden werden. Dennoch ist die Tatsache, dass Glioblastom-
Patienten langer lebten, wenn sie Valproinsaure erhalten haben®', eine interessante
Beobachtung, wobei dafir anhand der hier durchgefihrten Studien weniger direkte
Effekte von Valproinsaure auf die Gliomzellen, als vielmehr potentielle additive Effekte

zu einer alkylierenden Temozolomid-Chemotherapie ursachlich sein kénnten.

4.5 Therapie humaner Glioblastome mit dem mTor-Inhibitor Everolimus

Eine targeted therapy durch Blockade des mTor-Signalmolekils in Tumorzellen ist ein
vielversprechender Ansatz in der Onkologie, der bereits Einzug in die Kilinik,
beispielsweise zur Behandlung des Nierenzellkarzinoms®, des Mammakarzinoms®
oder des Pankreaskarzinoms’®, erhalten hat. Das Signalmolekil mTor nimmt in
Tumorzellen eine zentrale Stellung in der Koordination zwischen Zellwachstum,
Zellmetabolismus sowie Zellproliferation und nutritiven Elementen sowie dem Einfluss

von Wachstumsfaktoren ein’". Die Aktivierung von mTor erfolgt hauptsachlich durch
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den Signalweg PI3K-Akt-mTor mit der S6-Kinase als eine wichtige nachgeschaltete
Effektorkinase und mit PTEN als Suppressor des gesamten Signalwegs’".

Die zielgerichtete Therapie des Glioblastoma multiforme durch Inhibierung von mTor mit
Everolimus wurde in dieser Arbeit, bei bisher nur wenig vorhandenen praklinischen

Daten’?"®

, weiter untersucht und die antitumorésen Wirkungen dieser Substanz anhand
von in dieser Studie verwendeten Glioblastom-Xenograft-Modellen weiter untersucht. In
den vorangestellten in vitro — Experimenten ergab sich nach Inkubation mit Everolimus
eine konzentrationsabhangige Abnahme der Zellvitalitdt von Glioblastom-Zelllinien als
auch Glioblastom-Primarzellen. Weiterhin zeigten die Glioblastom-Zellen nach
Everolimus-Gabe eine vermehrt abgerundete Morphologie und die Gabe der Substanz
fuhrte zum apoptotischen Zelltod. Ebenfalls war die Zellmigration in vitro unter
Everolimus signifikant vermindert. /In vivo fuhrte eine Everolimus-Therapie zu einer
Wachstumsverzdgerung in allen subkutanen Glioblastom-Modellen, in den Zelllinien-
und Primarzellen-abgeleiteten Xenografts als auch in den Patienten-abgeleiteten
Xenografts. Von allen in dieser Arbeit verwendeten Substanzen verzégerte Everolimus
als einzige Substanz das Wachstum in allen subkutanen Gliom-Modellen. Die
TumorgroRen intrazerebraler U373MG-Tumore waren im Vergleich zur Kontrollgruppe
ebenfalls deutlich kleiner, auch das Tumorwachstum der intrazerebralen U87MG-
Tumore war unter Everolimus signifikant vermindert, hier waren die Tumore sogar
kleiner als die in der Bevacizumab-Gruppe.

Mit immunhistochemischen Farbeanalysen sollte der Wirkmechanismus der
Everolimus-Therapie in den Xenograft-Modellen Uberpruft werden. Hier zeigte sich in
subkutanen Primarzell-abgeleiteten sowie Patienten-abgeleiteten Xenografts als auch in
intrazerebralen U87MG-Tumoren eine deutliche und statistisch signifikante Abnahme
der Expressionsdichte von phosphoryliertem und damit aktiviertem mTor. Die im mTor-
Signalweg nachgeschaltete S6-Kinase wurde ebenfalls immunhistochemisch dargestellt
und die phosphorylierte S6-Kinase war unter der Everolimus-Therapie in den
Glioblastomzellen ebenfalls signifikant geringer exprimiert. Der mTor-Supressor PTEN
war im Glioblastomgewebe nicht exprimiert, was ein konstitutives mTor-Signaling in den
Gliomzellen wahrscheinlich macht, das durch die Everolimus-Therapie in den
Glioblastom-Xenografts unterbunden werden konnte.

Der Ki67-Proliferationsindex war in allen untersuchten Tumormodellen statistisch
signifikant zur PBS-Kontrollgruppe vermindert. Weiterhin ergab sich, verglichen mit der

Kontrollgruppe, ein signifikant erhohter Apoptose-Score der Gliomzellen im
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Tumorgewebe intrazerebraler U87MG-Tumore. In diesen Tumoren ergab die Analyse
der Expression des epidermalen Wachstumsfaktors eine verminderte Expression von
EGFR und phospho-EGFR unter der Everolimus-Therapie. Die Untersuchung des
Einflusses einer Everolimus-Therapie auf die Tumor-Angiogenese ergab in den
untersuchten Xenograft-Modellen nicht in den subkutanen Modellen, aber in
intrazerebralen U87MG-Tumoren eine Verminderung der Anzahl von Endothelzellen
sowie von Gefal-Perizyten. Hierbei wurde festgestellt, dass im Vergleich zur PBS-
Gruppe eine hoéhere Rate an apoptotischen Endothelzellen vorlag, diese jedoch deutlich
niedriger als der Anteil unter Bevacizumab war. Eine Moglichkeit, dass sich die

" hier nur in den

potentiellen anti-angiogenen Effekte durch Everolimus’®
intrazerebralen U87MG-Tumoren nachweisen lassen konnten ist, dass das umgebende
Maus-Hirngewebe eine besondere Rolle fir die Biologie dieser intrazerebralen Gliome
spielt und angiogene Signalwege durch eine mTor-Blockade nur in dieser speziellen,
pathophysiologisch relevanten Mikroumgebung betroffen sind.

Es gibt kaum klinische Studien mit meist nur kleinen Fallserien zu einer mTor-

inhibierenden Therapie bei Glioblastom-Patienten’®°.

In einer durchgeflihrten
klinischen Studie mit dem mTor-Inhibitor Temsirolimus bei rezidivierten Glioblastomen
zeigte sich bei guter Vertraglichkeit dieser Substanz ein neuroradiologisches
Ansprechen dieser Therapie bei einem Drittel der Patienten mit einer deutlich
verlangerten Zeit bis zur erneuten Tumorprogression, wobei die Glioblastome der
Responder vor Therapiebeginn eine hohere Expression der phosphorylierten S6-Kinase
aufwiesen®®. Dieser Zusammenhang konnte auch in anderen Studien nachgewiesen

981 und deutet darauf hin, dass die Blockade von mTor insbesondere dann

werden
wirksam ist, wenn der mTor-Signalweg, beispielsweise durch ein verstarktes und
konstitutiv aktives Signaling von Wachstumsfaktorrezeptoren wie EGFR®? 8 besonders
stark aktiv ist.

Aber auch dem Tumorsuppressor PTEN kommt eine Bedeutung zu. PTEN ist in
humanen Glioblastomen haufig deletiert®®, was zu einem konstitutiven mTor-Signaling
fuhrt®®. Es zeigte sich, dass in nahezu 90% der Glioblastome ein konstitutiv aktives
Signaling des PI3K-Akt-mTor-Signalwegs vorliegt®® und dies mit dem WHO-Grad der
Gliome und dem Uberleben der Patienten korreliert®. Jedoch wurde nachgewiesen,
dass der Funktionsstatus von PTEN in den Glioblastomzellen das Ansprechen einer
Everolimus-Therapie nicht vorhersagen kann und PTEN damit als pradiktiver Marker

keine Bedeutung zu haben scheint™.
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In der Neuroonkologie erwies sich die Everolimus-Therapie mit der Inhibierung des
mTor-Molekuls in subependymalen Riesenzellastrozytomen als die erste erfolgreiche
Anwendung einer zielgerichteten Therapie von intrazerebral wachsenden Tumoren®,
Bei Patienten mit subependymalen Riesenzellastrozytomen, die im Rahmen der
tuberdsen Sklerose verkommen und durch die Hochregulierung der mTor-Signalwege
charakterisiert sind, erwies sich Everolimus in einer klinischen Studie als wirksam und
wurde fur die Behandlung dieser Tumore zugelassengg. Aber auch in Gliomen konnte
ein Ansprechen einer mTor-Inhibierung, jedoch nur fir eine kurze Zeitdauer, beobachtet
werden®, sodass es vielversprechend ist, in zukiinftigen Untersuchungen genau zu
analysieren, welche besonderen molekularen Eigenschaften der Gliome zu einem
Ansprechen oder zu einer Resistenzentwicklung einer Everolimus-Therapie fuhren. Die
Analyse weiterer pradiktiver Biomarker ist flr eine Einteilung der Patienten in

Subgruppen, die dann von der mTor-Inhibierung profitieren kdnnen, notwendig.

4.6 Der Ansatz einer zielgerichteten, personalisierten Glioblastom-Therapie

Uber viele Jahrzehnte konnte man die Prognose von Patienten mit Glioblastomen nicht
verbessern, die sehr kurze mittlere Uberlebenszeit von etwa einem Jahr konnte auch
durch viele Fortschritte im  neurochirurgischen, neuroonkologischen  und
pharmakologischen Bereich nicht verlangert werden. Mit dem Einzug von Temozolomid
in die Therapie des Glioblastoma multiforme konnte erstmals das Uberleben der
Glioblastompatienten durch eine Chemotherapie verlangert werden, wobei sich die
durchschnittliche Uberlebenszeit der Patienten von 12,1 Monaten nach Operation und
unter alleiniger Radiotherapie auf 14,6 Monate bei zusatzlicher Gabe von Temozolomid
signifikant verlangerte®'. Mit molekulargenetischen Analysen des Glioblastomgewebes
stellte man fest, dass durch eine Therapie mit dieser alkylierenden Substanz eine
Subgruppe der Glioblastompatienten mit methyliertem und damit inaktiviertem MGMT-
Promotor besonders von Temozolomid profitiert, da das MGMT-Enzym die
Alkylgruppen wieder entfernt und die Wirkung von Temozolomid somit einschranken
kann®®. Dies zeigt, dass auch bei den histologisch und molekulargenetisch sehr
komplexen Glioblastomen eine Subgruppierung madglich ist, die die Patientenpopulation
in Responder und Nonresponder einteilen kann. Zwar war die Verlangerung der
Uberlebenszeit der Glioblastompatienten mit einer Temozolomid-Therapie um
durchschnittlich zwei Monate ein Fortschritt in der Neuroonkologie, jedoch bleibt die

sehr schlechte Prognose dieser Tumorerkrankung bestehen und die Erkrankung
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Glioblastoma multiforme unheilbar. Aus den Erfahrungen, dass konventionelle
Chemotherapien bei malignen Gliomen nur kaum bis gar nicht wirken, ist die targeted
therapy ein vielversprechender neuroonkologischer Ansatz. Das Prinzip ist, ganz
bestimmte Molekile, die ausschlieRlich von den Gliomzellen exprimiert werden oder in
den Gliomzellen Uberexprimiert oder mutiert vorliegen, pharmakologisch zu blockieren.
Diese gezielte Therapie soll hauptsachlich auf das Gliomgewebe fokussieren, damit den
Tumor gezielt therapieren und Nebenwirkungen auf den Gesamtorganismus verringern.
Insgesamt entsprechen die Ergebnisse der bisher durchgefihrten klinischen Studien mit
zielgerichteten Therapien fur das Glioblastoma multiforme nicht den in sie gesetzten
Erwartungen bezlglich einer Verlagerung des Patienten-Uberlebens. Trotz ihrer
nachgewiesenen sehr guten Wirksamkeit bei anderen Tumorentitaten kann man
etablierte pharmakologische Therapien nicht ohne weiteres auf maligne Gliome
Ubertragen, da beispielsweise die Blut-Hirn-Schranke den Ubertritt vieler Substanzen
aus der peripheren Zirkulation in das zentrale Nervensystem verhindert”. Die
Wirksamkeit von Therapien mit zielgerichteten Substanzen bei nur bestimmten
Glioblastomen mit bestimmten molekulargenetischen Eigenschaften kénnte durch die
bisher fehlende Subgruppierung der Patientenpopulationen in den klinischen Studien
nicht erkannt werden. Jedoch wird haufig Uber ein temporares, radiologisches
Ansprechen der jeweiligen Therapie berichtet, was zu weiteren Studien, insbesondere
uber Resistenzentwicklungen sowie Kombinationstherapien, ermutigt.

Die malignen Gliome sind besonders bodsartige Tumorentitdten, deren Pathogenese
nicht vollstandig erforscht ist. Bisher ist unter anderem bekannt, dass Mutationen in der
Isocitrat-Dehydrogenase (IDH) eine Rolle in der friihen Gliomentstehung spielen und
dass dadurch bestimmte Onko-Metaboliten in den Gliomzellen akkumulieren, die
epigenetische Veranderungen wie den sogenannten ,Glioma CpG island methylator
phenotype* (G-CIMP) induzieren®” *2. Das Glioblastoma multiforme ist eine sehr
heterogene Tumormasse, die nicht, soweit bisher bekannt, durch ein universell
exprimiertes und pharmakologisch blockierbares Protein charakterisiert und dadurch in
ihrem Wachstum einzuschranken ist. Weitere zukilinftige Untersuchungen sind
notwendig, um die Gliomzellen weiter molekulargenetisch zu charakterisieren und um
relevante targets fiur die zielgerichtete Therapie zu identifizieren. Eine
molekulargenetische Einteilung der malignen Gliome in die Untergruppen proneural,
neural, klassisch und mesenchymal anhand Mutationsanalysen von PDGFR, IDH1,

EGFR und NF1 ist ein erster und vielversprechender Ansatz®®. Es gilt dariiber hinaus
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noch weiter herauszufinden, wie diese molekulargenetischen Subtypen der
Glioblastome charakterisiert sind, wie sie auf bestimmte Therapien reagieren und um
dann mit diesem Wissen den jeweiligen Gliom-Typ bei den betroffenen Patienten zu
ermitteln. Dadurch kénnte man die spezifischen und relevanten Signalwege in den
Gliomzellen gezielt blockieren und die Therapie maligner Gliome erfolgreich erweitern.
Jede weitere Therapieoption, die die Lebensqualitat oder das Uberleben der Erkrankten
verbessert, gilt als sehr wertvoll fir die mit dieser hochmalignen Erkrankung betroffenen

Patienten.
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