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1 Einleitung

1.1 Primére Hirntumore: allgemeiner Uberblick

Primare Hirntumore sind bdsartige Neubildungen des Gehirns und der Meningen. lhre
Inzidenz betragt 10/100.000/Jahr und es kommt zu ca. 7600 Neuerkrankungen pro Jahr
in Deutschland. Der Altersgipfel liegt zwischen dem 40. und 70. Lebensjahr und im
Kindesalter. Die Tumorentstehung wird durch Fehlregulationen von Genen (Onkogene,
Tumorsuppressorgene), die Wachstum und Zelldifferenzierung steuern, verursacht.
Konkrete Risikofaktoren wie Chemikalien, Viren und andere Karzinogene, wie bei
anderen Tumorerkrankungen haufig bekannt, konnten bisher nicht mit der Entstehung
von Hirntumoren in Verbindung gebracht werden (Berlit et al. 2006, Gleixner et al.
2002).

Die heutige Klassifikation der Hirntumore beruht auf der internationalen Einteilung durch
die World Health Organisation (WHO) aufgrund der histologischen Morphologie. Die
Zelldifferenzierung sowie Entwicklungsgeschichte des ZNS spielen hier eine Rolle.
Insbesondere der Grad der Anaplasie tragt zur Malignitatsbestimmung bei (Kleihues et
al. 1993).

Grad | und Il zeichnen sich durch ein eher langsames Wachstum aus, wahrend bei
Grad Il und IV mit einem schnellen invasiven Wachstum und starken perifokalen Odem
zu rechnen ist, wodurch die Uberlebenszeit stark reduziert ist (Kleihues et al. 1993,
Klingelhofer et al. 2001). Unabhangig von dieser Dignitat sind die intrakraniellen
Komplikationen bestimmt durch Massenverschiebungen und Herniationen, der
Einschrankung von Durchblutung und Liquorzirkulation, sowie der direkten oder
indirekten Beeintrachtigung der vitalen Funktionen in Hypothalamus und Hirnstamm.
(Berlit et al. 2006)

1.1.1 Maligne Gliome

Neuroepitheliale Tumoren — auch als Gliome zusammengefasst — machen mit ca. 50 %

den groBten Anteil unter den Hirntumoren aus. Zu ihnen gehdren mit einem gréReren



Anteil Astrozytome und Glioblastome, aber auch Oligodendrogliome, Medulloblastome,
Neurinome, Gangliozytome und -blastome, Spongioblastome, Ependymome,
Plexustumoren und Pinealome, benannt nach den jeweils entarteten Zellreihen
(Gleixner et al. 2002).

1.1.1.1 Astrozytome

Etwa 25% der Hirntumoren sind Astrozytome und stellen somit den haufigsten primaren
Hirntumor dar. Unter Astrozytomen versteht man Tumoren aus der Reihe der
Neurogliazellen. Astrozyten sind die groldten Gliazellen mit  zahlreichen
zytoplasmatischen Zellfortsatzen. Sie bilden das Stutzwerk des Nervengewebes.
Astrozytome wachsen entlang der Marklagerbahnen und infiltrieren weit ins umliegende

Gewebe. Am haufigsten findet man Astrozytome im Frontal- und Temporallappen.
Die Einteilung der Astrozytome erfolgt nach histologischen Kriterien nach der WHO:
* Grad | — pilozytisches Astrozytom
» Grad Il — niedriggradiges Astrozytom
» Grad lll — anaplastisches Astrozytom
* Grad IV — Glioblastoma multiforme

Ein Astrozytom Grad IV entspricht dabei histologisch einem Glioblastoma multiforme.
Ein Ubergang niedriger Grade in ein Glioblastom ist méglich. Eine Entartung erfolgt mit
einem Gipfel um das 40. Lebensjahr. Grad | und Grad Il betreffen insbesondere das
mittlere Lebensalter, Grad Il und Grad IV das hdhere Lebensalter. Manner sind doppelt
so haufig betroffen wie Frauen. Trotz operativer Eingriffe, Radiotherapie und
Chemotherapie sind die Heilungschancen bei héhergradigen Astrozytomen eher gering.
Die 5-Jahresiiberlebensrate (JUR) betragt bei Grad | noch tiber 90%, bei Grad 1l 50%,
bei Grad Il nur noch 5%. Bei niedrig malignen Astrozytomen ist auch eine Dauerheilung
mdglich. Die Rezidivrate ist hoch, auch nach Jahrzehnten kénnen Rezidive auftreten.
(Berlit et al. 2006, Gleixner et al. 2002)



1.1.1.2 Glioblastome

Unter einem Glioblastom versteht man ein Astrozytom Grad IV nach WHO, auch
Glioblastoma multiforme, bzw. entdifferenziertes Glioblastom, Gliosarkom oder
Schmetterlingsgliom (aufgrund der Lokalisation beidseits im Marklager) genannt. Das
Glioblastom ist mit einem Anteil von ca. 15% an allen primaren Hirntumoren, der am
haufigsten vorkommende maligne Hirntumor beim Erwachsenen (Berlit et al. 2006,
Davis et al. 1999). Es handelt sich um einen hoch malignen Hirntumor mit sehr raschem
Wachstum, Bildung von neuen Gefal’en und arteriovendsen Anastomosen, sowie
starker Neigung zum perifokalem Hirnddem (Abbildung 1). Dies fuhrt zu einem
schnellen Anstieg des Hirndrucks und Massenverschiebungen. Histologisch zeigt sich
ein vielgestaltiges Bild mit Zellpolymorphie, mehrkernigen Riesenzellen, Nekrosen,

Blutungen und zystischen Tumorzerfallshdhlen.

Abbildung 1 Mittels Magnetresonanztomographie (T1 gewichtet) wird hier ein Glioblastom der Ratte,
welches nach intrazerebraler Injektion von Tumorzellen ins Rattenhirn erzeugt wurde, dargestellt. Der
Tumor ist nach Gabe von Kontrastmittel in der linken Hemisphare gut erkennbar. Ebenfalls deutlich zeigt
sich das umliegende Odem, welches gemeinsam mit dem Tumor die Mittellinienverlagerung bedingt.

Zentral hypodens sind nekrotische Veranderungen sichtbar.

Klinisch nimmt das Beschwerdebild kurzfristig innerhalb von Wochen bis Monaten zu.

Kopfschmerzen, Hemiparesen, zerebrale Herdsymptome und Krampfanfalle sowie



Bewusstseinsstorungen kennzeichnen das Krankheitsbild. Die Prognose ist trotz aller
durchgefihrten aggressiven Therapien (Operation, Radiatio, Chemotherapie) sehr
schlecht (Berlit et al. 2006). Die 5-JUR liegt bei nahezu 0% (Gleixner et al. 2002). Die
mittlere Uberlebenszeit nach Diagnosestellung liegt bei 9 bis 12 Monaten. Auch bei
radikal entfernten Glioblastomen kommt es fast ausnahmslos zum Rezidiv (Castro et al.
2003).

1.2 Tumorimmunologie

Die Erforschung der Tumorimmunologie lasst sich bis zu Paul Ehrlich (1854 — 1915)
zurUckverfolgen, der die These aufstellte, dass es beim Menschen mit hoher Frequenz
anomale Keime gibt, die uns bei einer fehlenden Uberwachung durch das
Immunsystem Uberwaltigen wirden (Ehrlich 1909). In den 1950ern stellte Burnet (1899
— 1985) seine Theorie der Immuntberwachung vor, nach welcher das Immunsystem in
der Lage sei, abnorme Zellen zu erkennen und zu zerstéren (Burnet 1970). Heute weil}
man, dass Tumoren Antigene vorweisen, die vom Immunsystem als fremd erkannt
werden konnen und so eine Immunantwort auszulésen in der Lage sind. Leider
funktioniert diese Uberwachung durch das Immunsystem haufig nicht und insbesondere
das Tumorwachstum wird nicht ausreichend eingeschrankt. Einer der postulierten
Griinde ist die groBe Ahnlichkeit der Tumorzellen zu normalen Kérperzellen, aus denen
sich diese entwickelten. Ein anderer Grund mag die hohe Tumorzellwachstumsrate
sein, die die Kapazitaten des Immunsystems uUberfordert. Weiterhin sind spezielle
Mechanismen bekannt, wie Tumorzellen einer mdglichen Immunantwort auszuweichen
vermogen (Abbas et al. 2003).

Insbesondere in in vitro Studien, aber auch in tierexperimentellen Studien wurde
gezeigt, dass =zellvermittelte und humorale Immunreaktionen zum Abtdten von
Tumorzellen fuhrten. Der Hauptmechanismus der Immunreaktion gegen Tumorzellen ist
das Abtéten von Tumorzellen durch CD8+ zytotoxische Lymphozyten. Diese
Lymphozyten sind in der Lage uber MHC-Klasse-l prasentierte mutierte zellulare
Peptide (Tumorassoziierte Antigene = TAA) zu erkennen und die malignen Zellen

mittels Lyse zu toten. Inzwischen konnten unterschiedliche Arten von Tumorantigenen



nachgewiesen werden, die von zytotoxischen T-Lymphozyten erkannt werden kdnnen
(Van den Eynde 1997; Jager et al. 2001).

Desweiteren sind CD4+ T-Helfer-Zellen zur Bereitstellung von Zytokinen im Rahmen
der Immunantwort wichtig. Insbesondere TNF-a und IFN-y werden so ausgeschuttet
und rufen die Prasentation von MHC-Klasse-I Molekulen auf Tumorzellen hervor und
machen diese fur zytotoxische T-Zellen empfindlicher. Auch fur die Aktivierung von
CD8+ Zellen spielen CD4+ Zellen eine wichtige Rolle (Zeng 2001).

Ein weiterer wichtiger Zelltyp des Immunsystems sind die NK-Zellen, die viele Arten von
Tumorzellen abtoten konnen, insbesondere die Zellen, die die Prasentation von MHC-
Klasse-I Molekulen reduzieren konnten und somit nicht von zytotoxischen T-Zellen
entdeckt werden. In bestimmten Bereichen des Korpers, wie im ZNS prasentieren
Zellen nur auf einem niedrigen Niveau MHC-Klasse-lI Molekiile. Das Vorhandensein von
MHC-Klasse-I Molekulen fuhrt zur Hemmung von NK-Zellen, so dass deren Verlust
wiederum die Tumorzellen zu einem guten Ziel fur NK-Zellen macht (lkeda et al. 1997,
Janeway et al. 2005). In der Stimulation von NK-Zellen spielen Zytokine (Interferone
und Interleukine wie IL-2 und IL-12) eine wichtige Rolle (Perussia 1991; Heberman
2002).

Potente T-Zell-Aktivatoren sind dendritische Zellen. Ebenfalls konnte nachgewiesen
werden, dass aktivierte Makrophagen wichtig fur die Anti-Tumor Immunitat sind. In in
vitro Studien konnten aktivierte Makrophagen Tumorzellen sehr viel effizienter als
normale Zellen abtéten (Cox 2001; Abbas et al. 2003). Das von T-Zellen produzierte
IFN-y tragt zur Aktivierung bei. Desweiteren produzieren Makrophagen TNF-a, welches
unter anderem Uber eine Thrombosierung der TumorgefaRe zu einem Abtdten von

Tumorzellen fihren kann (Watanabe et al. 1988; Mauceri et al. 2002).

Wie erwahnt verfugen viele Tumorzellen Uber Mechanismen einer Immunantwort zu
entgehen. Eine Moglichkeit ist, dass Tumorzellen die Prasentation von MHC-Klasse-I
Molekulen herunterregulieren kdénnen und somit nicht von zytotoxischen T-Zellen
erkannt werden (Abbas et al. 2003; Goldsby et al. 2003; Roitt et al. 1995). In
experimentellen Studien konnte man Uber die Gabe von IFN-y mittels Gentransfer eine

Hochregulation von MHC-Klasse-| erreichen und somit eine Uber zytotoxische Zellen
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vermittelte Lyse nachweisen (Gattoni 2006). Ebenso besteht die Moglichkeit, dass
kostimulierende Substanzen oder die zur Aktivierung von T-Helfer-Zellen nétigen MHC-
Klasse-ll Molekule nicht produziert werden. Dies wiederum verhindert die
Differenzierung von zytotoxischen Lymphozyten (Zeng 2001; Abbas et al. 2003). Ein
weiterer Punkt ist der, dass Tumoren die Moglichkeit der Prasentation von Antigenen,
die eine Immunreaktion hervorrufen, verlieren kénnen. Insbesondere bei schnell
wachsenden Tumoren mit hoher Mutationsrate ist dies haufig der Fall. Eine andere
Moglichkeit besteht darin, dass das Immunsystem Tumorantigene toleriert oder diese
uber Moleklle maskiert werden. So kdnnen Antikorper selbst an Tumorantigene binden
und diese fur T-Zellen blockieren (Ochsenbein 2002; Ochsenbein 2005; Abbas et al.
2003; Goldsby et al. 2003). Einige Tumore schitten selbst immunsuppremierende
Substanzen aus. Tumor-growth-factor-g (TGF-B) hemmt zum Beispiel Wachstum und
Funktion von Lymphozyten und Makrophagen (Torre-Amione et al. 1990). Glioblastome
sezernieren Faktoren (z. B. TGF-B2 und PGE2), welche die Immunreaktion Uber
zytotoxische T-Zellen hemmen (Sawamura et al. 1990; Platten et al. 2001). Andere
Tumoren sind in der Lage direkte physikalische Barrieren zu bilden, indem sie Kollagen
oder Fibrin produzieren und sich so vor dem Immunsystem verstecken (Janeway et al.
2005).

1.3 Immuntherapie

Die heutzutage gegen Tumoren eingesetzten Behandlungen, wie ubliche
Chemotherapie und Bestrahlung, die in der Zellteilung und Vermehrung ansetzen,
bringen leider den Nebeneffekt mit, dass auch die sich normal vermehrenden Zellen
des Erkrankten angegriffen werden. Das Ziel ware im Rahmen der Immunantwort
gegen den Tumor zwischen Tumorzellen und normalen Korperzellen zu unterscheiden.
Hier hatte die Immuntherapie den Vorteil, dass spezifisch die Zellen, die Tumorantigene
prasentieren, angegriffen wirden und andere Zellen nicht betroffen waren (Abbas et al.
2003).

Ansatze der Immuntherapie in Form von Impfungen wurden getestet, indem zum
Beispiel gereinigte Tumorantigene verabreicht wurden oder enthommene Immunzellen

nach Inkubation mit Tumorantigenen injiziert wurden. Die uber MHC-Klasse-|
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prasentierten Tumorantigene konnen so zytotoxische Lymphozyten aktivieren. Hierbei
ist es jedoch schwer im Sinne einer therapeutischen Impfung eine ausreichend starke
Immunantwort gegen alle Zellen des bereits wachsenden Tumors zu bewirken (Jager
et al. 2001; Abbas et al. 2003).

Eine weiterere therapeutisch schon genutzte Behandlungsmadglichkeit ist die Gabe von
monoklonalen Antikdrpern gegen fur einen Tumor spezifische Antigene (Carter 2001).
Die Antikorper binden sich an die Tumorzelle und diese wird so dem Immunsystem
prasentiert. So kann die Tumorzelle zum Beispiel Uber die Aktivierung von NK-Zellen
oder zytotoxischen T-Zellen abgetotet werden. Die Konjugation von Toxinen oder
Radioisotopen mit Antikorpern ware eine weitere effektive immuntherapeutische
Behandlung (White et al. 2001; Abbas et al. 2003; Janeway et al. 2005).

Ein grolRer Forschungs- und Behandlungsbereich der Immuntherapie umfasst den
Einsatz von Zytokinen, um eine ausreichende Immunantwort gegen Tumoren
hervorzurufen. Viele Zytokine unterstitzen die Aktivierung von Tumorspezifischen T-
Zellen — insbesondere den CD8+ zytotoxischen Lymphozyten. Auch eine unspezifische
inflammatorische Antwort kann mittels Zytokinen hervorgerufen werden. In
tierexperimentellen gentechnischen Studien konnte mit IL-2, IL-4, IFN-y oder GM-CSF
ein rucklaufiges Tumorwachstum beobachtet werden. Bei unterschiedlichen Zytokinen
wurden unterschiedliche Mechanismen zur Stimulation der Antitumorimmunitat
nachgewiesen (Pardoll 1995; Terres et al. 1998; Rodrigues et al. 2002; Yang et al.
2005; Jiang et al. 2007; Ojima et al. 2007).

Zytokine wurden bereits systemisch angewandt. In den bisher grof3ten klinischen
Studien wurde IL-2 in hohen Dosen verabreicht. Es wurde nachgewiesen, dass T- und
B-Lymphozyten des Blutes sowie NK-Zellen zahlreicher vorhanden waren und die
Konzentration von TNF, IL-1 and IFN-y anstieg. Leider sind die therapeutischen
Maoglichkeiten aufgrund der stark toxischen Nebenwirkungen begrenzt (Pardoll 1995).
Durch Veranderungen am Gefallendothel und anderen Zellen kam es unter anderem zu
Fieber bis hin zum Lungenédem und vaskularem Schock. Aufgrund der
nachgewiesenen Tumorregression wird IL-2 jedoch bei Melanomen und

Nierenzellkarzinomen in der Klinik therapeutisch eingesetzt (Yang et al. 1997). Auch
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INF-a kann in der Therapie von Melanomen und leukamischen Erkrankungen
angewandt werden (Nohria et al. 1994; Huber et al. 2004).

1.4 Zytokine

Der Begriff Zytokine wird meist als generelle Bezeichnung fir 16sliche Proteine und
Peptide verwendet, die als chemische Mediatoren biologisch wirksam werden und die
Interaktion zwischen einer Reihe unterschiedlicher Zellen vermitteln und regulieren. Zu
den Zytokinen gehoren unter anderem die vor allem von Leukozyten sezernierten
Interleukine (IL), die besonders von Lymphozyten sezernierten Lymphokine, die vor
allem von Monozyten sezernierten Monokine, die einzelnen Interferone (IFN), die

koloniestimulierenden Faktoren (CSF) und eine Reihe anderer Proteine.

Die meisten Zytokine werden haufig nur von zuvor aktivierten Zellen als Reaktion auf
ein Induktionssignal hin synthetisiert. Diese Zellaktivierung wird haufig selbst durch
Zytokine verursacht. Die Zytokinwirkung erfolgt Uber spezifische Membranrezeptoren.
Zytokin-Rezeptoren existieren haufig in hochaffinen und niedrigaffinen Varianten und
werden auf praktisch allen Zelltypen des Korpers exprimiert. Aufgrund der hohen
Affinitat sind oft schon nano- und picomolare Konzentrationen wirksam. Viele Zytokine
wirken sowohl stimulierend als auch inhibierend und zeigen untereinander
synergistische oder auch antagonistische Wirkungen. In einigen Fallen kann dasselbe
Zytokin unter veranderten Bedingungen die entgegengesetzte Wirkung zeigen.
Insbesondere die zeitliche Reihenfolge, in der einzelne Zytokine wirksam werden, die

Dosis und die Kombination von unterschiedlichen Zytokinen sind hier wichtig.

Zytokine spielen im Rahmen der Zell-Zell-Kommunikation eine wichtige Rolle, unter
anderem bei der Immunantwort, bei Entzindungsreaktionen, bei der Hamatopoiese und
bei generellen systemischen Reaktionen auf Organ- und Gewebeverletzungen. Immer
deutlicher wird auch die Beteiligung an neuroimmunologischen,
neuroendokrinologischen und neuoregulatorischen Prozessen (Ibelgaufts 1992; Trotta
1991; Arai et al. 1990).



13

In der vorliegenden Arbeit werden die proinflammatorischen Effekte von IL-13 und IFN-
y nach intratumoraler Gabe am Rattenglioblastommodell untersucht, sowie die Wirkung

der eingewanderten Immunzellen auf das Tumorwachstum.
1.4.1 Interleukin-1beta

Interleukin-1beta (IL-1B) mit einem Molekulargewicht von 17kDa bildet mit Interleukin-
1alpha eine der beiden funktionell gleichwertigen Hauptformen von Interleukin-1,
welche von unterschiedlichen Genen codiert werden. Die Hauptmenge des sezernierten
Interleukins ist IL-13. Beide Proteine zeigen nur einen geringen Grad an Homologie. Sie
werden aus einem Vorlauferprotein durch proteolytische Spaltung vor und nach der
Sekretion gebildet. IL-1 wird hauptsachlich von aktivierten Makrophagen, Monozyten
und peripheren Neutrophilen gebildet. In geringeren Mengen erfolgt die Sezernierung
unter anderem auch von Endothel-Zellen, Fibroblasten, Osteoklasten, Astrozyten,
Mikroglia, T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen. Die Konzentration von IL-1 in der
Zerebrospinalflissigkeit beruht einerseits auf der lokalen Synthese und andererseits auf
dem direkten Transport durch die Blut-Hirn-Schranke und der Fahigkeit aktivierter T-
Lymphozyten, diese Schranke zu passieren. Die Synthese von IL-1 kann durch
natlrlich vorkommende Inhibitoren kontrolliert werden. IL-1 receptor antagonist (ra)
antagonisiert als kompetitiv wirkender Inhibitor die Wirkung von IL-1. IL-1ra wird von
den gleichen Zellen sezerniert, die auch IL-1 exprimieren. Lipoproteine, Lipide und a,-
Macroglobulin hemmen ebenfalls die IL-1 Synthese (Ibelgaufts 1992; diGiovine et al.
1990; Dinarello 1991).

Zur Bindung von IL-1 existieren zwei Hauptformen von Rezeptoren. Das als Typ I-
Rezeptor bezeichnete Rezeptorprotein wird hauptsachlich auf T-Zellen und Zellen
mesenchymaler Herkunft exprimiert und bindet mit gleicher Affinitat IL-1a und IL-1pB.
Das Typ Il-Rezeptorprotein wird hauptsachlich auf B-Zellen und Zellen der
myelomonozytaren Zellreihe exprimiert. Im ZNS gibt es spezifische IL-1-Rezeptoren mit
einer hoheren Affinitat zu IL-18 als zu IL-1a. Die Rezeptoren werden in
unterschiedlicher Dichte auf unterschiedlichen Zelltypen gefunden und steigen nach
Stimulierung mit IL-1 an (Ibelgaufts 1992; diGiovine et al. 1990; Dinarello 1991).
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IL-1 wirkt in vielfaltiger Weise sowohl lokal als auch systemisch. Die Produktion wird
durch verschiedene andere Zytokine, bakterielle Endotoxine, Viren, Mitogene und
Antigene angeregt. In erster Linie stimuliert IL-1 T-Helfer-Zellen zur Produktion und
Sekretion von Interleukin-2 und IFN-y sowie die Expression von IL-2-Rezeptoren. IL-2
wiederum ist ein essentieller Proliferationsfaktor fur T-Zellen und B-Zellen und spielt
ebenfalls eine Rolle bei der Tumoruberwachung. Weiterhin stimuliert IL-2 in peripheren
Leukozyten die Synthese von IFN-y und induziert selbst die Sekretion von IL-1 und
Tumornekrosefaktoren. In klinischen Versuchen zeigte sich eine signifikante Antitumor-
Aktivitat bei verschiedenen Tumorzelltypen. IL-1 wirkt direkt auf B-Zellen, indem es die
Proliferation und Immunglobulinproduktion fordert. Es stimuliert auflerdem die
Proliferation und  Aktivierung von NK-Zellen und Fibroblasten (lbelgaufts 1992;
diGiovine et al. 1990; Dinarello 1991).

IL-1 wirkt antiproliferativ auf verschiedene Tumorzelltypen. Es unterstutzt die durch
Monozyten vermittelte Tumorzytotoxizitat und induziert die Tumorregression.
Zusammen mit anderen Zytokinen ist IL-1 an der Entzindungsreaktion beteiligt, unter
anderem durch eine Steigerung der Sekretion inflammatorischer Proteine. Aulierdem
wirkt IL-1 stark chemotaktisch auf Leukozyten. Weiterhin wirkt IL-1 auf die Akute-Phase-
Reaktion ein (Ibelgaufts 1992; diGiovine et al. 1990; Dinarello 1991).



15

Fibroblasten
Endothelzellen

—pp Fibrogenese

Angiogenese
Adhasion

> NK-Zellen

Proliferation

T-Zellen
e Proliferation

Makrophagen/ Differenzierung
: Monozyten B-Zellen
oo | | Neutrophl —
V??')élr?e —»  T.zelen —>| IL-1B Monozyten’
anigene | | Actrosyton g T
Mlkrog“a Astrozyten

— Mikroglia

Proliferation

ZNS
_’ Fieber
Hormonprodukton
(ACTH)
— Leber

Akute Phase Proteine

Abbildung 2 Wirkung von IL-1B. IL-1B beeinflusst zahlreiche Zellen und foérdert insbesondere die
Aktivierung und Proliferation von Immunzellen. Es wird als Antwort auf Antigene, Traumen oder

Infektionen von unterschiedlichen Zelltypen gebildet.

Zentral beeinflusst IL-1 die Freisetzung einer Reihe von Hormonen. Es wirkt als
endogenes Pyrogen und erzeugt Fieber und stimuliert ebenso wie IL-6 die Synthese
von Adrenokortikotropen Hormon (ACTH) im Hypophysenvorderlappen. ACTH regt in
der Nebennierenrinde die Synthese von Glukokortikoiden, Mineralkortikoiden und
Sexualhormonen an. Die so gebildeten Glukokortikoide inhibieren als negative
Ruckkopplung die Produktion von IL-1 und IL-6. Astrozyten proliferieren in Gegenwart

von IL-1 und produzieren wiederum IL-3, das als Wachstumsfaktor fir Mikroglia und



16

peritoneale Makrophagen fungiert (Ibelgaufts 1992; diGiovine et al. 1990; Dinarello
1991) (Abbildung 2).

1.4.2 Interferon-y

Bei den Interferonen (IFN) handelt es sich um eine heterogene Gruppe von Proteinen
mit zum Teil ahnlichen biologischen Aktivitaten, die sich in vielen physiko- und
immunchemischen Eigenschaften voneinander unterscheiden. Man unterscheidet drei
Hauptklassen der humanen Interferone, die als IFN-a, IFN-B und IFN-y bezeichnet
werden. Vom naturlich vorkommenden IFN-y gibt es mindestens sechs in ihren
Strukturen verschiedene Varianten. Eine Homologie zu den beiden anderen
Interferonen IFN-a und IFN-B besteht nicht. IFN-y wird hauptsachlich nach Aktivierung
durch Antigene, Mitogene oder Alloantigene von T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen
synthetisiert. Sowohl CD4+ als auch CD8+ Lymphozyten produzieren IFN-y. IL-2
induziert ebenfalls die Synthese von IFN-y (Ibelgaufts 1992; Vilcek et al. 1985; Gattoni
et al. 2006).

Fur IFN-y existieren eine Reihe von Rezeptoren unterschiedlicher Molmassen, die auf
fast allen humanen Zelltypen mit Ausnahme von reifen Erythrozyten gefunden wurden.
Nach der Bindung von IFN-y an seinen Rezeptor kommt es zur raschen Internalisierung
der IFN-y-Rezeptor-Komplexe durch Endozytose (lbelgaufts 1992; Vilcek et al. 1985;
Gattoni et al. 20006).

IFN-y wirkt hauptsachlich als immunmodulatorisches Zytokin im Gegensatz zu den
anderen Interferonen, die hauptsachlich antivirale Eigenschaften aufweisen. Es zeigt
aber auch antivirale und antiparasitare Aktivitat und wirkt antimitotisch bzw.
antiproliferativ auf naturliche und transformierte Zellen. IFN-y synergisiert mit den
Tumornekrosefaktoren in der proliferationshemmenden Wirkung auf verschiedene
Zelltypen. Diese ist starker ausgepragt als bei den anderen Interferonen. In T-Helfer-
Zellen induziert IL-2 die Synthese von IFN-y und weiterer Zytokine. IFN-y wirkt
synergistisch mit IL-1 und IL-2 zusammen und scheint ebenfalls notwendig zu sein fur
die Expression von IL-2-Rezeptoren auf der Zelloberflache von T-Lymphozyten. Eine
Hemmung des IL-2-Rezeptors inhibiert ebenfalls die Synthese von IFN-y. Auf diese

Weise beeinflusst IFN-y die zellvermittelte Zytotoxizitat. IFN-y reguliert auRer der



17

Expression von MHC-Klasse |-Genen auch die von MHC-Klasse [I-Genen und ist das

einzige Interferon, das die Expression dieser Proteine stimuliert. Ebenfalls stimuliert es

stark die Expression des Zelloberflachenproteins CD4 in T-Helfer-Zellen. IFN-y induziert

in Monozyten und Makrophagen die Sekretion des Tumornekrosefaktors-alpha (TNF-a)

sowie die Transkription der fur koloniestimulierende Faktoren kodierenden Gene. Die

Transkription einiger Gene wird spezifisch durch IFN-y induziert (Ibelgaufts 1992; Vilcek
et al. 1985; Gattoni et al. 2006) (Abbildung 3).
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Abbildung 3 Wirkung von INF-y. INF-y wirkt immunmodulatorisch auf zahlreiche Zelltypen. Zusatzlich

wirkt es antiproliferativ, z. B. auf transformierte Zellen. Es wird nach Aktivierung durch Antigene,

Infektionen oder Traumen insbesondere von Lymphozyten gebildet.




18

1.5 Zytokine in der Glioblastombehandlung

Die Therapie maligner Gliome erweist sich bisher als auflerst schwierig. Trotz
aggressiver Therapien mittels operativer Eingriffe, Radiotherapie und Chemotherapie
liegt die mittlere Uberlebenszeit von Glioblastompatienten nach Diagnosestellung unter
einem Jahr (Castro et al. 2003). Bisherige Ausfuhrungen der Glioblastomtherapie,
welche auf Immuntherapie und biologischen Modifizierungen beruhten, konnten letztlich
kaum signifikante Effekte demonstrieren (Marras et al. 2003). Dennoch zeigt sich die
Anwendung biologischer Methoden, insbesondere die der Immuntherapie zur
Behandlung von Glioblastomen als Erfolg versprechend und zukunftsweisend (Fine
1995). Verschiedene Studien zeigten in den letzten Jahren, dass proinflammatorische

Zytokine fahig sind, eine Antitumor-Immunantwort im Tiermodell hervorzurufen.

Die systemische Gabe von Zytokinen flhrte in in vivo Studien zu ernsten
Nebenwirkungen, jedoch nur zu geringen Konzentrationen innerhalb des Tumors.
Letzteres ist unter anderem durch die Blockade der Blut-Hirn-Schranke zu erklaren.
Verbessert werden konnten die Ergebnisse Uber eine direkte intrakranielle Gabe von
Immuntherapeutika. Doch auch die Diffusion insbesondere von
hochmolekulargewichtigen Komponenten ist im Hirnparenchym stark verlangsamt,
wodurch die Effektivitat therapeutischer Gaben gemindert wird. Die Konzentration
konnte jedoch durch kontinuierliche Applikation, wie im Rahmen der convection-

enhanced delivery maglich, deutlich gesteigert werden (Bobo et al. 1994).

Unter TNF-a, IL-2 und IFN-y kam es zunachst zu einer Verringerung des
Tumorwachstums. TNF-a stimuliert die Proliferation von T-Zellen sowie die Aktivierung
von Granulozyten und NK-Zellen. Die Sekretion von anderen Zytokinen, wie
beispielsweise IL-2, IL-6 und IL-1B wurde gesteigert (Romanczuk et al. 1999). IL-2 und
INF-y fuhrten jeweils zu einer Immunzellgesteuerten Antitumorantwort, welche zu einer
Verringerung des Tumorwachstums filhrte. Die Uberlebenszeit konnte jedoch kaum
verlangert werden, was auf die toxischen Effekte zurickgefihrt wurde (Tjuvajev et al.
1995). Zusatzlich zeigte IFN-y einen deutlichen antiproliferativen Effekt — auf
Glioblastomzelllinien in vitro (Kominsky et al. 1998). Die Kombination von IFN-y und IL-

7 konnte ebenso die Glioblastomzellproliferation in vivo hemmen (Visse et al. 1999).
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Schliefllich konnte in einem Rattengliommodell nach retroviraler intrakranieller
Einbringung von IFN-y cDNA eine Tumorregression erreicht werden (Saleh et al. 2000).
Mehrere Studien zeigten auch unter Gabe von IL-4 eine Tumorregression (Puri 1999;
Kawakami et al. 2003).

Frihere Studien konnten zeigen, dass unter kontinuierlicher Infusion von IL-1B ins
Gehirn eine lokale inflammatorische Immunantwort bei Ratten hervorgerufen werden
konnte. Die Infusion von IL-1B ins Rattenhirn fUhrte zu einer Hochregulation der
Ausbildung von Adhesionsmolekilen und Chemokinen in Astrozyten, Mikroglia und
Endothelzellen. So wurde unter anderem die Extravasation von Blutimmunzellen ins
ZNS ermaglicht. (Schoning et al. 2002).

1.6 Problemstellung

Trotz  umfangreicher  Studien im Rahmen  der immuntherapeutischen
Glioblastomtherapie konnten noch keine herausragenden signifikanten Effekte
demonstriert werden. Noch gibt es viele unerforschte und unbekannte Aspekte im
Rahmen der Tumorimmunantwort. Insbesondere die immunologischen Vorgange im

ZNS lassen zahlreiche Fragen offen.

Um die Rolle von IL-1B und IFN-y im Rahmen der Tumorimmunologie zu studieren

wurde in dieser Arbeit ein Rattengliommodell zur lokalen Zytokinapplikation etabliert.

Tumorzelllinien wurden bereits in den 60er Jahren chemisch induziert. Mittels lokaler
Gabe von karzinogenen Stoffen wie N-nitrosoureas (NNU), N-methylnitrosourea
(NNMU) oder N-ehtylnitrosourea (ENU) wurden ZNS-Tumoren in Nagern hervorgerufen
(Druckrey et al. 1968; Schmidek et al. 1971). Bei schwangeren Ratten konnte der

Tumor im kompletten Wurf erzeugt werden (Koestner et al. 1971).

Die fetale transplazentare Gabe von ENU bei CD Fischerratten generierte das F98
Gliom. Die Glioblastomzelllinie F98 ist nur schwach immunogen in einem
synergistischen Wirt. Als anaplastischer Tumor ahnelt er sehr den Eigenschaften und

dem Charakter des humanen Glioblastoms. Aus diesen Griinden eignet sich die F98
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Tumorzelllinie besonders gut zur Gliomtherapieforschung, weshalb wir sie in unserem

Studienansatz im Fischerrattenmodell nutzten.

Den Versuchsaufbau zur Tumorzellimplantation glichen wir den Erfahrungen friherer
Studien an, in denen bereits erfolgreich ZNS-Tumoren im Rattenmodell mit

Fischerratten generiert wurden (Fathallah-Shaykh et al. 1998).

Die lokale Gabe von IL-1B8, INF-y im Vergleich zu Vehikelldsung in das

Tumorparenchym sollte insbesondere folgende Fragen beantworten:
* In welchem Rahmen findet nach Zytokingabe eine Immunantwort statt?
* Wie unterscheiden sich die Immunzelleinwanderungen quantitativ und qualitativ?
* Wird eine Tumorregression nach Zytokingabe erreicht?
» Wird eine Verlangerung der Lebenserwartung durch die Therapie erreicht?

Mittels  convection enhanced delivery (CED) sollte die intratumorale
Zytokinkonzentration Uber mehrere Tage konstant gehalten werden. Durch die zentrale
lokale Gabe sollten systemische Nebeneffekte minimiert werden. Die
Minipumpenimplantation und Zytokinapplikation wurde nach den Erfahrungen bisheriger
Studien durchgefuhrt (Schoning et al. 1999; Schoning et al. 2002; Elepfandt et al.
2002).

Nach Zytokininfusion wurden die Zellinfiltrate immunhistologisch am Hirngefrierschnitt
untersucht und ausgezahlt. Die Groflenbestimmung des Tumors erfolgte mittels
Magnetresonanztomographie (MRT). Die Ergebnisse der mit IL-1B8, IFN-y oder

Vehikelldsung behandelten Tiere wurden analysiert und statistisch ausgewertet.
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2 Methodik

2.1 Versuchsplan

Es fand zunachst eine Versuchsreihe | zur Qualifizierung und Quantifizierung der
eingewanderten Immunzellen im intrazerebralen Tumor bei 21 Ratten statt. Den Tieren
wurde 8 Tage nach Tumorzellinjektion Interleukin-1B, Interferon-y oder Vehikelldsung
intrazerebral in den Tumor Uber 48 Stunden infundiert. Nur Vehikellésung erhielten 7
Tiere, 8 Tieren wurde recombinantes Ratten (rr) IL-1B infundiert und 6 Tiere erhielten rr
IFN-y. Im Anschluss wurden die Tiere getdtet, die Gehirne entnommen und diese
mittels flissigem Stickstoff gefroren (Abbildung 4). Nach Anfertigung von
Gefrierschnitten wurde eine Immunhistologie zum Nachweis von eingewanderten
Makrophagen, B- und T-Zellen, sowie Granulozyten durchgefuhrt. Auf3erdem wurde
anhand der Schnitte die Tumorgrdfde bestimmt und gepruft, ob der Tumor nach
Interleukin- bzw. Interferongabe eine geringere Grole aufwies als nach der Gabe von

Vehikelldsung.
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Abbildung 4 Zeitlinie zur Versuchsreihe |

Als Versuchsreihe Il wurde mit 17 Ratten eine Uberlebensstudie durchgefiihrt. Vor und

nach Gabe von Vehikelldésung bei 8 Tieren bzw. von rr IL-13 bei 9 Tieren wurde die
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TumorgroRe mittels MRT bestimmt (Abbildung 5). Ab der Pumpenimplantation, also ab

dem Beginn der Behandlung, wurden die Lebenstage gezahilt.
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Abbildung 5 Zeitlinie zur Versuchsreihe I

2.2 Versuchstiere

Es wurden mannliche Fischerratten vom Stamm F344 (Lieferant: Harlan Winkelmann,
Borchen) verwendet, die zu Beginn der Versuche ein Gewicht von 180 — 200 g

aufwiesen. Die Versuche wurden durch den Senat von Berlin genehmigt.

2.3 Tumorzellen
2.3.1 Tumorzelllinie

Als Zelllinie wurde die Glioblastomtumorzelllinie F98 (ein grof3zuigiges Geschenk von H.
Kettemann, MDC, Berlin) verwendet. Die Zellen wurden mit 5 ml DMEM-Medium mit
Zusatzen (Dulbecco’s Mod Eagle Medium, GIBCO™) in Zellkulturflaschen (50 ml,
FALCON®) im Brutschrank kultiviert. Mediumwechsel und Zellpassagen fanden
regelmalig statt.
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2.3.2 Herstellung der Zelllésung

Agarose (Type VII, SIGMA A-9045) wurde in der 100-fachen Menge DMEM-Medium bei
ca. 60 °C gelost und bei mindestens 37 °C im Wasserbad in flussigem Zustand

gehalten.

Um die Tumorzellen vom Boden der Kulturflasche zu I6sen, wurde die Mediumlésung
abpipettiert und den Zellen 2 ml Trypsin (Trypsin EDTA 1x in HBSS w/o
CAMGW/EDTA.4ANA) beigefugt. Nach Ablosung wurde 5 ml DMEM-Medium mit
Zusatzen zugegeben. Das enthaltene Kalberserum stoppt die Trypsinreaktion. Das
Medium mit Zellen wurde bei 900 Umdrehungen bei 4 °C wahrend 10 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und die Zellen in 1 ml DMEM-Medium
mit Zusatzen gelOst.

Nach Zellzdhlung wurde die Zellsuspension erneut bei 900 Umdrehungen bei 4 °C

wahrend 10 Minuten zentrifugiert und anschlieRend der Uberstand abpipettiert.

Das Zell-Pellet wurde so mit der Agaroselosung vermischt, dass pro Milliliter
Agaroseldsung 107 Zellen enthalten waren. Die Zellldsung konnte bei 37 °C maximal

180 Minuten zur Implantation im flussigem Zustand aufbewahrt werden.
2.3.3 Zahlung der Tumorzellen

Zur Zellzahlung wurde eine Zahlkammer (0,0025 m?, Neubauer, Supe/Rior) verwendet.
Die erstellte L6sung wurde mit Trypan blue solution (0,4 %ig) im Verhaltnis 1:10 gefarbt
und in der Kammer in 4 x 4 Feldern ausgezahlt. Die Menge der Zellen pro ml Losung
ergab sich aus dem Kammerwert x 10°. (Denn die KammergréRe betrug 1 mm? x 0,1
mm = 0,1 mm?® = 0,1 pl. Daraus folgt: 1/ 0,1 yl = 10 / yl = 10000 / ml = 10* / ml. Bei

voriger Verdiinnung 1:10 ergeben sich 10° pro ml Medium.)
2.3.4 Tumorzellinjektion

Die Tiere wurden drei Minuten mit einem Isoflurangemisch (FORENE® zu 5 %, N.O 11/
min, O, 11 / min) inhalativ voranasthesiert und wahrend der Operation in
Inhalationsnarkose (FORENE® zu 0,2 %, N,O 0,5 / min, O, 0,51 / min) gehalten. Zur
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Operation wurden die Tiere in einem Stereotaxierahmen (STOELTING) fixiert. Nach
Rasur der Haare im Bereich des Schadeldachs wurde ein sagitaler Hautschnitt
durchgefuhrt und Sagitalnaht und Bregma dargestellt. Mit dem Bregma als Bezugspunkt
wurden die Koordinaten fir das Bohrloch drei Millimeter links des Bregmas festgelegt.
Unter Kidhlung mit Natriumchloridlosung 0,9%ig fand die Bohrung (PROXXON Minimot
40) durch die Kalotte statt.

Pro Tier wurden mindestens 5 pyl Tumorzelllésung in einer Hamiltonspritze aufgezogen
und auf Raumtemperatur abgeklhlt. Zur Injektion wurde die Hamiltonspritze am
Stereotaxierahmen fixiert und die Kanulenspitze genau 3 mm links des Bregmas und
auf 6,5 mm Tiefe mit Bezug auf die Hirnhaut eingestellt. Die Koordinaten wurden
anhand des Rattenhirnatlasses von PAXINOS & WATSON (1986) bestimmt (Abbildung

6). So konnte eine Injektion ohne Verletzung des linken Ventrikels garantiert werden.
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Abbildung 6 Rattenhirnquerschnitt nach Paxinos & Watson (2005). Dargestellt ist ein Querschnitt auf

Hoéhe des Bregmas mit Erfassung der einzelnen Hirnareale in stereotaktischen Koordinaten. Die zur
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Tumorimplantation gewahlten Koordinaten liegen 3mm links des Bregmas in 6,5mm Tiefe im linken

Nucleus caudatus. (CPu = caudate putamen (striatum)) (Paxinos und Watson 2005).

Genau 5 pl der Zelllésung wurden langsam in ca. 10 Sekunden in den linken nucleus
caudatus injiziert. Nach Entfernen der Kanlle wurde die Schadeldecke mit
Knochenwachs (ETHICON®) verschlossen und die Wunde mit einer fortlaufenden Naht

versorgt.
2.4 MRT-Aufnahmen

Eine bildgebende Darstellung des Hirntumors erfolgte im Rahmen der Uberlebensstudie
am siebten Tag nach Tumorzellinjektion und nochmals 48 Stunden nach Zytokin- bzw.
Vehikelinfusion mittels Magnetresonanztomographie-Aufnahmen. Die Pumpensysteme
mussten zuvor operativ entfernt werden. Die MRT-Aufnahmen fanden in der
radiologischen Abteilung des Virchow-Klinikums mit der freundlichen Unterstlutzung von
Frau Gusjal Warschewske an einem 1.5T MR-System (Gyroscan NT Intera, Philips,
Niederlande) statt. Die Ratten wurden erneut in eine Isofluranmischnarkose gelegt und
eine kleine zirkulare Spule wurde auf dem Schadel platziert. Nach intravenéser Gabe
von Kontrastmittel (Gadolinium) Uber die Rattenschwanzvene wurden T1 gewichtete
Serien (TR 250, TE 14) aufgenommen.

2.5 Zytokininfusion

2.5.1 Pumpensysteme

Verwendet wurden osmotische Minipumpen (Microosmoticoump Model 1003D, alzet®),
die mit einer Kanule versehen und uUber einen 1,5 cm langen Katheterschlauch (beides
Brain infusion Kit Il, alzet®) mit 8 mm Pumpenkdpfen (Brain infusion Cannulae, Bilaney

Consultants GmbH) verbunden waren.

Die Minipumpen bestehen aus drei konzentrisch angeordneten Schichten. Im Inneren
befindet sich das Reservoir fur die einzuflllende Zytokin- bzw. Vehikelldsung. Durch
eine impermeable Membran abgetrennt, umgibt eine Hdulle gefullt mit der
hochkonzentrierten Kochsalzlosung das Reservoir. Von der Umgebung ist die Pumpe

durch eine semipermeable Membran abgegrenzt. Durch die Differenz des osmotischen
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Druckes des Implantationsortes und der Kochsalzlosung gelangt Wasser entlang des
osmotischen Gradienten aus der Umgebung durch die semipermeable Membran in die
Hulle. Daraus resultiert die Kompression des flexiblen Reservoirs und die zuvor
eingefillte Zytokin- bzw. Vehikelldsung wurde in einer konstanten Flieirate aus der
Pumpe gedruckt. Die Pumpensysteme wurden mindestens 12 Stunden vor der
Implantation angefertigt, sterilisiert, befullt und bei 37 °C kultiviert. So konnte eine

sofortige Infusion nach Implantation garantiert werden.
2.5.2 Pumpenfiillung

Pro Pumpe wurden 100 ul Lésung verwendet.

2.5.2.1 Vehikellosung

Die Vehikelldsung bestand aus einem Gemisch von 0,9%iger Natrium-Chlorid-Losung
und Albumin 20%ig (humane Albuminlosung 20 NDS N, DRK-Blutspendedienst,
Springe) im Verhaltnis 3:1.

2.5.2.2 rriL-1B8

rr IL-18 (recombinant rat, 501-RL, RD Systems, Minneapolis) und Vehikelldsung

wurden im Verhaltnis 1:100 gemischt.
2.5.2.3 rrIFN-y

rr IFN-y (recombinant rat, 585-IF, RD Systems, Minneapolis) und Vehikellésung wurden

im Verhaltnis 1:100 gemischt.
2.5.3 Pumpenimplantation

Die Pumpenimplantation erfolgte bei den Tieren am achten Tag nach Tumorzellinjektion
erneut in Inhalationsnarkose mit Isoflurangemisch im Stereotaxierahmen. Nach
Auftrennung der alten Wundnaht wurden Bregma, Sagitalnaht und Bohrloch dargestellt.
Die Minipumpe wurde in einer subkutanen Tasche zwischen den Schulterblattern
platziert. Unter Fixation des Pumpenkopfes in einer Zange am Stereotaxierahmen

wurde dessen Kanule 3 mm links des Bregmas senkrecht im Gehirn implantiert. Die
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Kanulenspitze endetet 6,5 mm tief unter der Hirnhaut am Injektionsort der Tumorzellen.
Der Pumpenkopf wurde mit Kleber (LOCTITE 454, Prism, Surface Insensitive Gel,
Instant adhesive, Bilaney Consult. GmbH) am Schadelknochen fixiert. Anschliel3end

wurde die Wunde vorsichtig mit einer fortlaufenden Naht versorgt.
2.5.4 Pumpenentnahme in der Uberlebensstudie

Da in der Uberlebensstudie nach der Infusion erneut MRT-Aufnahmen stattfanden,
musste das metallhaltige Pumpensystem zuvor entfernt werden. Die Tiere wurden
hierzu erneut narkotisiert, die Naht wurde erdffnet, die Pumpe behutsam entfernt und

die Wunde wieder mit einer fortlaufenden Naht verschlossen.
2.6 Gehirnentnahme

Die Ratten der ersten Versuchsreihe wurden 48 Stunden nach Beginn der Zytokin- bzw.
der Vehikelinfusion in Inhalationsanasthesie mit Isofluran getdtet. Die Tiere der zweiten
Versuchsreihe — der Uberlebensstudie — wurden erst getotet, wenn ihr vitaler Zustand
sich zusehends verschlechterte. Nach einem medianen Bauchschnitt wurde die Aorta
aufgesucht und durchtrennt. So konnte eine Ausblutung erreicht werden. Nach Eintritt
des Todes konnte die Narkosezufuhr gestoppt werden. Die Schadeldecke wurde
entfernt und das Gehirn unter Abtrennung der Hirnnerven und des Rickenmarks
vorsichtig entnommen. Nach Abtrennung des nicht bendtigten Kleinhirns wurde das
Gehirn sofort in — 20 °C kaltes Isopentan (Riedel-de Haen®) gegeben und in flussigem

Stickstoff gefroren. Bis zur Weiterverarbeitung wurden die Gehirne bei — 34 °C gelagert.
2.7 Gefrierschnitte

Die Gehirne wurden im Cryostat (Microm HM 500 OM, Heidelberg) in Tissue Freezing
Medium™ (JUNG) eingebettet und bei — 20 °C Cryostattemperatur und — 15 °C
Objekttemperatur geschnitten. Im Bereich des Stichkanals wurden Schnitte mit einer
Dicke von 7 pym angefertigt und auf Objekttrager (Super Frost® Plus, Menzel Glaser)
gegeben. Die Schnitte wurden luftgetrocknet und nach Fixation in Aceton fir 5 Minuten

bei — 80 °C bis zur Weiterverarbeitung tiefgefroren.
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2.8 Immunhistologie

2.8.1 Primarantikorper
2.8.1.1 Maus-Anti-Ratte ED1 (ED1)

Bei dem Mausantikorper ED1 (MCA341R, Serotec) handelt es sich um gereinigte IgG1.
Der Antikérper wurde von mit Rattenmilzzellen immunisierten BALB/c-Mausen, die mit
Zellen der SP2/0-Ag14 Mausmyelomzelllinie fusioniert wurden, gewonnen. ED1 erkennt
ein Einzelketten-Glykoprotein von 90 — 100 kD, welches hauptsachlich auf der
Lysosomenmembran myeloider Zellen und in geringer Form auch auf der Zelloberflache
exprimiert wird. Das Antigen wird von der Mehrzahl der Gewebsmakrophagen und in
geringerer Menge auch von peripheren Blutgranulozyten exprimiert (Abbildung 7)
(Damoiseaux et al. 1994).

Abbildung 7 Farbebeispiel mit dem Antikérper ED1. Markierung von antigenprasentierenden Zellen im
Hirnparenchym (400fache Aufnahmevergréf3erung).
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2.8.1.2 Maus-Anti-Ratte Granulozyten und erythroide Zellen (HIS48)

HIS48 ist auch bekannt als 87.8C10 (MCA967, Serotec). Es handelt sich um IgM der
Maus aus PVG Rattenmilzzellldsung, welches mit Granulozyten und erythroiden Zellen
reagiert (Abbildung 8) (Kampinga et al. 1990).

Abbildung 8 Farbebeispiel mit dem Antikdrper HIS48. Markierung von antigenprasentierenden Zellen im
Hirnparenchym (400fache AufnahmevergréRerung).
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2.8.1.3 Maus-Anti-la (Maus/Ratte) (MRC OX-6)

Bei dem monoklonalen Antikdrper MRC OX-6 (MCA46G, Serotec) handelt es sich um
gereinigte IgG1. Der Antikérper wurde durch Fusion mit Milzzellen mit Glykoproteinen
der Rattenthymozytenmembran von immunisierten BALB/c-Mausen und Zellen der NS-
1 Mausmyelomzelllinie gewonnen. Er reagiert mit einer monomorphen Determinante
des Ratten-la Antigens, welches von B-Lymphozyten, dendritischen Zellen und einigen
Makrophagen, Monozyten und Endothelzellen exprimiert wird (Abbildung 9). Das
Ratten-la Antigen entspricht dem MHC-Klasse-Il Antigen, welches einen Komplex mit
fremden Proteinstrukturen auf der Zelloberflache bildet. Dieses Antigen dient als Ligand
fur den T-Zell-Rezeptor, der nach der T-Zell-Aktivierung exprimiert wird. Es wird eine

antigenspezifische Immunreaktion initiiert (McMaster et al. 1979).

Abbildung 9 Farbebeispiel mit dem Antikérper OX-6. Markierung von antigenprasentierenden Zellen im

Hirnparenchym (200fache AufnahmevergréRerung).
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2.8.1.4 Maus-Anti-Ratte CD4 (IgG) (W3/25)

Bei dem Antikdrper W3/25 (MCAS55R, Serotec) handelt es sich um gereinigte 1gG. Er
wurde aus der Membran von Rattenthymozyten durch Fusion mit Milzzellen von
immunisierten BALB/c-Mausen, die mit Zellen der NS-1 Mausmyelomzelllinie fusioniert
wurden, gewonnen. W3/25 bindet an das Ratten-CD4-Zelloberflachen-Glykoprotein, ein
55 kD-Molekul, welches von T-Helfer-Zellen, Thymozyten und Makrophagen exprimiert
wird (Abbildung 10) (Whiteland et al. 1995).

Abbildung 10 Farbebeispiel mit dem Antikérper W3/25. Markierung von antigenprasentierenden Zellen
im Hirnparenchym (200fache AufnahmevergréRerung).
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2.8.1.5 Maus-Anti-Ratte CD8 (MRC OX-8)

Bei MRC OX-8 (MCA48R, Serotec) handelt es sich um gereinigte 1gG. Der Antikorper
wurde durch Fusion von Glykoproteinen der Thymozytenmembran mit Milzzellen von
immunisierten BALB/c-Mausen, die mit Zellen der NS-1 Mausyelomzelllinie fusioniert
wurden, gewonnen. MRC OX-8 erkennt das Ratten-CD8-Zelloberflachenantigen,
welches von T-Lymphozyten, den meisten Thymozyten und den meisten NK-Zellen
exprimiert wird (Abbildung 11) (Whiteland et al. 1995).

Abbildung 11 Farbebeispiel mit dem Antikérper OX-8. Markierung von antigenprasentierenden Zellen im
Hirnparenchym (200fache Aufnahmevergréf3erung).

2.8.2 Sekundarantikorper (Vektor)

Als Sekundarantikérper diente ein affinitatsgereinigter biotinylierter Anti-Maus IgG vom
Pferd (Biotinylated Anti-Mouse IgG (H+L), BA-2001, Vector Laboratories, Linaris,
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Wertheim). Zur Stabilisierung wird dem Antikorper zur Immunhistologie Rinderserum
beigefugt. Dieser Brickenantikorper verbindet so den Maus-Primarantikorper mit dem

Avidin der AB-Komplexe.
2.8.3 Blocklosung

Die Lésung dient zur Blockierung der unspezifischen Bindungen. Sie besteht aus TBS-
Tween, 1 % hochgradig gereinigtem Rinderserumalbumin (Bovin Serum Albumin (BSA),
SP-5050, Vector Laboratories, Linaris, Wertheim) und 5 % hitzebehandeltem

Pferdeserum (Normal Horse Serum, S-2000, Vector Laboratories, Linaris, Wertheim).
2.8.4 Avidin-Biotin-Komplex (ABC)

Der AB-Komplex (ABComplex/HRP, K 0355, DAKO, Glostrup, Danemark) besteht aus
einer Reagenz A — Avidin, einem Glykoprotein aus Vogeleiern, das vier Biotinmolekile
mit hoher Affinitdt binden kann und somit an den biotinylierten Sekundarantikérper
bindet, sowie einer Reagenz B — biotinylierter Meerrettichperoxidase. Diese Peroxidase
reagiert mit dem AEC-Substratsystem (AEC+ Large Volume High Sensitivity Substrate-
Chromogen System, DAKO, Glostrup, Danemark).

2.8.5 Stammldsungen und Puffer
2.8.5.1 Stammlosung 1

Diese ist ein 0,5-molarer Tris-HCI-Puffer mit einem pH-Wert von 7,6. Zur Herstellung
wurden 60,55 g Trishydroxymethylaminomethan (8382, Merck, Darmstadt) in 900 ml
H2Ouest gelost, mit ca. 60ml 25 %iger HCI (Salzsaure) auf einen pH von 7,6 eingestellt

und auf 1,0 | mit H2Oqest aufgefuillt.
2.8.5.2 Stammlosung 2

Diese ist eine 1,5-molare Kochsalzlosung. Zur Herstellung wurden 87,66 ¢

Natriumchlorid mit H,Ogest auf 1,0 | aufgefullt und geldst.
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2.8.5.3 TBS

Diese ist eine 0,05-molare Tris-gepufferte Kochsalzlésung mit einem pH-Wert von 7,6.
Zur Herstellung wurden 100 ml Stammldsung 1 und 100 ml Stammldsung 2 mit H2Ogest

auf 1,0 | aufgeflllt und gemischt. Die Losung wurde bei 4 °C gelagert.
2.8.5.4 TBS-Tween

Diese ist 0,05-molare TBS mit 0,1 % Tween 20 (Merck, Darmstadt) mit einem pH-Wert
von 7,6. Zur Herstellung wurde 1,0 | TBS mit 1,0 ml Tween 20 versetzt und gemischt.

Die Lésung wurde bei 4 °C gelagert.
2.8.5.5 Hamalaun

Zur Herstellung wurden 2,5 g Hamatoxylin (4302, Merck, Darmstadt), 500 mg NalO;
(6525, Merck, Darmstadt) und 125 g KAI(SO4):X12H,0 in 2,5 | H,Ouest geldst. Dann
wurden 125 g Chloralhydrat (Merck) und 2,5 g Citronensaure (244, Merck, Darmstadt)
zugegeben und gut gelost. Vor Gebrauch musste die Losung mindestens vier Wochen

bei Raumtemperatur reifen.

2.8.6 ABC-Farbung fur monoklonale Antikorper mit Vektor-

Sekundarantikorper

Die tiefgefrorenen Schnitte auf ihren Objekttragern wurden zunachst luftgetrocknet,
dann funf Minuten in kaltem Aceton fixiert und wieder luftgetrocknet. Anschliel3end
wurden die Schnitte mit einem Imedge-Pen (ImmEdge™Pen, Vector Laboratories, CA)
umrahmt und zwei mal finf Minuten in TBS-Tween gewaschen. Bei allen aufpipettierten
Losungen wurden pro Schnitt 150 ul verwendet. Alle Inkubationen fanden in einer
feuchten Kammer statt. Es begann die einstindige Inkubation mit Blockldésung, der die
1,5-stiindige Primarantikorperinkubation folgte. Nach Waschen in TBS-Tween flr zwei
mal funf Minuten folgte die Sekundarantikorperinkubation fir eine Stunde. AnschlieRend
wurde funf Minuten in TBS-Tween und funf Minuten in TBS gewaschen und dann 20
Minuten mit H.O.-Block (Fertiglosung von DAKO) inkubiert. Wasserstoffperoxid
blockiert die endogenen Peroxidasen, damit spater spezifisch die Peroxidase des AB-

Komplexes angefarbt wird. Weiter wurde zwei mal finf Minuten in TBS gewaschen und
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anschliellend 30 Minuten mit AB-Komplex verdunnt mit TBS (fur 50 Schnitte 5 ml TBS
und je 1 Tropfen Reagenz A und B) inkubiert. Der Komplex musste bereits 30 Minuten
vor Inkubation angesetzt werden. Es folgte zweimaliges Waschen mit TBS und die
Farbung mit AEC-Fertiglosung (DAKO) flr zwei Minuten. Das AEC-Substratsystem
reagierte mit Peroxidase in einer ziegelroten Farbreaktion (Abbildung 12).

Anschlielend wurde zweimal mit TBS gewaschen und innerhalb von ein bis zwei
Minuten mit Hamalaun gegengefarbt (200 pl pro Schnitt). Danach wurde zweimal in
TBS und zweimal in H2Oq4est gewaschen und schlief3lich die Schnitte in Aquatex (Merck,

Darmstadt) eingebettet und mit Deckglasern (Menzel) abgedeckt.
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Abbildung 12 Schematische Darstellung des Farbekomplexes. Der Mausprimarantikérper bindet sich an
das entsprechende Antigen der Zielzelle. Der anbindene Anti-Maus Sekundarantikdrper verflgt tber eine
Biotinbindung, welche mit Reagenz A und B einen Komplex bildet. Die AEC-Ldsung reagiert mit der
Peroxidase (Reagenz B) in einer ziegelroten Farbung, welche die markierten Zellen gut sichtbar von

anderen Zellen unterscheiden lasst.
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2.9 Zahlung der Immunzellen

Die Zahlung der mit der Immunhistologie angefarbten Zellen erfolgte am Lichtmikroskop
(Olympus BX40) mit 20-facher Vergrofierung (20x/0.40) mittels eines Zahlrasters (10 x
10 Kastchen). Gezahlt wurden die Zellen im Raster an sechs festgelegten Flachen
innerhalb der Tumorflache: im Tumorzentrum, bei vier, bei acht und bei zwalf Uhr, in der
Mitte zwischen zwdIf Uhr und Tumorzentrum und in der Mitte zwischen sechs Uhr und
Tumorzentrum (Abbildung 13). Es wurde jeweils der grofdte Tumorschnitt, welcher sich

im Bereich des Stichkanals befand, genutzt.
2.10 Flachenbestimmung

Die Flache des Tumorschnittes im Stichkanal wurde am PC berechnet (Software:
Jandel Scientific, Sigma Scan 3.0), nachdem die Schnitte am Lichtmikroskop mit einer
speziell angebrachten Digitalkamera (Olympus) fotografiert worden waren. Die MRT-
Aufnahmen wurden gescannt, um die Flachen zu bestimmen. Die grofdte

Tumorschnittflache je Gehirn diente hier als Vergleichsgrole.
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Abbildung 13 Darstellung der zur Immunzellzdhlung definierten Flachen. Innerhalb dieser vorgegebenen

Flachen wurden die durch Farbung markierten Zellen mit Hilfe eines Zahlrasters ausgezahlt.
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3 Ergebnisbeschreibung

3.1 Versuchsreihe |

Bei allen Tieren zeigte sich nach Tumorzellinjektion die Entwicklung eines
Gehirntumors. Um eine exakte Auszahlung der eingewanderten Immunzellen im
Gehirnschnitt gewahrleisten zu kénnen, wurden nur Tiere mit einem gleichmassigen
Tumorwachstum ohne extreme Tumorauslaufer oder zu starker Nekrosenbildung etc. in
die Studienauswertung aufgenommen. Die Tiere wurden nach 48stlindiger Gabe von
Vehikel- oder Zytokinlosung getotet. Bei der Schadelnahter6ffnung wurde insbesondere
darauf geachtet, dass die Pumpenkdpfe einwandfrei gehalten hatten, um eine
kontinuierliche Infusion garantieren zu kdnnen. Tiere bei denen dies nicht der Fall war,
wurden nicht in die Wertung aufgenommen. Ebenso konnten Tiere deren Vigilanz eine

frhere Totung verlangte, nicht in die Studie aufgenommen werden.
3.1.1 Immunzellverifizierung mittels immunhistochemischer Verfahren

Die eingewanderten Immunzellen wurden nach immunhistochemischer Farbung
lichtmikroskopisch bestimmt und im Zahlraster (10 x 10 Kastchen) bei 20facher
VergroRerung ausgezahlt. Die jeweils sechs ausgezahlten Zellzahlen wurden addiert

und als VergleichsgréRen mit den anderen Summen verglichen.

Sowohl bei mit Zytokin- als auch mit Vehikellosung behandelten Tieren fand sich in
allen Gehirnsektionen eine bedeutende Anzahl von infiltrierten inflammatorischen Zellen
im Bereich der Tumoren. Interessanterweise zeigte das Gehirnparenchym aufl}erhalb
der Tumorflache keine Zellinfiltration (Abbildung 14).
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Abbildung 14 Der Rattenhirnschnitt zeigt zahlreiche durch Farbung markierte Immunzellen im Bereich
der Tumorflache. Im Gegensatz dazu wurden keine markierten Zellen im Gehirnparenchym auf3erhalb

des Tumors dargestellt (40fache Aufnahmevergré3erung).
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Abbildung 15 Es zeigt sich eine deutliche Erhéhung der dargestellien markierten Immunzellen im
Tumorrandbereich.

Betrachtete man die Zellverteilung innerhalb der Tumorflache, zeigte sich in den

Randzonen eine hdéhere Zelldichte als in zentralen Bereichen (Abbildung 15 und
Abbildung 16).
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Abbildung 16 Markierte Zellen im Tumorrandbereich (100fache Aufnahmevergrof3erung).
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Die eingewanderten Immunzellen wurden durch die unterschiedlichen Farbungen
mittels Antikdrper differenziert (Abbildung 17). So konnten Unterschiede insbesondere
in der Zahl von eingewanderten Makrophagen, B- und T-Lymphozyten, sowie
Granulozyten ermittelt werden. Die statistische Analyse erfolgte mittels Mann-Whitney-

U-Test zur Differenzierung signifikanter Unterschiede (p<0,05).

Insgesamt fuhrte die Gabe von den proinflammatorischen Zytokinen IL-13 oder IFN-y
zu einer starkeren Immunzellinfiltration als die alleinige Infusion von Vehikelldsung. Die
Menge der insgesamt eingewanderten Immunzellen bei Applikation von IL-13

verglichen mit IFN-y zeigte keine signifikanten Unterschiede.

Antikorper Antigenprasentierende Zelle
ED1 Gewebsmakrophagen
HIS48 Granulozyten, erythroide Zellen
OX-6 B-Lymphozyten, Makrophagen,
dendritische Zellen
W3/25 CD4+ T-Helferzellen, Monozyten
OX-8 CD8+ T-Lymphozyten, NK-Zellen

Abbildung 17 Gegenlberstellung der zur Farbung genutzten Primarantikbrper mit den jeweiligen

reagierenden Antigenprasentierenden Zellen.
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3.1.1.1 IL-1B und IFN-y induzierten starke Einwanderung von Makrophagen und
B-Zellen

Sowohl in den immunhistochemischen Farbungen mit ED1-Antikérper, als auch mit OX-
6-Antikdrper zeigte sich eine hohe Anzahl von gefarbten Zellen innerhalb der
Tumorflache. ED1 — ein IlgG1-Mausantikdrper — erkennt ein Glykoprotein, das in der
Mehrzahl von Makrophagen exprimiert wird (Abbildung 18, Abbildung 19 und Abbildung
20).
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Abbildung 18 Immunzellmarkierung mittels ED1-Farbung. Im Tumorparenchym zeigen sich nach IL-13

Gabe zahlreiche rotmarkierte Zellen (100fache AufnahmevergréRerung).
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Abbildung 19 Immunzellmarkierung mittels ED1 nach INF-y-Gabe. Zahlreiche Darstellung von

rotgefarbten Zellen besonders im Tumorrandbereich (100fache AufnahmevergréRerung).

Abbildung 20 Nur wenige mit ED1 markierte Zellen im Tumorparenchym nach Gabe von Vehikellésung.
Dargestellt sind Zellen insbesondere im Randbereich von Nekrosen und Gefallen (40fache

AufnahmevergréRerung).
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Abbildung 21 Schematisch dargestellt werden die mit ED1 markierten Zellen/mm? anhand ihrer
Medianwerte, sowie dem 25. und 75. Percentii mit Maximum und Minimum als Box-Whisker-Plots.
Statistisch signifikant als *=p<0,05 war der Unterschied zwischen der markierten Zellzahl nach Infusion
von IL-1B und Vehikelldsung. Keine signifikanten Unterschiede gab es nach Gabe von IL-1$ und IFN-y

oder Vehikellésung und IFN-y.
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Auch der Mausantikbérper OX-6 bindet sich neben B-Lymphozyten an
Makrophagen/Monozyten, indem er mit dem von diesen Zellen exprimierten Antigen,
entsprechend dem MHC-Klasse-llI-Antigen, reagiert (Abbildung 22, Abbildung 23 und
Abbildung 24).

Abbildung 22 Immunzellfarbung mittels OX-6 nach IL-13 Gabe (100fache AufnahmevergréfRerung).

Abbildung 23 Typische Farbung der Immunzellen im Tumorparenchym mittels OX-6 nach IFN-y-Gabe

(100fache Aufnahmevergrofierung).
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Abbildung 24 Dargestellt nur sehr wenige mit OX-6 markierte Zellen im Tumorparenchym nach Gabe

von Vehikellésung (100fache AufnahmevergréRerung).
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Abbildung 25 Schematisch dargestellt werden die mit OX-6 markierten Zellen/mm? anhand ihrer
Medianwerte, sowie dem 25. und 75. Percentil mit Maximum und Minimum als Box-Whisker-Plots.
Statistisch signifikant als *=p<0,05 war sowohl der Unterschied zwischen der markierten Zellzahl nach
Infusion von IL-18 und Vehikelldsung, als auch nach Infusion von IFN-y und Vehikelldsung. Keine

signifikanten Unterschiede gab es nach Gabe von IL-1B3 und IFN-y.

Die Behandlung des Tumors mit kontinuierlicher intrakranieller Gabe von IL-13 und IFN-
y fuhrte zu einer statistisch signifikant hoheren Anzahl von Makrophagen und B-
Lymphozyten in der OX-6-Farbung, als bei Ratten nachgewiesen wurde, die nur
Vehikelldésung erhielten. Mittels der ED1-Markierung zeigte sich eine statistisch
signifikante Erhéhung gegenlber Vehikelapplikation nur nach Gabe von IL-1B. Es
wurden sowohl in der ED1-Farbung als auch in der OX-6-Farbung keine signifikanten
Unterschiede zwischen Tieren festgestellt, die IL-1B oder IFN-y infundiert bekamen
(Abbildung 21 und Abbildung 25).
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3.1.1.2 IL-1B und IFN-y induzierten starke Einwanderung von T-Zellen

Mit der immunhistochemischen Farbung mit W3/25-Antikorper sowie mit OX-8-
Antikdrper, konnte ebenfalls eine betrachtliche Anzahl von Zellen markiert werden,
wenn auch weit weniger Zellen positiv reagierten, als mittels ED1 und MRC OX-6. Bei
W3/25 handelt es sich um einen IgG-Antikdrper, der sich an das CD4-Zelloberflachen-
Glykoprotein bindet, welches hauptsachlich von T-Helfer-Zellen exprimiert wird
(Abbildung 26, Abbildung 27 und Abbildung 28).
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Abbildung 26 Immunzellfarbung mittels W3/25 Antikérper im Tumorparenchym nach Infusion von IL-1f3

(400fache Aufnahmevergrofierung).
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Abbildung 27 Typische Farbung Antigenprasentierender Zellen im Tumorparenchym mit W3/25 nach
IFN-y-Gabe (200fache Aufnahmevergrof3erung).

Abbildung 28 Einzelne gefarbte Zelle am Gefallrand nach Markierung mit W3/25 nach Vehikelgabe

(200fache Aufnahmevergrofierung).
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Abbildung 29 Schematisch dargestellt werden die mit W3/25 markierten Zellen/mm? anhand ihrer
Medianwerte, sowie dem 25. und 75. Percentii mit Maximum und Minimum als Box-Whisker-Plots.
Statistisch signifikant als *=p<0,05 war sowohl der Unterschied zwischen der markierten Zellzahl nach
Infusion von IL-1B und Vehikelldsung, als auch nach Infusion von IFN-y und Vehikellosung. Keine

signifikanten Unterschiede gab es nach Gabe von IL-1f3 und IFN-y.

OX-8 ist ein IgG-Antikdrper, der das CD8-Zelloberflachenantigen erkennt, welches in
der Mehrzahl von T-Lymphozyten (T-Suppressor/zytotoxische T-Zellen) und den
meisten NK-Zellen exprimiert wird (Abbildung 30, Abbildung 31 und Abbildung 32).
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Abbildung 30 Zahireich markierte Immunzellen nach Farbung mit OX-8 Antikdrper nach IL-1B-Gabe

(200fache Aufnahmevergrof3erung).

Abbildung 31 Immunzellfarbung mit OX-8 nach IFN-y-Gabe. Besonders zahlreich sind die angefarbten

Zellen im Tumorrandbereich (200fache AufnahmevergréfRerung).
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Abbildung 32 Einige markierte Zellen im Tumorrandbereich nach Farbung mit OX-8 nach Vehikelgabe
(100fache Aufnahmevergrof3erung).
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Abbildung 33 Schematisch dargestellt werden die mit OX-8 markierten Zellen/mm? anhand ihrer
Medianwerte, sowie dem 25. und 75. Percentil mit Maximum und Minimum als Box-Whisker-Plots.

Statistisch signifikant als *=p<0,05 war der Unterschied zwischen der markierten Zellzahl nach Infusion
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von IL-1B und Vehikellésung. Keine signifikanten Unterschiede gab es nach Gabe von IL-18 und IFN-y

oder Vehikellésung und IFN-y.

Die Anzahl der CD8-positiven Zellen war nur nach der Gabe von IL-1 im Vergleich zu
Vehikelldsung statistisch signifikant erhoht, wahrend die CD4-positiven Zellen bei
beiden Behandlungen — sowohl IL-1B als auch IFN-y — gegenuber Vehikelldsung
statistisch signifikant erhéht waren. Wieder konnten sowohl nach Markierung mit OX-8,
als auch mit W3/25 keine signifikanten Unterschiede zwischen der Gabe von IL-1 und
IFN-y ausgemacht werden (Abbildung 29 und Abbildung 33).

3.1.1.3 IL-1B und IFN-y induzierten starke Einwanderung von Granulozyten

Eine grofere Anzahl von in das Tumorgewebe eingewanderten Zellen konnte nach der
Gabe von IL-1B und IFN-y immunhistologisch mittels HIS48 farblich markiert werden.
Bei HIS48 handelt es sich um einen IgM-Antikorper, der in der Mehrzahl mit
Granulozyten reagiert (Abbildung 34, Abbildung 35 und Abbildung 36).

Abbildung 34 Einige mit HIS48 Antikérper markierte Immunzellen nach Gabe von IL-18 (100fache
AufnahmevergréfRerung).
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Abbildung 35 Besonders im Tumorrandbereich mit HIS48 Antikdrper markierte Zellen nach IFN-y-Gabe

(100fache Aufnahmevergrofierung).

Abbildung 36 Wenige markierte Zellen nach HIS48 Farbung nach der Gabe von Vehikellésung
(100fache Aufnahmevergrofierung).
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Abbildung 37 Schematisch dargestellt werden die mit HIS48 markierten Zellen/mm? anhand ihrer
Medianwerte, sowie dem 25. und 75. Percentii mit Maximum und Minimum als Box-Whisker-Plots.
Statistisch signifikant als *=p<0,05 war der Unterschied zwischen der markierten Zellzahl nach Infusion
von IL-1B und Vehikelldsung. Keine signifikanten Unterschiede gab es nach Gabe von IL-1$ und IFN-y

oder Vehikellésung und IFN-y.

Die Anzahl der nach IL-1B3-Gabe eingewanderten Granulozyten war statistisch
signifikant hoher als nach der Infusion von Vehikelldsung. Nach Gabe von IFN-y zeigte
sich keine statistisch signifikante Erhdéhung. Auch hier konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Gabe von IL-1B und IFN-y ausgemacht werden (Abbildung
37).
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3.1.2 Einwirkung der Zytokininfusion auf die Tumorgrofe

Die Tumorflache wurde in den immunhistologischen Schnitten im Bereich des
Stichkanals in mm? berechnet. Leider zeigte sich in keinem der Versuchsfalle eine
vollstandige Tumorregression nach Infusion von Zytokinlosung. Ebenso konnten keine
statistisch signifikant kleineren Tumorflachen nach Gabe von IL-1B oder IFN-y im

Vergleich zu reiner Vehikellésung festgestellt werden.

Interessanterweise zeigte aber ein Vergleich der TumorgrofRe mit der Anzahl der jeweils
eingewanderten Immunzellen eine negative Korrelation in der Korrelationsberechnung
nach Pearson. Eine hohe Anzahl von eingewanderten Immunzellen ging also mit einem
kleineren Tumor einher. Dies galt mit statistischer Signifikanz fir mit ED1-, MRC OX6-,
HIS48- und MRC OX-8-Antikorper positiv markierten Zellen. Die Anzahl der
eingewanderten Makrophagen/Monozyten und B-Zellen, T-Suppressor/zytotoxischen T-
Zellen und Granulozyten korrelierten also invers (Abbildung 38). Keine signifikante
Korrelation wurde zwischen der Anzahl der CD4+ T-Helferzellen in Reaktion mit W3/25
und der Tumorgrolle gefunden. Dass die hohe Anzahl der Immunzellen zu einer

beginnenden Regression des Tumors fuhrte, lasst sich vermuten.
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Abbildung 38 Schematische Darstellung der negativen Korrelation nach Pearson zwischen Tumorgrofie

und eingewanderten markierten Immunzellen.

3.2 Versuchsreihe Il — Uberlebensstudie

Bei den Tieren, die an der Uberlebensstudie teilnahmen, wurden jeweils vor und nach
der Infusion mit Vehikel- bzw. IL-1B-Lésung MRT-Aufnahmen zur Bestimmung der
TumorgrofRe durchgefuhrt. Im Vergleich der jeweiligen Aufnahmereihen wurden die
groften Tumorflachen als mittlere Vergleichsgrof3en betrachtet. Vor der zweiten MRT-
Aufnahme mussten die Pumpensysteme operativ entfernt werden. Auch hier wurde auf
eine vorher gute Fixation der Pumpenkdpfe geachtet und Tiere gegebenenfalls der
Wertung entzogen. Tiere die aufgrund des schlechten Gesundheitszustandes vor
Abschluss der MRT-Aufnahmen getdtet werden mussten, wurden bei der Auswertung

nicht bertcksichtigt.
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Wie in der Versuchsreihe | konnte auch in der Auswertung der Uberlebensstudie keine
signifikante Verkleinerung der Gehirntumoren bei IL-13-Gabe gegenuber von

Vehikelinfusion nachgewiesen werden (Abbildung 39 und Abbildung 40).

FH 2 head

Abbildung 39 Darstellung des Rattenhirns mit Glioblastom in der linken Hemisphare mittels MRT (T1-
Wichtung) vor der Gabe von IL-1B (oben) und nach der Gabe von IL-1B (unten). Neben Beachtung des

naheren Zooms unten, dennoch eher sichtbare VergréRerung des Tumors und Zunahme des Odems.
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FH -5 feet

Abbildung 40 Darstellung des Rattenhirns mit Glioblastom in der linken Hemisphare mittels MRT (T1-

Wichtung) vor der Gabe von Vehikellésung (oben) und nach der Gabe von Vehikelldsung (unten).
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Mittelwert | Median

Uberlebenszeit

in Tagen der mit
Vehikel behandelten
Tiere

7:7:4:2:6:8:8:2 5,5 6,5

Uberlebenszeit

in Tagen der mit
IL-1B behandelten 4,7,4,2;9;6;2;4;3 4,5 4

Tiere

Abbildung 41 Die Tabelle zeigt die einzelnen Uberlebenszeiten in Tagen nach Beginn der Behandlung
der an der Uberlebensstudie beteiligten Tiere, sowie den gebildeten arithmetischen Mittelwert und

Median. Diese zeigen keine statische Signifikanz im Vergleich.

AuRerdem zeigten sich leider keine signifikanten Unterschiede in der Uberlebenszeit

und dem gesundheitlichem Zustand zwischen den beiden Gruppen (Abbildung 41).
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4 Diskussion

In den letzten Jahren wurden verschiedenartige Studien durchgeflhrt, um eine
Immunantwort gegen Gliome mittels biologisch modifizierter Faktoren zu erreichen.
Obwonhl einige klinische Studien zur Immuntherapie vermuten lieRen, dass Gliome
resistent gegenuber antikorpergefuhrter oder zellularer Immuntherapie sind (Barba et
al. 1989; Weller et al. 1995), demonstrierten zahlreiche Studien die Infiltration von
menschlichen oder experimentellen Gliomen mit inflammatorischen Zellen (Brooks et
al. 1972; Morioka et al. 1992; Tjuvajev et al. 1995), was folgern lasst, dass Gliome

empfindlich auf eine humorale oder zellvermittelte Immunantwort sind.
4.1 CED als Applikationsart

Unterschiedliche Varianten von Applikationsarten fur Therapeutika, wie zum Beispiel die
systemische Gabe, sowohl intravends als auch intraarteriell und die lokale Darreichung
von beispielsweise genetisch veranderten Zellen und Biopolymeren wurden untersucht
(Dunn et al. 2003; Marras et al. 2003). Die systemische Gabe zeigte jedoch
betrachtliche Toxizitat und die lokale Applikation von genetisch veranderten Zellen zur
Produktion von Zytokinen, bzw. Biopolymeren fuhrte nur per Diffusion zu einer

Zytokinverbreitung am Behandlungsort.

Ein wichtiger Faktor, der zur reduzierten Bildung einer Immunantwort im Gehirn
beziehungsweise direkt in Glioblastomen beitragt, ist die Blut-Hirn-Schranke, die das
Eintreten von inflammatorischen Zellen und I6slichen immunregulierenden Molekulen in
das zentrale Nervensystem reguliert (Miller 1999). Uber den Zusammenbruch der Blut-
Hirn-Schranke, welcher durch Hirntumoren und Traumen verursacht wird, konnen
inflammatorische Zellen leichter in das Gehirn gelangen. Gezeigt wurde auch, dass
aktivierte T-Zellen durch die Blut-Hirn-Schranke ins Gehirn wandern kénnen (Marras et
al. 2003).

Eine vielversprechende neue Technik zur Medikamentenapplikation, die die Blut-Hirn-

Schranke umgeht und gleichzeitig die lokale Therapeutikakonzentration maximiert, ist
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convection enhanced delivery, welche bereits in tierexperimentellen und klinischen
Studien demonstriert werden konnte (Bruce et al. 2000; Kaiser et al. 2000; Laske et al.
2000). CED versucht die Einschrankungen der einfachen Diffusion mittels eines
positiven Infusionsdrucks zu Uberwinden, indem Makromolekile unter dem
Druckgradienten verteilt werden (Bobo et al. 1994). Mittels CED ins Gehirn konnte eine
bis zu zehntausendfach hdhere Konzentration im Vergleich zur vendsen Gabe erreicht
werden (Groothuis et al. 1999). Vorhergehend konnte bereits gezeigt werden, dass die
intrazerebroventrikulare 48stindige Gabe von Oligodeoxynukleotiden mittels CED zu
einer ausgepragten Meningoenzephalitis mit Einwanderung von Immunzellen in das
Gehirnparenchym im Rattenmodel fuhrte. Die eingewanderten Immunzellen waren
uberwiegend Monozyten/Makrophagen und Granulozyten. Lymphozyten, die fur eine
zellvermittelte Immunantwort wichtig waren, konnten bisher nicht nachgewiesen werden
(Elepfandt et al. 2002). Ebenfalls konnte im Rattenmodel nach 48stlindiger Gabe von
IL-1B8 intrazerebroventrikular mittels CED eine starke Zelleinwanderung beobachtet
werden. Die Immunzellen lieRen sich sowohl im Liquor, als auch im Hirnparenchym
nachweisen. Auch hier wurden mehrheitlich Granulozyten und Monozyten gezeigt
(Schoning et al. 2002).

4.2 Immunzelleinwanderung nach Zytokingabe

Es ist bereits eine Assoziation zwischen dem vermehrten Auftreten von Gliazellen durch
IL-1B8 und der Uberlebenszeitverbesserung von Glioblastompatienten dokumentiert
(Cuny et al. 2002). Weitere Zytokine, wie TNF-qa, IL-2 und IFN-y wurden gentechnisch

genutzt, um eine Tumorregression hervorzurufen (Zeltzer et al. 1999).

In dieser Studie konnte nun erstmals erfolgreich nachgewiesen werden, dass mittels
kontinuierlicher Infusion von IL-1B und IFN-y Uber 48 Stunden eine starke
Einwanderung verschiedener Immunzellen erreicht wurde. Die Ergebnisse zeigten das
zahlreiche, mittels Farbung nachgewiesene Vorhandensein von insbesondere
Makrophagen/Monozyten, Granulozyten, B- und T-Lymphozyten (Abbildung 17) sowohl
nach Gabe von IL-1f als auch nach Gabe von IFN-y. Insgesamt flhrte die Behandlung
mit IL-18 und INF-y in der vorliegenden Studie zu recht ahnlichen Ergebnissen

hinsichtlich der Art und Anzahl der durch Farbung markierten Immunzellen.
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Makrophagen/Monozyten konnten mittels ED-1-Antikorper- und OX-6-Antikorper-
Markierung nach Zytokingabe nachgewiesen werden. Insbesondere nach IL-1B3-Infusion
konnte eine signifikant hohere Anzahl von Makrophagen/Monozyten mittels ED-1-
Farbung nachgewiesen werden (Abbildung 21). In der OX-6-Farbung zeigte sich
insbesondere eine verstarkte Erhdhung der Zellzahl nach Infusion von IFN-y (Abbildung
25), was darauf schlieRen lieRe, dass hier in erhdhten Mengen neben
Makrophagen/Monozyten auch unter anderem B-Lymphozyten nachgewiesen werden
konnten. Nach Gabe von IL-1B zeigten sich die mit OX-6 markierten Zellen in ihrer

Anzahl ebenfalls signifikant erhoht.

Ahnlich fielen die Nachweise mittels W3/25-Antikérper-Markierung aus. Auch hier
konnten nach IFN-y-Infusion vermehrt CD4+ Zellen, also insbesondere T-Helferzellen
und auch Monozyten, nachgewiesen werden. Eine signifikante Erhéhung der CD4+
Zellen zeigte sich ebenfalls nach IL-13-Gabe (Abbildung 29).

Besonders hervorzuheben ist der positive Nachweis von CD8+ zytotoxischen T-
Lymphozyten und mdglicherweise auch NK-Zellen mittels OX-8-Markierung nach IL-
1B-Gabe. Es zeigte sich eine deutliche, signifikante Zellzahlerh6hung gegenlber der
Gabe von Vehikellosung (Abbildung 33). CD8+ zytotoxische T-Zellen spielen eine
SchlUsselrolle in der Antitumorimmunitat, da diese die Tumorzellen direkt erkennen und

abtoten konnen.

Auch Granulozyten konnten mittels HIS48-Antikdrper-Markierung nach IL-1B-Infusion

signifikant erhdht nachgewiesen werden (Abbildung 37).

Frihere immunhistochemische Studien am Rattengliommodel untersuchten die
Einwanderung inflammatorischer Zellen. Es konnten ebenfalls Makrophagen und
Lymphozyten nachgewiesen werden. Diese gliederten sich in MHC-II prasentierende
Blutmonozyten und Mikroglia, sowie unterschiedliche Populationen von CD4+ und
CD8+ Lymphozyten. Wie auch in der vorliegenden Studie mit Zytokinbehandlung
Uberwogen die CD8+ Lymphozyten (Morioka et al. 1992).

Nicht zuletzt sollte hervorgehoben werden, dass insbesondere das Vorhandensein von

Lymphozyten im Gehirn auf Antigenerkennung und Antigenprasentation hinweist.
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Moglicherweise wurden Gliazellen und Blutmonozyten von antigenprasentierenden
Zellen aktiviert. Aktivierte Lymphozyten, Makrophagen, Astrozyten und Gliazellen
wiederum produzieren inflammatorisch wirkende Zytokine (unter anderem INF-y und IL-

1B) und halten so die Immunreaktion am Laufen.

Interessanterweise weist die Tatsache, dass Immunzellen in hoherer Anzahl am
Tumorrand nachgewiesen wurden anstatt in der Tumormitte (Abbildung 15), auf eine
Invasion von umliegender Mikroglia hin. Die Einwanderung von Zellen in Tumorgewebe
wurde auch in friheren Studien beobachtet. Auch dort wurden inflammatorische Zellen
insbesondere im Tumorgewebe und direkter Umgebung sowie um Blutgefalte gefunden
(Saleh et al. 2000; Proescholdt et al. 2001).

4.2.1 Infusion von IL-183

Dies ist die erste Studie, die die Effekte der intratumoralen Gabe von IL-13 analysiert,
ein proinflammatorisches Schllsselzytokin, welches die Produktion einer Reihe weiterer
Zytokine initiiert. Es konnte beobachtet werden, dass diese Behandlung auch eine
signifikante Immunzelleinwanderung in den Gehirntumor, verglichen mit Vehikellosung
behandelten Tieren, hervorrief. Die infiltrierten Immunzellen waren durch ED1,
beziehungsweise = OX6 Markierung nachgewiesene  Makrophagen/Monozyten
(Abbildung 21, Abbildung 25), mit dem Antikérper HIS48 markierte Granulozyten
(Abbildung 37) und durch Farbung mit OX6, W3/25 und OX8 nachgewiesene
Lymphozyten (Abbildung 25, Abbildung 29, Abbildung 33). Insbesondere die Anzahl von
infiltrierten  zytotoxischen CD8+ T-Zellen zeigte sich in der OX-8-Farbung
beeindruckend erhdht (Abbildung 33) (Abbildung 42).



67

350

300 - ¢ ED1

+ OX6

N N
o [6)]
o o
1 1

+ OX8

150 A

Immunzellzahl/mm?

100 - + HIS48

50 -

0 *+ W3/25

Abbildung 42 Dargestellt ist die Anzahl der nach IL-18 Behandlung mittels Farbung markierten
Immunzellen/mm? als Medianwerte. ED1 und OX6 markierten Makrophagen/Monozyten, OX6 auflerdem
auch B-Lymphozyten. W3/25 markierte B-Lymphozyen, OX8 T-Lymphozyten und HIS48 Granulozyten.
Besonders beeindruckend sind der hohe Wert fir T-Lymphozyten mittels OX8 Farbung und die hohen
Nachweise von Makrophagen/Monozyten mittels OX6 und ED1 Farbung.

Es konnte bereits in einem Rattenglioblastommodel nach genetisch modifizierter IL-4
Freisetzung eine sehr starke Erhéhung von CD8+ T-Lymphozyten nachgewiesen
werden, welche mit einer Tumorregression und einer Verlangerung der Uberlebenszeit

einherging (Benedetti et al. 1999).

In einer frGheren Studie konnte bereits demonstriert werden, dass die Zahl der
infiltrierenden Immunzellen ins Gehirn mit der damals in den Ventrikel infundierten IL-
1B-Konzentration korrelierte. Es wurde die Einwanderung von Immunzellen in das
Rattenhirn nach lokaler IL-1B-Infusion Uber 48 Stunden untersucht. Nachgewiesen
wurden im Hirnparenchym Granulozyten und Monozyten mittels HIS48, ED-1 und OX-6
Markierung. 48 Stunden nach Infusion wurden die hochsten Vorkommen an Leukozyten
gezahlt, die ersten Granulozyten zeigten sich bereits vier bis acht Stunden nach Beginn

der Infusion. Monozyten dagegen zeigten sich vermehrt erst nach 48 Stunden im
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Hirnparenchym. Das Vorkommen von Lymphozyten wurde damals nicht nachgewiesen
(Schoning et al. 2002). Wenige Jahre zuvor konnte bereits nach intrazerebraler Gabe
von IL-1B eine Meningoenzephalitis mit Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke und
Immunzellinflammation bei Ratten demonstriert werden (Woiciechowsky et al. 1999).
Nachgewiesen werden konnten ebenfalls 4 Stunden nach Zytokingabe neutrophile
Granulozyten (Anthony et al. 1997).

4.2.2 Infusion von IFN-y

Interessanterweise wurde gezeigt, dass genetisch modifizierte Tumoren, die INF-y
freisetzen, fahig sind, die Expression von MHC-I und MHC-II Molekilen der
Mikrogliazellen zu erhdéhen. Normalerweise verfigt das Gehirn Uber eine geringe
Expression von MHC-I und —II Molekulen verglichen mit anderen Geweben (Lampson
et al. 1995). Inflammatorische Zytokine scheinen ein Schlusselregulator in dieser
niedrigen Expression von MHC-I und —II Molekilen zu sein. Die Hochregulation der
Expression von MHC-|I und -l Molekilen durch IFN-y wiederum flhrte zur T-Zell-
Aktivierung, ein Schlusselmechanismus in der zellvermittelten Anti-Tumor-
Immunantwort (Fathallah-Shaykh et al. 1998; Xu et al. 1994; Haroun et al. 2000).

Fathallah-Shaykh et al. zeigten in einer Studie am Rattengliommodel, dass INF-y zu
einer Hochregulation der Expression von MHC-I und —IlI Molekilen von Mikroglia im
gesamten Gehirn fuhrte und somit eine Tumorinfiltration mit CD4+ und CD8+ Zellen
sowie NK-Zellen hervorrief. Dies bestatigte auch eine Studie von Saleh et al. am
Rattengliommodel. Durch IFN-y wurde eine T-Zell vermittelte Antitumorantwort
hervorgerufen. Es zeigte sich eine hohe Anzahl von CD4+ und CD8+ Zellinfiltraten im
Tumorgewebe (Saleh et al. 2000). Tjuvajev zeigte in seiner Studie mit einem genetisch
modifizierten Rattentumor mit IFN-y Expression, dass neben CD4+ und CD8+ Zellen
auch eine hohe Anzahl eingewanderter Makrophagen und aktivierten Mikrogliazellen

nachgewiesen werden konnte (Tjuvajev et al. 1995).

Insbesondere aktivierte Makrophagen sind in der Lage TNF-a zu bilden, welches Uber
eine hochpotente Antitumoraktivitat verfugt (Romanczuk et al. 1999; Mauceri et al.

2002), sowie selbstandig Tumorzellen zu zerstéren (Cox 2001).
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In dem hier vorliegendem Model regulierte die kontinuierliche Gabe von IFN-y
besonders stark die Expression von MHC-II Moleklilen hoch und induzierte so die
Einwanderung von B-Lymphozyten und Makrophagen/Monozyten, wie die
Markierungen mit den Antikérpern OX-6 und W3/25 deutlich zeigte (Abbildung 25,
Abbildung 29) (Abbildung 43).
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Abbildung 43 Dargestellt ist die Anzahl der nach IFN-y Behandlung mittels Farbung markierten
Immunzellen/mm? als Medianwerte. ED1 und OX6 markierten Makrophagen/Monozyten, OX6 auflerdem
auch B-Lymphozyten. W3/25 markierte B-Lymphozyen, OX8 T-Lymphozyten und HIS48 Granulozyten.

Besonders hervorzuheben ist die hohe Anzahl der mit OX6 markierten Zellen.
4.3 Tumorregression

Leider war es nicht moglich eine erfolgreiche Tumorregression nach kontinuierlicher
intratumoraler Zytokingabe zu zeigen. Hervorgehoben werden sollte jedoch, trotz nicht
erreichter kompletter Tumorregression, dass zwischen gemessener Tumorgréf3e und
der eingewanderten Immunzellzahl eine Beziehung im Sinne einer negativen
Korrelation bestand. Es zeigte sich, dass eine hohe Zahl von eingewanderten

Makrophagen/Monozyten, Granulozyten, B- und T-Lymphozyten mit einem kleineren
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Tumor einherging (Abbildung 38). Es liele sich vermuten, dass die hohe Zahl der
eingewanderten Immunzellen zu einer beginnenden Tumorregression gefuhrt haben

mag.

Normalerweise laufen bei einer funktionierenden, Uber T-Zellen vermittelten
Antitumorantwort eine Reihe von ineinander greifenden Prozessen ab. Dies beginnt
schon bei der Prasentation von Tumorantigenen Uber antigenprasentierende Zellen, wie
zum Beispiel dendritische Zellen oder Makrophagen. Diese agieren tUber den MHC-II
Antigen-Komplex mit CD4+ T-Helfer-Zellen. Wichtig sind bei diesen Reaktionen
zahlreiche weitere Faktoren, wie weitere Zelloberflachenproteine und auch Zytokine wie
IL-1B8. Aktivierte T-Helfer-Zellen kdnnen CD8+ zytotoxische T-Zellen aktivieren, um
Tumorantigene in Assoziation mit dem MHC-I Molekul zu erkennen. Auch hier spielen
eine Reihe von weiteren Aktivitaten und Reaktionen eine Rolle, wie die Ausschuttung
von IL-2, TNF-a und IFN-y. Uber die zytotoxische T-Zell Immunantwort kdnnten die
Tumorzellen schlieRlich erkannt und zerstort werden (Weller et al. 1995; Berke 1994).
Bei der Immunantwort gegenlber Glioblastomen treten jedoch, wie schon erwahnt,
zahlreiche Faktoren auf, die die beschriebene erfolgreiche Immunantwort behindern

und verhindern.

In frGheren Studien konnten die wachstumshemmenden Effekte von IFN-y auf
Glioblastome in vitro und in vivo erfolgreich demonstriert werden (Kominsky et al. 1998;
Visse et al. 1999; Fathallah-Shaykh et al. 1998). Saleh konnte nach Behandlung mit
IFN-y im Rattengliommodel eine komplette Tumorregression dokumentieren. Am Ort
der Tumorimplantation zeigten sich nach der Gabe von IFN-y noch nekrotische Areale.
Tumorzellen konnten nicht mehr nachgewiesen werden. Einige Tiere jener Studie
zeigten jedoch zunachst ebenfalls ein weiteres Tumorwachstum, wenn auch mit grof3en
Nekrosen und Immunzellinfiltraten nach sieben Tagen Zytokinbehandlung. Erst nach
Beendigung der Studienzeit nach insgesamt 85 Tagen zeigten sich alle Tumoren
komplett zurlickgebildet (Saleh et al. 2000).

Kominsky et al. untersuchte die direkten Effekte von IFN-y auf die Glioblastomzelle.
IFN-y greift in den Tumorzellzyklus ein und hemmt so die unkontrollierte Zellteilung. Mit

dem erhohten Vorhandensein von IFN-y konnte vermehrt ein Protein nachgewiesen
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werden, welches den Zellzyklus verlangsamt, beziehungsweise stoppt (Kominsky et al.
1998).

Auch die antiproliferativen Effekte von IL-13 auf Glioblastomzellen konnten schon frih

in vitro nachgewiesen werden (Tanaka et al. 1994).

Die nicht signifikant nachzuweisende Tumorregression dieser Studie nach Gabe von IL-
18 beziehungsweise IFN-y, mag auf das schnelle Tumorwachstum nach der
Implantation der Tumorzellen zurickzufihren sein und auf die daraus zu folgernde
Maoglichkeit, dass der Tumor zum Zeitpunkt der Zytokininfusion bereits zu grofd war, um

sich in der bis zur Gehirnentnahme bestehenden Zeit zuriickzubilden.

Ein anderer moglicher Grund fir die nicht stattgefundene Regression des Tumors
konnte die kurze Behandlungs- und Wirkungszeit der Zytokine sein. Aufgrund der
Nebenwirkungen der proinflammatorisch wirkenden Zytokine mussten die Tiere
schliel3lich getotet werden. Die Gabe von IL-1B ist bekannt fur das Hervorrufen von
Fieber, Gehirnddemen und Verschlechterung des Allgemeinzustands (Woiciechowsky
et al. 1999). IFN-y scheint ebenso toxisch auf das zentrale Nervensystem zu wirken,
was daran liegt, dass die Blut-Hirn-Schranke durchbrochen wird und ein vasogenes
Gehirnddem hervorgerufen wird. Im Vergleich zu einer Behandlung mit IL-2 zeigten sich
nach Freisetzung von IFN-y weitaus starkere Nebenwirkungen im Sinne einer

Hirnschwellung und Mittellinienverlagerung (Tjuvajev 1995).

In dieser Studie zeigte sich nach Tumorimplantation und Infusion von Zytokin- bzw. von
Vehikellosung eine Verschlechterung des Allgemeinzustands bei allen Tieren, auch bei
denen, die nur Vehikellosung erhalten hatten. Diese Verschlechterung des
Allgemeinzustands fiel ohne Bezug auf die Art der Infusionsgabe unterschiedlich stark
aus und variierte von raumlichem und sozialem Ruckzug der Tiere, struppigem Fell,
Appetitlosigkeit und Gleichgewichtsstorungen bis hin zur Vigilanzminderung. Eine
zeitliche Verlangerung der Episode zwischen Infusionsgabe und Toétung ware so kaum

mdglich gewesen.
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Es gilt zu Uberdenken, ob eine kleinere Menge an Tumorzellen zur Tumorimplantation,
beziehungsweise eine geringere Dosierung der Zytokintherapie andere Moglichkeiten

offeriert hatte.

Méoglicherweise greifen auch die bereits bekannten und schon vorab beschriebenen
Ausweichmechanismen von Tumoren vor dem Immunsystem in die in dieser Studie
erwarteten Immunreaktionen ein und verhindern so eine fur eine Tumorregression
ausreichende Immunantwort. Die Produktion von TGF-3, IL-10 und Prostaglandin E.
werden flr eine mangelnde Immunantwort verantwortlich gemacht. Eine niedrigere
Antigenprasentation uber MHC-I und -II durch TGF-B ist bekannt und auch in fruheren
Studien wurden immuntherapeutische Malinahmen durch TGF-B, welches von
Glioblastomzellen vermehrt gebildet wird, verhindert. (Platten et al. 2001; Roth et al.
1999).

Auch wenn nach der intratumoralen Gabe von Zytokinen ausreichend Immunzellen
angelockt und aktiviert wurden, konnte das Nichterkennen der Tumorzellen bei
inadaquater Antigenprasentation oder inadaquater MHC-I Bildung insbesondere die
zytotoxische Immunantwort unterdrickt haben. Hiermit erklart wurde auch der
Misserfolg bisheriger klinischer Studien, in denen sich Glioblastome resistent auf die
humorale oder zellulare Immuntherapie verhielten (Proescholdt et al. 2002; Barba et al.
1989; Weller et al. 1995).

Schon Astrozyten zeigten sich zwar in der Lage Antigene an CD4+ T-Zellen zu
prasentieren, waren jedoch nicht fahig eine T-Zell-Aktivierung auszulésen (Weber et al.
1994).

CD8+ NK-Zellen, die nicht auf das Vorhandensein von MHC-I Molekillen angewiesen
sind, um Tumorzellen ahnlich wie zytotoxische T-Zellen zu lysieren, zeigten sich nicht in
der Lage Glioblastomzellen erfolgreich zu bekampfen. In vitro reagierten menschliche
Glioblastomzellen resistent auf NK-Zellen, bessere Ergebnisse zeigten sich nach Gabe
von TNF-a. INF-y wiederum bewirkte eine erhdhte Ausschittung von TNF-a und kénnte
die Immunantwort gegenuber Glioblastomen mittels NK-Zellen starken. Jedoch ist auch
hier ein weiterer Ausweichmechanismus von Glioblastomen gegenuber dem

Immunsystem Uber TGF-B bekannt, da TGF- die Ausschattung von IFN-y hemmt und
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somit die NK-Aktivitat wieder reduzieren konnte (Wallick et al. 1990; Myers et al. 1992;
Kondo et al. 1994; Weller et al. 1995).

Obwohl in mehreren tierexperimentellen Studien am Rattengliommodel, ebenso wie in
der vorliegenden Arbeit, eine hohe Infiltration mit CD4+ und CD8+ Lymphozyten
demonstriert wurde, blieb die zu erwartende Immunreaktion, die den Tumor bekampfen
sollte, aus (Proescholdt et al. 2002; Morioka et al. 1992).

Weitere Studien zeigten die Wichtigkeit von kostimulierenden Faktoren fur die mit MHC-
| und —Il verknUpfte Antigenprasentation. Insbesondere wurde die Expression von B7-1
untersucht, welches in Glioblastomen vermindert ist, wodurch schliellich eine T-Zell-
Apoptose hervorrufen wurde. B7-1 ist ein kostimulatorisches Molekll, das sich
normalerweise an der Oberflache antigenprasentierender Zellen befindet und wichtig fur
die T-Zell-Aktivierung ist. Erfolgreiche Immunantworten konnten auch in diesen
experimentellen Untersuchungen nicht demonstriert werden (Proescholdt et al. 2002;
Joki et al. 1999; Komata et al. 1997). Die Wichtigkeit von kostimulierenden Signalen
untersuchte auch Visse et al. in einem Rattengliommodel mittels mehrfacher
Immunisation mit IFN-y und B7-1 transfizierter Tumorzellen. Interessanterweise wurden
in jener Studie auch Unterschiede zwischen der stattgefundenen Tumorregression in
mannlichen versus weiblichen Tieren gezeigt. Tumore weiblicher Tiere zeigten eine
wesentlich starkere Tumorriickbildung und langere Uberlebenszeit nach erfolgter
Behandlung (Visse et al. 1999). In der hier vorliegenden Studie wurden ausschliel3lich
mannliche Tiere genutzt. Uber ein positiveres Ergebnis bei weiblichen Tieren kann

spekuliert werden.
4.4 Uberlebenszeit

In der Uberlebensstudie, die zwischen Tieren mit Behandlung von IL-1B und der Gabe
von Vehikelldsung differenzieren sollte, betrug die Uberlebenszeit der Ratten nach der
Zytokinbehandlung zwischen zwei und neun Tagen und es konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen der Gabe von IL-18 und Vehikelldsung festgestellt werden
(Abbildung 41).
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In anderen Studienberichten konnte gezeigt werden, dass Tumore durchschnittlich 28
Tage wuchsen, bevor sie unter Zytokinbehandlung zurtuckgingen (Jean et al. 1998). In
einer weiteren Studie mit IFN-y wurde mit nur maximal 2000 Tumorzellen gearbeitet
und die Kontrolltiere lebten durchschnittlich 21 Tage. Tiere mit Behandlung von IFN-y
zeigten sogar eine deutliche Ernéhung der Uberlebenszeit auf durchschnittlich 40 Tage
(Fathallah-Shaykh et al. 1998). Wie bereits erwahnt konnte nach der Behandlung mit
IFN-y mittels retroviralem Gentransfer in einem Rattengliommodel eine Uberlebenszeit
von bis zu 92 Tagen erreicht werden. Eine Tumorregression konnte damals bei allen
Tieren beobachtet werden und die Rattengehirne zeigten sich morphologisch normal.
Zeitlich fruher untersuchte Tiere zeigten nach einer Behandlungszeit von nur sieben
Tagen noch wachsende Tumoren, wenn auch beginnend nekrotisch und mit
Zellinfiltraten (Saleh et al. 2000). In der hier vorliegenden Studie erreichten nur einige
Tiere eine entsprechende Uberlebenszeit von sieben Tagen. Bei diesen Tieren wurden
ebenfalls noch Tumoren ohne Regression und teilweise mit Nekrosen nachgewiesen.
Eine hohere Uberlebenszeit als neun Tage konnte aufgrund des schlechten

Allgemeinzustands der Tiere nicht erreicht werden.

Ebenfalls mittels Gentransfer konnte Ehtesham et al. in einer Studie am
Mausgliommodel eine Verlangerung der Uberlebenszeit nach IFN-y Freisetzung
erreichen. Nach signifikanter Erhéhung von MHC-I Expression und Nachweis einer
erhohten Infiltration von CD4+ und CD8+ Zellen konnte neben einer Verlangerung der
Lebenszeit auch eine Verkleinerung der Tumormasse nachgewiesen werden
(Ehtesham et al. 2002).

Die Auswirkungen von IL-1B auf eine Verlangerung der Lebenszeit wurden bisher nicht
so ausfluhrlich erforscht und dokumentiert wie die von IFN-y. Es konnte jedoch eine
signifikante positive Verbindung zwischen dem Vorhandensein von IL-18 und der
Uberlebenszeit von Glioblastompatienten nachgewiesen werden (Cuny et al. 2002). Die
in der vorliegenden Studie zunachst nachgewiesene hohe Zahl inflammatorischer

Zellen nach IL-1B-Infusion lie3 zunachst auf ein erfolgreicheres Ergebnis hoffen.

Insgesamt untermauern diese Daten die These, dass die Uberlebenszeit in unserem

Model nicht lang genug andauerte, um eine Tumorregression nach Zytokinbehandlung
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zu erreichen. Nach IFN-y-Gabe waren auch in fruheren Studien die Nebenwirkungen zu

stark, um eine Verlangerung der Uberlebenszeit zu erreichen (Tjuvajev et al. 1995).

Denkbar ware eine Verlangerung der Behandlungszeit Uber die Implantation einer
geringeren Menge an Tumorzellen, ebenfalls moéglich ware die Reduktion der zu
applizierenden Zytokinmenge. Am ehesten ist jedoch der Ansatz in der Reduktion der
Tumormasse zu sehen — entweder zu Beginn bei Implantation der Glioblastomzellen
oder spater, indem ein friherer Beginn der Zytokinbehandlung gewahlt wirde, um
bereits eine Immunreaktion auf den Tumor in einem friherem Wachstumsstadium zu
erreichen. Eine fruher begonnene Tumorbehandlung im Rattengliommodel mit TNF-a

und Lymphotoxin zeigte bessere Effekte als ein spater Ansatz (Liu et al. 1991).

Allein die Nebenwirkungen der Zytokinbehandlung koénnen nicht Ursache des
schlechten Allgemeinzustandes der Tiere sein, da auch die mit Vehikelldsung
behandelten Tiere eine deutliche Verschlechterung ihres Zustandes unter dem
Tumorwachstum zeigten. Es ware wichtig das Tumorwachstum zu Beginn der
Behandlungsphase entsprechend einzudammen bis die Immunantwort stark genug ist,
um alle Tumorzellen zu bekampfen. Vielleicht liele sich unter solchen Bedingungen
eine Verlangerung der Uberlebenszeit und womdglich eine Tumorregression nach IL-1B

Gabe erreichen.
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5 Zusammenfassung

Die erfolgreiche Behandlung maligner Hirntumoren, insbesondere des Glioblastoma
multiforme, ist nach wie vor nicht gegeben. Trotz chirurgischer Entfernung, Radio- und
Chemotherapie kommt es zu Rezidiven und die Uberlebenszeit ist mit bis zu zwolf
Monaten kurz. Somit ist die Entwicklung neuer therapeutischer Optionen wichtig und
insbesondere die Immuntherapie zeigt sich aufgrund ihrer Spezifitat nur die
Tumorzellen anzugreifen als besonders versprechend. Verschiedene Studien haben in
den letzten Jahren gezeigt, dass proinflammatorische Zytokine fahig sind eine effiziente
Antitumor  Immunantwort  sowohl in  Tiergliommodellen als auch bei

Glioblastompatienten hervorzurufen.

In dieser Studie wurden die proinflammatorischen Effekte von IL-1B und IFN-y im
Rattengliommodel untersucht. Glioblastomtumorzellen wurden in den linken nucleus
caudatus des Rattenhirns implantiert. Nach beginnendem Tumorwachstum erfolgte die
Behandlung mit IL-18 und IFN-y im Vergleich zu Vehikelldsung mittels convection
enhanced delivery (CED). Eine kontinuierliche Infusion und ausreichende

Zytokinkonzentration im Tumorgewebe war so gewahrleistet.

Es konnte erstmals gezeigt werden, dass mittels intratumoraler IL-18 Gabe eine starke
Immunzelleinwanderung in den Tumor ausgelost wurde. Nach Infusion von IL-1,
beziehungsweise IFN-y konnte zahlreich Makrophagen/Monozyten, B- und T-
Lymphozyten und Granulozyten nachgewiesen werden. Hervorzuheben ist das
Vorhandensein von CD8+ Zellen, wie T-Lymphozyten oder NK-Zellen, als

Voraussetzung fur eine spezifische zytotoxische Immunzellantwort, nach IL-13 Gabe.

Die eingewanderten Immunzellen lieRen sich ausschlieBlich innerhalb des
Tumorgewebes nachweisen, eine Tatsache, die die Spezifitdt der Behandlung
herausstellt. Interessanterweise fanden sich die Immunzellen innerhalb des Tumors in
erhohter Zahl am Tumorrand, was auf eine Invasion von umliegenden Mikrogliazellen

hindeutet.
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Weitere Analysen sollten Uber Tumorwachstum im Rahmen der Zytokinbehandlung und
Uberlebenszeit Auskunft geben. Das Tumorwachstum wurde mittels MRT dokumentiert
und mit der Tumorflache post mortem verglichen. Leider zeigte sich in dem zeitlichen
Rahmen keine Tumorregression. Jedoch konnte zwischen der gemessenen
TumorgroRe und der eingewanderten Immunzellzahl eine Beziehung im Sinne einer
negativen Korrelation demonstriert werden. Eine gro3e Anzahl von eingewanderten
Immunzellen ging also mit einem kleineren Tumor einher. Es liel3e sich somit Uber eine

beginnende Tumorregression spekulieren.

Ebenso wie leider keine Tumorregression nachgewiesen werden konnte, zeigte die
Uberlebenszeit nach Behandlung mit IL-1B verglichen mit Vehikelldsung keine

signifikanten Unterschiede.

Weiterflhrende Studien konnten hier ansetzen und eventuell an einer kleineren
implantierten Tumormasse oder im Rahmen einer friuher beginnenden
Zytokinbehandlung erfolgreichere  Ergebnisse im Sinne einer stattfindenen

Tumorregression und Verlangerung der Uberlebenszeit demonstrieren.

Zusammenfassend zeigte sich in diesem Model zum ersten Mal, dass die intratumorale
Gabe von IL-1B und IFN-y mittels CED zu einer starken Immunzelleinwanderung in den
Tumor fuhrte, anndhernd einer tumorspezifischen Immunantwort entsprechend. Es
fanden sich keine Immunzellen in anderen Gehirnregionen. Deshalb kann eine

unspezifische Immunzelleinwanderung ausgeschlossen werden.
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