3.2 Material und M ethoden

Die durchgefuhrten Experimente wurden in invitro- und invivo-Versuche unterteilt. Die
in vitro- Untersuchungen dienten der physikochemischen Charakterisierung der PMMA-
Nanopartikel. Im zweiten Tell wurden die kolloidalen Tragersysteme auf ihre
Korperverteilung im Tier hin analysiert. Fur die Tierstudien wurden radioaktiv markierte
PMMA-Nanopartikel hergestellt, die eine genaue Lokalisation in den einzelnen Organen
erlaubten. Es war aus Grunden der Kontaminationsgefahr nicht méglich, die radioaktiven
Nanopartikel fur die in vitro Untersuchungen zu verwenden. Zu diesem Zweck wurden unter
gleichen Bedingungen hergestellte PMMA-Partikel, die sich nur durch ein ausgetauschtes

nichtstrahlendes K ohlenstoffnuklid unterschieden, verwendet.

3.2.1in vitro-Untersuchungen

3.2.1.1 Herstellung nichtradioaktiver Nanopartikel

Fur die Synthese der Polymethylmethacrylat-Nanopartikel wurde das Monomer
Methylmethacrylat (Merck, Deutschland) verwendet. Da diese Substanz schnell polymerisiert,
wird vom Hersteller der Stabilisator (Hydrochinon) hinzugefiigt, der aber vor der
Verwendung des Monomers entfernt werden mufdte. Zu diesem Zweck wurde das
Methylmethacrylat mit einer Salzlésung (5 g NaOH, 20 g NaCl add 100 ml H20) in einem
Verhdltnis von 5:1 versetzt (Kreuter, 1997). Das entstandene Gemisch wurde in einen
Scheidetrichter gefiillt und so lange geschuittelt, bis es zu einer deutlichen Phasentrennung
kam. Die Salzlosung mit dem ausgeschittelten Hydrochinon in der unteren Phase wurde
abgelassen und verworfen. Der Prozef3 wurde insgesamt dreimal mit der Salzlésung und
anschlief3end dreimal mit Wasser wiederholt. Nach der Reinigung wurde das Monomer in
einer 0,15 molaren Phosphatpufferldsung (pH 7,4) gelost, so dal? eine 1% Lodsung entstand.
Die Losung wurde in eine 500 ml Schottflasche (Roth, Karlsruhe) gefillt und in einer Cobalt-
quelle (500 krad) mit Gammastrahlen zur Polymerisation angeregt. Das entstandene Polymer-
Phosphatpuffer-Gemisch wurde in einer Gefriertrocknungsanlage (Christ Alpha 2-4,
Osterode) getrocknet. Das Lyophilisat bestand zu 56,3% aus Puffersalz (zweibasisches
Natriumphosphat-Dihydrat-einbasisches  Kaliumphosphat-Natriumchlorid)  (7,6:1,45:4,8;
w/w/w) und zu 43,7% aus Polymethylmethacrylat. Die Lagerung des Lyophilisates erfolgte
im Kuhlschrank bei 4°C.
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3.21.2 Tenside

Als Tenside fur die Beschichtung der Nanopartikel kamen zum Einsatz:

» Polysorbat 80 (Handelsnamen Tween 80, Sigma, Gottingen),

» Poloxamer 407 (Handelsname Pluronic F127, Erbsl6h, Krefeld) und

» Poloxamin 908 (Handelsname Tetronic 908, BASF, Mount Olive, USA).

Die Tenside wurden luftdicht verschlossen und vor Sonneneinstrahlung geschiitzt aufbewahrt.

3.2.1.3 Herstellung der Partikelpréaparationen

a) Unbeschichtete Prapar ationen:

Das gefriergetrocknete Nanopartikelpulver (25,83 mg) wurde in 10 ml destilliertem Wasser
(sterilfiltriert) suspendiert und anschlief3end 20 min in einem Ultraschallwasserbad (T570,
Roth, Karlsruhe) mit 35 kHz beschallt. Da die unbeschichteten Nanopartikel schnell

aggregieren, erfolgte vor jeder Untersuchung eine weitere Beschallung von 20 s.

b) Beschichtete Pr&par ationen:
Es wurden 25,83 mg Lyophilisat in 5 ml destilliertem Wasser (sterilfiltriert) suspendiert. Nach
5min Beschallung erfolgte die Zugabe von je 5 ml einer 2% Tensidlésung:

*Polysorbat 80,

* Poloxamer 407,

* Poloxamin 908.

Es entstand eine 1% Gesamtmischung, die dann weiter 15 min beschallt wurde.

Sowohl Kontrolle als auch die beschichteten Préparationen ergaben eine Suspension von
1,129 mg PMMA pro 1 ml Medium.
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3.2.1.4 Charakterisierung der PMMA-Partikel

3.2.1.4.1 GroRenmessungen in destilliertem Wasser

Die PartikelgroRen der vier verschiedenen PMMA-Préparationen wurden mit dem
Grolenmessgerédt LS230 (Coulter Technices, Miami, USA) ermittelt. Das Gerét arbeitet mit
zwel unterschiedlichen Mef3verfahren, die es ermdglichen, Partikelgréf3en in einem Bereich
von 0,04-2000 pm zu bestimmen. Im Bereich von 0,8-2000 pm kommt die
Laserdiffraktometrie zum Einsatz. Das Mef3prinzip beruht auf Laserlichtbeugung, bel der ein
Laserstrahl, nachdem er mit einem optischen System aufgeweitet wurde, auf die Partikel im
Mef3volumen geleitet wird. An den Partikeln kommt es in Abhanigkeit von der Partikelgrofie
und -form zu charakteristischen Beugungsbildern. Zwei nachgeschaltete Fourierlinsen sorgen
dafir, dal3 die entstandenen Beugungsbilder immer dieselbe Position auf dem Detektor
einnehmen. Die Intensitédt des gebeugten Lichtes wird von den Detektoren erfald und im
Computer ausgewertet.

Neben der Laserdiffraktometrie wird im LS230 ein speziell fur den Submikrobereich
entwickeltes Messverfahren, die PIDS-Technologie (Polarization Intensity Differential
Scatting) genutzt. Im Gegensatz zur Laserlichtbeugung wird hier die Streuung polarisierten
Lichtes ausgenutzt. Wahrend des Messprozesses werden die Proben sowohl mit horizontalem
als auch mit vertikalem polarisierten Licht dreier verschiedener Wellenldngen (450, 600, 900
nm) bestrahlt und unter verschiedenen Winkeln mittels Detektoren analysiert.

Die Mel3werte beider Verfahren werden mit einer speziellen Software zusammengefaldt und
als ein Ergebnis dargestellt.

3.2.1.4.2 Grofienmessungen im Plasma

Fur die Untersuchung des Verhaltens der Nanopartikel im Plasma, wurde humanes
Spenderplasma aus der Blutspendestation Berlin-Buch zur Verfigung gestellt. Als
Antigerinnungsmittel kam Natriumzitrat zum Einsatz. Das Plasma wurde in 10 ml Proben
aliquotiert und bei -20°C gelagert, so dal? die Plasmaproben fur die weitere Verwendung nur
einmal aufgetaut werden muf3ten.

Um die GrolRe der Partikelaggregate im Plasma bestimmen zu kénnen, wurden dieses
zunachst von korpuskuléren Bestandteilen gereinigt. Zu diesem Zweck war es nétig, die
Plasmaproben zu filtrieren, da sich in jeder Plasmaprobe bis zu 100000 Blutzellen befinden
konnen (Schrapel, 1998). Die Blutzellen konnten zu einer Uberlagerung mit den

Nanopartikeln wahrend des Mef3prozesses fiihren und so keine eindeutige Aussage Uber das



Verhaten der Partikel im Plasma zulal3en. Das Plasma wurde zweima mit einer
Filtrationshilse (Sartorius, Gottingen) durch einen Polycarbonfilter (Nucleopor-track-atch-
membrane, Corning, UK) mit eéinem Porendurchmesser von 1 pum gedrtckt und zur Kontrolle
mit dem LS230 grofzenvermessen. Die Nanopartikel préparationen

a; Kontrolle,

b: mit Polysorbat 80,

c: mit Poloxamer 407 und

d: mit Poloxamin 908 wurden beschichtet und wie oben beschrieben beschalt. Im Anschluf3
daran erfolgte eine 5 minutige Inkubation der einzelnen Proben bei 37°C im filtriertem
Plasma. Das Verhéltnis Plasma zu Partikeln betrug 5:1. Die Inkubationszeit von 5 min wurde
gewahlt, da es in vivo bereits innerhalb dieser Zeitspanne zur Elimination grof3er
Partikelmengen durch die Zellen des RES kommt (Blunk, 1994).

3.2.1.4.3. Zeta-Potential

Die Partikelladung wird Uber die Bestimmung ihrer elektrophoretischen Beweglichkeit im
elektrischen Feld ermittelt und Ublicherweise as Zeta-Potential angegeben (Maal3en et al.,
1993). Das Zeta-Potential kennzeichnet die Stabilitét von Systemen, die dispergierte Partikel
enthalten, indem es den Grad der Abstol3ung zwischen benachbarten und ahnlichgeladenen
Partikeln bestimmt. Unterschreitet das Zeta-Potential eines kolloidaen Systems einen
bestimmten Wert, so kommt es zur Ausflockung oder Aggregation.

Auf der Oberflache von Teilchen kommt es in einem fllssigen Medium zur festen Adsorption
von lonen in zwel Schichten. Diese Schichten werden als innere und auf3ere Sternschicht
bezeichnet. An diese beiden Schichten schliefdt sich eine sog. diffuse Schicht an, die aus
locker gebundenen Gegenionen besteht. Durch Diffusionsbewegungen der Teilchen kommt es
zur Reibung und zu einer teilweisen Abstreifung der diffusen Schicht. Unter dem Zeta
Potential von Partikeln verstent man das Potential zwischen der Scherebene, die nach
Abstreifen (z.B. Diffusion, Beschleunigung im elektrischen Feld) der diffusen Schicht an den
Partikeln entsteht und dem neutralem Umgebungsmilieu.

Wird jetzt wie im Zeta-Potentialmef3gerédt ein elektrisches Feld aufgebaut, so bewegen sich
die geladenen Teilchen auf die entgegengesetzt geladene Elektrode zu. Es kdnnen nur
Teilchen beschleunigt werden, die aufgrund der Feldeinwirkung eine Ladungsverschiebung
erfahren und damit ein Dipoleffekt erzeugen oder Teilchen, die durch Diffusion ein Teil der
locker gebundenen Gegenionen abgestreift haben und ebenfalls polarisiert werden. Mit

zunehmender Beschleunigung der Partikel durch das elektrische Felde kommt es auch zur



Zunahme der Reibung und zu einer Verlagerung der Scherebene nach innen bis fast an die
aul3ere Sternschicht der Partikel. Die Mef3zelle wird mit Laserlicht einer bestimmten Frequenz
bestrahlt, welches durch die Bewegung der Tellchen gestreut wird. Die Frequenz des
gestreuten Laserlichts ist somit von der Frequenz des urspringlichen Laserstrahls
verschieden. Auf  Grund dieser  Frequenzverschiebung kann  dadurch  die
Partikel geschwindigkeit berechnet werden.

Das Potential der Nanopartikel préparationen (a-d) wurde in Zetapotentialmef3gerét Delsa 440
(Coulter Technices, Miami, USA) bestimmt. Als Medium fand destilliertes Wasser
Verwendung, das mit NaCl-Salz auf eine Leitfahigkeit von 50 pS/cm eingestellt wurde.

3.2.1.4.4 2-D-Elektrophorese

Die hochauflésende zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese, die auf der von
O'Farrell (1975) beschriebenen Methode basiert, ist das einzige Verfahren, das eine
Auftrennung von mehreren tausend Proteinen erlaubt (Jungblut, 1995). Die Proteine werden
dabel nach zwei voneinander unabhéngigen Parametern, dem isoelektrischen Punkt (pl) und
dem Molekulargewicht (MG) aufgetrennt (Blunk, 1994). Das Ergebnisist ein Spotmuster, fr
das sich folgendes K oordinatensystem durchgesetzt hat: von links nach rechts der steigende pl
und von unten nach oben das steigende MG. Die Auswertung der Gele erfolgte unter
Zuhilfenahme des SWISS-2-D-Page-Programm, welches unter World Wide Web erhaltlich ist

und 2-D-Referenzgel e fur verschiedene Gewebe und fir humanes Plasma enthélt.

V ersuchsdurchfithrung:

Die Durchfuhrung erfolgt im wesentlichem nach der von Hochstrasser et al. (1988)
beschriebenen Methode. Alle Chemikalien, die nicht mit Hersteller und Ort beschriftet sind,

wurden von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen.

* Inkubation der Partikel in humanem Plasma und Serum:

Da nur Referenzgele von humanen Plasmen vorhanden sind, wurden die Untersuchungen in
humanem zitratstabilisiertem Plasma durchgefihrt. Da eine Komplementaktivierung im mit
Zitrat versetzten Plasma nicht mdglich ist (Kinoshita, 1991), wurden die Préparationen
zusétzlich auch in humanem Serum untersucht. Die 4 Partikelzubereitungen (a, b, ¢, d)
wurden fur 5 min bel 37°C inkubiert. Die Partikel prparationen mufien als 2,5% Suspension
eingesetzt werden, um einmal eine ausreichende Proteinmenge fir die weiter Bearbeitung zu

erhalten und um die Spots gleicher Proteine zwischen zwei Gelen vergleichen zu kénnen.



o Separation der Partikel vom Uberschiissigem Plasma:

Nach der Inkubation muféte das nicht gebundene Plasma wieder entfernt werden. Die Proben
wurden dazu bei 14000 g 60 min lang zentrifugiert (2K15, Sigma, Gottingen). Nach
Entfernung des Uberstands wurden die Proben in Aqua dest. resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Der Waschprozefd wurden insgesamt viermal wiederholt.

» Desorption der adsorbierten Proteine:

Nach Abschlul? der Separationsschritte wurden die Proteine von der Oberflache desorbiert.
Dazu wurden die Proben in einer mit Dithioerythrol (DTE) versetzten SDS-Ldsung 5 min auf
95°C erhitzt. Nach einer kurzen Abkihlzeit folgte eine Verdinnung mit einer Lésung aus
Harnstoff, CHAPS (zwitterionisches Tensid), DTE und Ampholyten (Ampholine). Das SDS
(Natriumdodecylsulfat) spielt bei der Desorption der Proteine eine zentrale Rolle. Es kommt
zu einer vollstéandigen Aufspaltung von Proteinen, Proteinkomplexen und Aggregaten in
|6sliche Polypeptide (Dunn, 1987).

Die mit diesem Protokoll erreichte Proteindesorption lag in der Arbeit von Blunk et.al (1994)
bei 90%.

» 1. Dimension (Isoelektrische Fokussierung):

Die isoelektrische Fokusierung (IEF) ist eine Methode, um die Proteine nach ihrem
isoelektrischem Punkt (pl) in einem pH-Gradienten aufzutrennen. Proteine sind aufgrund der
sauren und alkalische Amminosauren positiv oder negativ geladen. Der pl ist der pH bel dem
ein Protein eine Nettoladung von Null besitzt. Die Proben wurde in selbstgegossenen
Polyacrylamidgelen (Lange 160 mm, Durchmesser 1,5 mm) mit einem nichtlinearen pH-
Gradienten von pH 4-8 auf der Seite der Kathode mit einer 2-ml-Spritze (Braun, Melsungen)
mit aufgesetzter Pipettenspitze aufgetragen. Die IEF wurde in der Tube Cell Model 175
durchgefuihrt, als Netzgerét diente das 1000/500 Power Supply (beide Gerédte Biorad,
Mnchen). Die Fokussierbedingungen waren 200 V far 2 h, 500 V fir 5 h und 1000 V fir
10,5 h.

» 2. Dimension (Auftrennung nach MG):

Nach Ablauf der IEF wurden die Rohrchengele aus den Glasréhrchen extrudiert und mit
Transferpuffer versetzt, der neben SDS noch Bromphenolblau als Frontmarkierer enthielt.
Durch die Verwendung von SDS kommt es zur Entstehung von anionischen Mizellen mit
konstanter Nettoladung pro Masseneinheit. Die elektrophoretische Mobilitét der Proteine ist
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dann eine lineare Funktion der Logarithmen der Molekulargewichte. Die Gele wurden
unverzuglich an die Gelplatten der zweiten Dimension angelegt und die Elekrophorese in der
Protean-11-D-Multi-Cell in Verbindung mit dem Netztell 1000/500 Power Supply
durchgefiihrt. Die Gele enthielten einen linearen Acrylamidgradienten von 8-18% und einen
Vernetzungsgrad von 2,5%, PDA wurde wieder als Quervernetzer verwandt. Die Porengrofie
wird Uber die Acrylamidkonzentration und den Vernetzungsgrad bestimmt. Die Gele fur die
zweiten Dimension wurden in der Protean-11-Multi-Gel-Gief)kammer mit Hilfe des
Gradientenformers Modell 375 (beide Geréte, Biorad, Miinchen) hergestellt.

 Silberféarbung:

Die Fixierung der Gele erfolgte nach Abschlul® der zweite Dimension mit dem Ziel, die
schnelle Farbung der Proteine und die damit verbundene Umwandlung in unlésliche
Prézipitate zu erreichen. Desweiteren wurden ale Komponenten entfernt, die keine Proteine
darstellen. Das Prinzip der Silberfarbung ist eine Reduktion des ionischen zu metallischem
Silber. Zur Detektion kommt es durch das unterschiedliche Redoxpotential der Proteine im
Vergleich zu dem umgebenden Gel.

Alle Schritte des Féarbeprotokolls (Hochstrasser, 1988) wurden auf der Schittelmaschine
(KL2, Johanna-Otto-GmbH, Hechingen) in Glas- und Plastewannen durchgefiihrt. Die
zwischen den Farbeschritten erfolgenden Waschschritte wurden immer mit bidestilliertem
Wasser vorgenommen.

» Waschen der Gele (5-10 min)

« Fixierung der Proteine mit Ethanol (40%) / Essigsaure (10%) / H,O (60 min)
 Fixierung der Proteine mit Ethanol (5%) / Essigsaure (5%) / H,O (ca. 8h)

» Waschen der Gele (5min)
+ Sensitivierung mit mit Glutaraldehyd (10%) / H,O (30 min)
* Waschen der Gele (3x10 min)
 Sensitivierung mit Naphthalin (1 g) / H,O (2x30 min)
» Waschen der Gele (4x15 min)
» Farben mit AgQNO; (0,8%) / NH3(0,33%), NaOH (0,02N) / H,O (30 min)
* Waschen der Gele (3x5 min)
» Entwicklung mit Formaldehyd (0,037%) / Citronensaure(0,01%) /

H,O

» Stop der Entwicklung mit Essigsaure (5%)
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» Auswertung der 2-D-Gele:

Zur Auswertung wurden die frisch geféarbten Gele mit einem Densitometer (GS-700, Imaging
Densiometer, Biorad, Minchen) optisch abgetastet und mit Hilfe eines computergestitzten
Auswerteprogramms “Melanie |1” (Biorad, Miinchen) bearbeitet. Die Spots wurden qualitativ
und quantitativ ausgewertet. Die qualitative Auswertung bestand in der Identifizierung der
Spots, dabei konnte auf 2-D-Plasmakarten (Anderson und Anderson, 1991; Golaz et al., 1993)
und auf die unter World Wide Web SWISS-2Dpage (http://www.expasy.ch.ch2d/ch2d-
top.html) enthatenen Referenzgele zurlckgegriffen werden. Da meistens dhnliche
Oberflachen von Nanopartikel zubereitungen verglichen werden, adsorbieren oft die gleichen
Proteine, alerdings in unterschiedlichen Mengen. Die Proteinmengen werden als
Spotvolumen angegeben, dabei ist das Spotvolumen die Integration der optischen Dichte tber
die Flache aller detektierten Spots. Zusétzlich wurde der prozentuale Anteil eines Spots an der
gesamtdetektierbaren Proteinmenge angegeben. Der direkte Vergleich der absoluten Menge
zwischen unterschiedlichen Proteinen ist aufgrund der proteinspezifischen Farbeeigenschaften

nicht moglich.

3.2.1.4.5 Elektronenmikroskopische Unter suchung

Die Elektronenmikroskopie kam zum Einsatz, um die mit dem GrofRenmef3verfahren
gefundenen Ergebnisse zu untermauern und um Form und Gestalt der Nanopartikel zu
untersuchen. Die Nanopartikelproben wurden auf ein 300-mesh-Kupfernetz (Plano, Wetzlar)
aufgetropft, die Uberschiissige L ésung nach wenigen Minuten abgesaugt und die auf dem Netz
anhaftenden Nanopartikel Iuftgetrocknet. Die Proben wurden nativ und nach Kontrastierung
mit Uranylacetat (Merck, Darmstadt) und Ammoniummolybdat im Transmissionsmikroskop
(JEM100 CX, Jeol, Tokyo, Japan) bel einer Beschleunigungsspannung von 80 kV und einer
VergrofRerung von 10.000 und 50.000 untersucht. Die Ergebnisdokumentation erfolgte auf
Planfilmen. Die Arbeiten auf diesem Gebiet wurden freundlicher Weise von Frau Lehmann

aus der Arbeitsgruppe “Drug Targeting” des MDC Berlin-Buch vorgenommen.

3.2.1.5 Herstellung radioaktiver Nanopartikel

Fur die in vivo-Versuche wurden speziell hergestellte radioaktiv markierte PMMA-Partikel
verwendet, die es ermdglichen, eine genaue Aussage Uber ihre Verteilung im Korper zu
machen. Zur Synthese der radioaktiven Nanopartikel wurde ein von Amershame Life Science
(Little Chalfont, UK) hergestelltes Methyl(2-**C)methacrylat-Monomer verwendet. Die
Herstellung erfolgte wie bei Kreuter et al. (1979) beschrieben. Dabei wurde im 1. Schritt
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Cyanohydrin aus 2-**C-Aceton hergestellt, das dann weiter zu Methyl(2-**C)methacrylat
verarbeitet wurde. Nach Reinigung des Monomers und Ldsung in Phophatpuffer erfolgte die
Bestrahlung in der Eidgendssischen Versuchsanstalt Wadenswil (Schweiz) mit einer ®Co-
Quelle (500 krad). Das entstandene Partikel-Puffer-Gemisch bestand zu 37,2% aus
Polymethyl (2-**C)methacrylat und zu 62.8% aus Puffersalz. Das entstandene Polymer besal3
eine Aktivitéat von 4,43 uCi/mg.

3.2.1.5.1 Herstellung der Partikelpraparationen

a) Unbeschichtete Prapar ationen:

Das gefriergetrocknete Nanopartikel-Puffer-Gemisch (30,34 mg) wurde in 10 ml Aqua dest.
(sterilfiltriert) suspendiert. Die Partikelzubereitung (Préparationsbezeichnung A) wurde
20 min bei 35 kHz im Ultraschalbad (T570, Roth, Karlsruhe) behandelt. Da die
unbeschichteten Nanopartikel schnell wieder aggregierten, wurde vor jeder Applikation eine
erneute Beschallung fur 20 s vorgenommen.

b) Beschichtete Pré&par ationen:
Es wurden 30,34 mg Lyophilisat eingewogen und mit 5ml destilliertem Wasser versetzt. Nach
einer Beschallzeit von 5 min wurden 5 ml einer 2% Tensid-16sung dazu gegeben, so dal? eine
1%-tige Gesamtmischung (Tensid, PMMA, Wasser) entstand, die dann fir weitere 15 min im
Ultraschallbad behandelt wurde.
Als Tenside wurden fur die Préparationen (B, C, D) eingesetzt:

B: Polysorbat 80,

C: Poloxamer 407,

D: Poloxamin 908.

3.2.1.5.2 Aktivitat der Injektionssuspension

Das Nanopartikellyophilisat wurde fur jeden Tierversuche neu eingewogen und die
Préparationen jeweils frisch zubereitet.

Das Pulver mufite unter besonderen Sicherheitsbedingungen entnommen werden, da es stark
hygroskopisch war. Aufgrund dieser Eigenschaft war es nicht moglich, fur alle Zubereitungen
exakt die gleiche Menge einzuwiegen. Je 4 Proben der Injektionssuspensionen wurden im
FlUssigkeitsszintillationsmef3gerdt (TRJ-Carb, Packard, Frankfurt) gemessen und dies ergab

eine mittlere Aktivitéten von:
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Tab.5: Konzentration (UCi,ml) der radioaktiv markierten | njektionssuspensionen (A, B, C, D), angegeben
as Mittelwert mit Standardabweichung

Praparation A B C D
[uCi/mi] [UCi/ml] [UCi/ml] [puCi/ml]
Versuch | 5,98 514 5,09 4,30
+0,01 +0,08 +0,07 +0,26
Versuch I 7,31 4,05 4,63 511
+0,12 +0,05 +0,06 +0,26
Versuch [ 11 4,62 4,02 5,56 512
10,22 10,04 10,21 +0,17

Diese Aktivitdten wurden fur die weiteren Berechnungen in den jeweiligen Studien benutzt.

3.2.2in vivo-Untersuchungen

3.2.2.1 Versuchstiere

Fir den Versuch | wurden 160 mannliche B6D2F1-Mause (Charles River, Sulzfeld)
verwendet. Fur die beiden anderen Versuche fanden, einschliefdlich der Vorversuche, 318
immundefiziente, weibliche Mause (Ncr, Taconic, Germantown, USA) Verwendung, da es
sonst zu keinem Anwachsen der humanen Tumoren kommt. Bei den immundefizienten
Mausen handelt es sich um nude-Mause, die aufgrund eines Gendefektes keine reifen T-
Zellen besitzen. Die B6D2F1-Mé&use wurden bei 20°C und die nude-Méause bei 25°C und
einer Luftfeuchtigkeit von 50% in genormten K&figen auf sterilisierter Einstreu (ssniff, Soest)

gehalten. Sterilisiertes Futter (ssniff, Soest) und Wasser wurde ad libitum angeboten.

3.2.2.2 Phar makokinetische Unter suchung der PMMA-Partikel an 3 Tumormodellen

Die Verteilung der PMMA-Partikel im Organismus wurde an tumortragenden Mausen
untersucht. Es kamen drei verschiedene Tumormodelle zum Einsatz, die sich in Aufbau,
Wachstum und Lokalisation unterschieden und eine besondere Problematik (Inzidenzrate,

Therapierbarkeit) in der humanen Krebstherapie (siehe Literaturtibersicht) darstellen.:
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Tab. 6: Uberblick iiber die im experimentellen Teil der Arbeit verwendeten Tumoren

Versuch | Tumorart Herkunft Charakterisierung Autor
I murines Melanom spontan, am Ohr einer | melanotisches Geranet al.,
(B16) C57B1/J6 Maus, Melanom, solide 1967

seit 1979 in der AG
~Exper. Pharmakol. u.

Onkologie"
Il humanes Alter: 54 Milchgangskarzinom | Widmaier et al.,
Mammakarzinom (MaTu) | Geschlecht: weiblich 1974
Lokalisation:Milchgang,
1974 von ATCC
erhaten
11 humanes Glioblastom Alter: 61 Jahre Glioblastoma Bigner, et al.,
(U-373) Geschlecht: mannlich multiforme 1981

Lokalisation: temporal, | (Grad V)

seit 1979 in der AG
»Exper. Pharmakol. und
Onkologie"

Die fur die pharmakokinetischen Untersuchungen der PMMA-Nanopartikel ausgewahlten
Tumormodelle lassen, aufgrund der deutliche Unterschiede zwischen den Tumoren, eine
Aussage Uber die Einsatzmoglichkeit der Partikel als Arzneistofftréger in der Krebstherapie
Zu.

Das B16-Melanom wurde eingesetzt, weil es ein sehr schnell wachsender Tumor ist, der
schon nach wenigen Tagen in die Lunge metastasiert. Der Primartumor zeigt kein infiltratives
Wachstum und ist in seiner makroskopischen Beschaffenheit weich bis briichig (Geran et a.,
1967). Beim Mammakarzinom handelt es sich dagegen um einen sehr derben, festen Tumor,
der nur langsam wéachst und keine Metastasen bildet. Das Glioblastommodell wurde etabliert,
weil es nur in einem intrazerebralem Modell moglich ist die besondere Situation der Blut-
Hirn- und Blut-Tumor-Schranke mit zu beriicksichtigen. Es ist heute noch immer fast
unmaoglich einen Menschen oder ein Tier, der oder das an einem Glioblastom erkrankt ist,

dauerhaft zu therapieren (siehe 2.2.1).

3.2.2.2.1 Aufbereitung der Tumor zellen fur die Tierversuche

e murines Melanom (B16),

¢ humanes Mammakarzinom (MaTu),

» humanes Glioblastom (U-373) durchgefihrt.
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3.2.2.2.1.1 Préparation der B16-Melanomzellen

Die Zellen fr diesen Versuch wurden aus einem in vivo-Tumor gewonnen. Die Tumorzellen
wurden auf weiblichen C57BL- Mausen kultiviert und nach 14tégigem Wachstum aus dem
entstandenen Tumor isoliert. Der Tumor wurde unter sterilen Bedingungen enthommen und
fein mit einer Schere zerkleinert, durch ein Gazefilter gegeben und in HBSS suspendiert.
Nach Anfarbung und Auszahlung der Zellkonzentration wurde eine Zellzahl von 5x10%ml
eingestellt. Diese Zellsuspension (0,1ml) wurde in den linken Oberschenkelmuskel (Musculus

biceps femoris) injiziert.

3.2.2.2.1.2 Préparation der MaTu-Zellen

Die humanen Mammakarzinomzellen der Linie MaTu wurden in RPM1-1640-Medium (Life

Technologie, Grand Island, USA) mit 10% fotalem bovinen Serum (RPMI/FBS) bei 37°C,

5%CO, und 90% L uftfeuchtigkeit im Inkubator kultiviert.

Die Aufbereitung der Zellen erfolgte nach folgendem Protokoll:

» Dasalte Medium wurde entfernt und die Kulturflasche mit 6 ml PBS gespilt.

o Eswurden 1,5 ml Trypsin-EDTA-Gemisch hinzugegeben und 3 min inkubiert.

e Durch die Zugabe von 6 ml RPMI/FBS wurde die Trypsinreaktion gestoppt und die
gelOsten Zellen resuspendiert.

* Umeintrypsinfreies Zellpellet zu erhaten, wurde 10 min bei 1000 U/min zentrifugiert.

e Im Anschluf daran wurden die Zellen zweimal in 20 ml PBS gewaschen und jedesmal
erneut zentrifugiert.

e Umdie Anzahl der Zellen zu bestimmen, wurden die Tumorzellen mit Trypanblau versetzt
und in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Das Trypanblau farbt nur tote Zellen oder
Zellen mit defekter Zellmembran an.

« Die Zellen wurden erneut zentrifugiert und der Uberstand entfernt.

» Zur Einstellung der entsprechenden Zehlzahl wurde PBS verwendet.

Fir den Tierversuch wurde eine Konzentration von 1x10® Zellen pro ml eingestellt. Jede

Maus erhielt 0,1 ml dieser Zellsuspension s.c. in die recht Flanke injiziert.

3.2.2.2.1.3 Praparation der Glioblastomzellen
Die humanen Zellen der Linien U-373, U-343, T15/96 und T23/96 wurden wie die MaTu-
Zellen kultiviert und fUr den Einsatz am Tier vorbereitet. Die Konzentration wurde nach den
Vorversuchen fir U-373 auf 6,66x10° Zellen pro ml eingestellt, so daR sich im
Injektionsvolumen (3pl) 2x10° Zellen befanden.
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3.2.2.3 Vorversuche zum Glioblastommodell, einschlief3lich der Ergebnisse

Die Vorversuche dienten dazu, sinnvolle Rahmenbedingungen fir den Haupversuch
festzulegen. Ziel war es, ein Gehirntumormodell zu entwickeln, das, so weit wie moglich, den
Verhdltnissen eines am Glioblastom erkrankten menschlichen Gehirns entspricht.

Um unter in vivo-Bedingungen ein Wachstum humaner Zellen (xenogenen Zellen) zu
erreichen, wurden insgesamt 26 immundefiziente Mause (Ncr, nude/nude) eingesetzt. Die
Tumorzellen wurden zu diesem Zweck in die rechte Hemisphére des Grof3hirnes (Putamen)
injiziert. Die Mause wurde mit Etomidat (Radenarkon, Astamedica, Frankfurt) mit einer
Dosis von 40 mg/kg KG narkotisiert und in einem selbst konstruierten Fixierrahmen
eingespannt. Nach der Eroffnung der Haut Uber dem Hirnschadel wurde mit einer Kanule
(23G, Terumo, Leuven, Belgien) ein Offnung 3 mm lateral von der Medianebene auf dem
Bregma (Knochennaht zwischen Os frontale und Os parietale) gebohrt. Durch dieses
Bohrloch konnte dann eine 10 pl Injektionsspritze (Hamilton, Sigma, Géttingen) mit einer
S26 Kantule eingefihrt werden. In einer Tiefe von 3 mm wurden die Tumorzellen appliziert.
Im Anschluf an die Applikation wurde die Wunde mit Gewebekleber (Histoacryl, Braun,
Melsungen) verschlossen. Bis zum Erwachen aus der Narkose wurden die Tiere unter einer
Rotlichtlampe vor Unterkiihlung geschiitzt. Die Tiere begannen unmittelbar nach der Narkose

mit der Futteraufnahme.

Fol gende Fragestellungen wurden bearbeitet:

1. Auswahl einer geeigneten humanen Tumorzellinie, die fir die intrazerebrale Applikation
in immundefiziente Méuse geeignet it,

2. erforderliche Tumorzellzahl,

3. Applikationvolumen und -zeit,

4. Wachstumsdauer, ohne dal3 es zu einer Beeintrdchtigung der Lebensqualitét fur das

Versuchstier kommt.
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1. Auswahl einer geeigneten Glioblastomzellinie:
Folgende vier humane Glioblastomzellinien (10° Zellen in 5pl) wurden von in die rechte
Gehirnhemisphére von je 2 nude-Mausen appliziert.

Tab. 7: Ubersicht Gber humane Glioblastomzellen, die auf ein intrazerebrales Wachstum in der Maus hin

untersucht wurden

Tumor Herkunft Charakterisierung Autor

U-343 Alter: 60 Jahre Glioblastom Westermark et al., 1973
Geschlecht: mannlich (Grad I11)
Lokalisation: -
vom DKFZ - Heidelberg
erhalten

U-373 Alter: 61 Jahre Glioblastoma multiforme | Bigner, et al., 1981
Geschlecht: mannlich (Grad IV)
Lokalisation: temporal
vom ATCC erhalten

T15/96 Alter: 55 Jahre Glioblastom aus der Zellkultur von der
Geschlecht: - (Grad -) Forschungsgruppe
Lokalisation: rechts parietal »Neurowissenschaften* desMDC-
von AG des MDC erhalten Berlin erhalten, 1996

T23/96 Alter: 60 Jahre Glioblastom aus der Zellkultur von der
Geschlecht: - (Grad -) Forschungsgruppe
Lokalisation: rechts temporal »Neurowissenschaften* desMDC-
von AG desMDC erhalten Berlin erhalten, 1996

-: fehlende Informationen

Nur Zellen der Linie U-373 zeigten ein intrazerebrales Wachstum in der Maus. Der Tumor
zeichnete sich durch ein stark infiltratives Wachstum (typisch fur viele humane Glioblastome)
aus. Da es zu einem gleichzeitigen s.c. Wachstum der U-373-Zellen kam, mufite in den
anschlief3enden Vorversuchen die Zellzahl und das Injektionsvolumen festgel egt werden.

2. Festlegung der Tumorzellzahl:

In Anlehnung an Arbeiten von Altenschopfer (1998) und Y oshida (1996) wurden im Versuch
A1 1x10* Zellen und im Versuch A2 2x10° Zellen inokuliert. Es wurden 3 Zeitpunkte (14, 21,
28 Tage) mit je 3 Tieren pro Zeitpunkt festgelegt. Nach den jeweiligen Zeiten wurden dann
die Tiere durch zervikale Dislokation getttet, die Gehirne enthommen und zur weiteren
Untersuchung in 2-Methylbutan (-40°C) schockgefroren.

Bel der mikroskopischen Untersuchung konnte bel Gruppe Al eine 60%-ige und bei A2 eine
100%-ige Anwachsrate gefunden werden.
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3. Volumen und Zeitdauer der Applikation:

Im vorangegangenen Versuch A2 wurden die Zellen in einem Volumen von 3 pl (PBS)
aufgenommen und Uber eine Zeit von 3 min appliziert. Auf Grund der Grof3e der Tumorzellen
war es nicht moglich, eine gréf3ere Zellzahl in ein Volumen von 3 pl zu verbringen. Nach der
Applikation der Zellen wurde die Injektionskanlle in 2 Teilschritten, je 1,5 mm/min, entfernt.
Das Zuruckziehen der Nadel erfolgte Uber eine Zeitdauer von 2 min, um eine Ausbreitung der
Tumorzellen durch den Einstichkanal in andere Gewebe (Knochen, Haut) zu verhindern. Da
es bel diesem Arbeitsablauf zu einem alleinigen Wachstum in der rechten Gehirnhemisphére
und zu keinen Zwischenfdlen wahrend der Applikation kam, wurden diese Parameter als

geeignet befunden und keine weiteren Tierversuche zu dieser Fragestellung durchgefihrt.

4. Wachstumsdauer:
Die aus Versuch A2 gewonnen TumorgroRen sind in mm® zu den jeweiligen

Untersuchungszeitpunkten im Diagramm dargestellt.

Tumonialumen (mmjj
]

1z 14 16 18 20 . 24 2fi 78 30
Teit (d)

Abb. 4: Wachstumsintensitét der Hirntumorzellen (U373), dargestellt als Tumorgréfien (mm®) der einzelnen
Versuchstiere 14, 21 und 28 Tage (d) nach der intrazerebralen Inokulation

Die im Diagramm dargestellten Werte zeigen eine kontinuierliches Wachstum des Tumors
Uber die Zeit. Die Tiere zeigten zu keinem Zeitpunkt Verhaltensdnderungen, die auf einen

Zusammenhang mit dem wachsenden Tumor hinweisen kdnnten.
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3.2.2.4 Anfertigung der Gefrierschnitte

Fur die immunhistologischen Untersuchungen wurden 36 und fir die Versuche zum
Glioblastommodell 390 Gefrierschnitte mit dem Kryostaten (CM3050, Leica, Nufdock) in
einer Starke von 5 um angefertigt. Die Gehirne wurden nach der Entnahme aus dem Tier in 2-
Methylbutan bei -40°C schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bel -80°C gel agert.
Im Kryostaten wurden die Organproben auf -20°C temperiert, dann auf einem Probenhalter
mit Tissue-Tek (Plano, Wetzlav) fixiert und geschnitten. Anschlief3end wurden die Schnitte

vor der weiteren Bearbeitung luftgetrocknet.

3.2.2.5 Auswertung der Gehirnschnitte

Die Schnitte (390) wurden im Anschlul® an die Lufttrocknung in einer 0,5% Kresylviolett-
Losung (Romeis, 1989) gefarbt und in der aufsteigenden Alkoholreihe bis Xylol entwassert
und dann mit Eukit (Kindler GmbH, Freiburg) eingedeckelt. Bei Kresylviolett (Merck,
Darmstadt) handelt es sich um einen speziell die Zellkerne anférbenden Farbstoff. Die
Auswertung der Schnitte erfolgte mittels histologischer Beurteilung unter dem
Lichtmikroskop (Axioskop, Zeiss, Jena) und Bestimmung der Tumorgrof3en mit einem
computergestitzten Auswertungsprogramm (NJH-Image/1,59/ppcAlias). Dazu wurden die
Schnitte mit einem Durchlichtscanner (Sharp, JX-610, Japan) in den Computer eingescannt
und die maximale Lénge (L) und die Breite (B) des Tumors bestimmt. Mit Hilfe der in der
Onkologie haufig verwendeten Sphéroidformel konnte das Tumorvolumen (V) ermittelt
werden.

V=L x(BY
2

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal3 nur die Glioblastomzellinie U-373, bel einer
Zellzahl von 2x10° in einem Volumen von 3 pl (PBS), ein intrazerebrales Wachstum (100%)
zeigte. Die Applikation der Zellen erfolgte Uber einen Zeitraum von 3 min und das
Zuruckziehen der Injektionskanule tber 2 min. Zu keinem Untersuchungszeitpunkt (14, 21,

28 d) wurden experimentbedingte V erhaltensénderungen sichtbar.

3.2.2.6 Injektion der radioaktiven Nanopartikel
Fur jede Prgparation (A, B, C, D) und jeden Zeitpunkt (0,5h; 1 h; 2h; 4h; 8 h; 24 h; 72 h;
168 h) wurden in den Versuchen | und |1 5 Tiere und nach Bekanntwerden der Empfehlungen

von Newell und Hendriks (1998) fur die Durchfihrung von pharmakokinetischen
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Tierexperimenten zur Erprobung neuer Substanzen nur noch 4 Tiere verwendet. Die Méuse
erhielten je Versuch eine adadguate Menge Partikelsuspension (0,01ml/g KM) in die
Schwanzvene injiziert. Die Injektionsgeschwindigkeit betrug 1ml/min. Die Injektion wurde
mit einer 1 ml Spritze (Braun, Melsungen) und einer 25 G-Kanile durchgefihrt. Die

Injektionsdosen betrugen je nach Versuch :

Tab. 8. Dosis (uCi,kg KM) der radioaktivmarkierten I njektionssuspensionen (A, B, C, D), angegeben als
Mittelwert mit Standardabweichung

Praparation A B C D
[UCi/kg KG] [uCi/lkg KG] [uCi/kg KG] [UCi/kg KG]
Versuch | 59,8 51,4 50,9 43,0
+0,12 10,84 10,75 12,67
Versuch I 73,1 40,5 46,3 51,1
+1,18 10,52 10,61 12,62
Versuch 111 46,2 40,2 55,6 51,2
12,22 10,36 +2,13 +1,67

Unmittelbar vor jeder Applikation wurden die Partikel der Gruppe A einmal fur 20s beschallt.

3.2.2.7 Organpr apar ation

Den 448 Tieren wurde zu den entsprechenden Zeitmefjpunkten 0,1 ml Blut aus dem
retrobulbaren Venenplexus entnommen. Im Anschlu? daran wurden die Mause durch
zervikale Didokation getotet. Folgende Organe wurden nach Erdffnung der Brust- und
Bauchhohle herausprapariert: Herz, Lunge, Leber, Niere und Milz. Das Gehirn wurde aus der
eréffneten Schadelhohle enthommen. Das Knochenmark wurde durch Spilen mit 0,4 mi
Natriumchloridlésung aus dem linken Os femoris gewonnen. Die Tumoren der Versuche |
und Il wurden aus dem umgebenden Gewebe herausprdpariert. Die Gesamtgewichte der
entnommenen Organe und Tumoren wurden ermittelt und in Scintillationsréhrchen in einer
durch den Probenaufbereitungsprozef? definierten Menge eingewogen. Da ein
Herauspréparieren des Gehirntumors nicht mdglich war, wurde im dritten Versuch die
Aktivitdt sowohl in der linken tumorfreien as auch in der rechten tumortragenden
Grofdhirnhemisphéare bestimmt. Die Injektionsstelle des Schwanzes wurde ebenfalls auf noch
vorhandene Restradioaktivitdt geprift, um eine genaue Bestimmung der injizierten
Nanopartikelmenge vornehmen zu kénnen. Alle Proben wurden im Gefrierschrank bel -20°C

bis zur weiteren Aufarbeitung gelagert.
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3.2.2.8 Aufarbeitung der Organproben

Um die Radioaktivitéat in den Proben bestimmen zu kdnnen, wurden sie nach dem Auftauen
mit 1 ml Gewebeldser (BTS-450, Beckman Instruments GmbH, Munchen) versetzt. Die
Proben wurden 1-2 Tage lang bei Raumtemperatur gelagert, bis die Organe vollstandig
aufgel6st waren. Danach erfolgte ein Zusatz von 0,1-0,3 ml H,O, zur Entfarbung der Proben.
Die Scintillationsréhrchen wurden dann mit 10 ml Scintillationsflissigkeit (Ready Organic
Cocktail, Beckman Instruments GmbH, Munchen) versetzt und nach einer zweiwdchigen
Lagerung in Dunkeheit in einem Flussigkeitsscintillationszéhler (Packard, Groningen,
Niederlande) vermessen. Wahrend der Lagerung kam es zum vollstandigen Abklingen der

Chemolumineszenz.

3.2.2.9 Berechnung der Organaktivitaten

Die Berechnung der Radioaktivitét als Mai’ fur die Partikelkonzentration in den Organen und
den Tumoren erfolgte nach Subtraktion der in der Injektionsstelle des Schwanzes
zurickgebliebenen Aktivitét. Es wurde fir das Blut, die Organe und den Tumor die
Vertellung der Partikel in Prozent der eingesetzten Menge angegeben. Um eine bessere
Aussage Uber die Aufnahmeféhigkeit der Gewebe und damit eine bessere Vergleichbarkeit
zwischen den Geweben zu erreichen, wurden auch die Radioaktivitéten pro mg Organmasse
umgerechnet als PMMA-Konzentrationen in ng pro mg Organmasse angegeben. Fir die
Bestimmung der Absolutwerte im Blut wurde ein Gesamtblutwert von 6,6 % der
Korpermasse nach Angaben der Tierdrztlichen Vereinigung fur Tierschutz eV. verwendet
(Nicklas, 1995).

3.2.3 Statistische Bear beitung der Daten

Die Daten wurden mit Hilfe des Tabellenkalkulationsprogramms Exel 7.0 erfalt,
aufgearbeitet und die Koérperverteilungen berechnet. Zur Statistischen Auswertung wurde die
Programme SPSS und Statistica verwendet. Nach Beratung am Institut fur Biometrie der
Veterindrmedizinischen Fakultét der FU-Berlin wurden die Mef3daten auf ihre Verteilung hin
untersucht, da diese nicht symmetrisch waren, wurde die weitere Bearbeitung unter
Zuhilfenahme nichtparametrischer Verfahren vorgenommen. Fir die ermittelten
Organkonzentrationen (ng PMMA/mg Organmasse), hier nur angegeben as Medianwert mit
1. und 3. Quartil, wurde der Mann-Whitney-Test (Paarvergleich) fur alle Praparationen, fur
jeden Zeitmel3punkt durchgefihrt. Die Beurteilung von 2 Praparationen als unterschiedlich

erfolgte nur, wenn zu allen Zeitpunkten ein p<0,05 vorlag.

58



Die Veranderungen der Korpergewichte im Verlauf der Versuche wurde mit Hilfe des

nichtparametrischen Paarverglei ches nach Wilcoxon berechnet.

3.2.4 Charakterisierung der Blutwerte
Um das Verhaten der Partikelprdparationen im Blut besser untereinander vergleichen zu
konnen, wurden fur die 3 Versuche mit Hilfe des Pharmakokinetikprogramms TOPFIT 2.1
folgende Parameter berechnet:

- Flache unter der Kurve (AUC) / ng/mi*h,

- Clearence (C) / ml/min,

- Vertellungsvolumen (Vc) /ml.
Die Berechnungen erfolgten mit Hilfe des IlI-Kompartmentmodells, da es die beste
Anpassung an die experimentell ermittelten Werte ergab. Zusétzlich muldten die bestimmten
Blutwerte manuell gefittet werden, um die Differenz zwischen den gemessenen und

angepaldten Kurvenverlaufen noch weiter zu verringern.

3.2.5 Untersuchung der Neoangiogenese der Tumor modelle

Um die in den Versuchen engesetzten Tumoren (B16-Melanom, Glioblastom-U373,
Mammakarzinom-MaTu) hinsichlich ihrer Fahigkeit zur Neoangionese zu charakterisieren,
wurden immunhistol ogische Farbungen durchgefihrt. Dazu kamen ein Antikorper (VEGF(C-
1) Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) gegen das Protein VEGF (vascular endothelial
growth factor) und einer gegen dessen Rezeptor (FLK-1(A-3) Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg) zum Einsatz. Es sollte sowohl untersucht werden, ob das Protein zur Induktion
der Angionese im Tumor synthetisiert wurde und ob der entsprechende Rezeptor dafir
vorhanden war. Beide Antikdrper sind in der Lage, sowohl an humane als auch an murine

Proteine oder Rezeptoren zu binden.

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte nach einem modifiziertem Protokoll (Junghahn) der

Firma Santa Cruz. Alle Chemikalien, die nicht mit Hersteller und Ort beschriftet sind, wurden

von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen.

» am Vortag angefertigte Gefrierschnitte wurden luftgetrocknet und im Khlschrank bei 4°C
gelagert,

» Fixierlosung | wurde auf die Schnitte aufgetropft und 15 min in einer Feuchtkammer auf
dem Schiittler inkubiert,

 danach Objektrager mit NKH-Puffer spilen,
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¢ zur Hemmung der endogenen Peroxidasen wurde 3% H,0,-L6sung aufgetropft und 5 min
in einer Feuchtkammer auf dem Schiittler inkubiert,

 danach Objektrager mit NKH-Puffer spilen,

» zur Blockierung unspezifischer Proteine wurde anschlieffend NAK-Medium aufgetropft
und 30 min in einer Feuchtkammer auf dem Schiittler inkubiert,

» Objektrager abklopfen,

 der 1:200 verdunnte Primarantikorper (Santa Cruz) wurde aufgetropft und 20 min in einer
Feuchtkammer auf dem Schttler inkubiert,

e zur Entfernung der nicht gebundenen Antikérper wurden die Objektrager zweima in
NKH-Puffer gewaschen,

* es wurden Biotin (LSAB-2Kit, K677, Dako, Hamburg) gekoppelte Sekundéarantikorper
(Anti-lg-Maus-Biotin) aufgetropft und 10 min in einer Freuchtkammer auf dem Schittler
inkubiert,

 danach zweimal in NKH-Puffer gewaschen,

» Schnitte wurden mit an Streptavidin (Dako) gebundener Peroxidase Uberschichtet und 10
min in einer Freuchtkammer auf dem Schuittler inkubiert ,

 danach zweimal in NKH-Puffer gewaschen,

» Farbesubstrat AEC-(Aminoethylcarbazol)-Chromogen (Dako) wurde aufgetropft und 10
min in einer Freuchtkammer auf dem Schittler inkubiert, positive Zellen zeigten eine
Rotfarbung,

* nach erneutem zweimaligen Waschen in NKH-LOsung konnten die Schnitte 2 min mit
Hamalaun gegengefarbt werden,

* im Anschluf daran wurden die Objekttrager in 37 mM Ammoniak differenziert und mit

wasser| 6slicher Gelatinel 0sung eingedeckelt.

Die fertigen Schitte wurden lichtmikroskopisch (Axioskop, Zeiss, Jenad) beurteilt. Da
immunhistologische Schnitte nur semiquantitativ ausgewertet werden koénnen, wurde zu
diesem Zweck ein eigenes Schema entwickelt. Bel einer Vergrofierung von 1 x 400 wurden
viermal 100 Zellen ausgezahlt und die Anzahl angeférbter Zellen fol gendermal3en bewertet.
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Tab.9:  Symbolbedeutung der unter dem Lichtmikroskop gefundenen Anzahl von immunhistologisch
angeférbten Zellen

Anzahl der angeférbten Zellen Symbol
0
2-5 +
5-10 ++
10-20 +++

So ist es maglich, zwischen geringen und starken Anférbungen zu unterscheiden, ohne auf die
Absolutzahlen enzugehen, die sich zwischen den einzelnen Gesichtsfeldern etwas
unterscheiden. Mit diesem Verfahren ist es nur moglich, eine grundsétzliche Aussage tber die
VEGF- und FLK-1-Expression zu treffen.

Neben den Gewebeschnitten wurden auch U-373 Zellen aus der Zellkultur auf die Expression

des VEGF-Proteins untersucht. Die Zellen wurden dazu auf einem Objekttréger angeziichtet
und wie die Schnitte der Tumorgewebe nach dem oben beschriebenen Protokoll bearbeitet.
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