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1 EINLEITUNG

1.1 Das Glioblastom

1.1.1 Klassifikation und Epidemiologie

Historisch gesehen bezog das Glioblastoma multéorseinen Namen aus dem
Mischbild der Nekrosen und Einblutungen in der Tuwuobnittflache des
makroskopischen Praparates. Nach der aktuellen WK#&3sifikation gehdrt das
Glioblastom zu den neuroepithelialen Tumoren, istsshochmaligne und damit dem
Grad IV zuzuordnen [17]. Es wachst infiltrativ bexogt ins Marklager der
GrolBhirnhemispharen. Infratentorielle Glioblastonkemmen seltener vor. Das
Glioblastom ist der haufigste hirneigene Tumor eiiter Inzidenz von 4 pro 100.000
Einwohner, meist ist die Altersgruppe zwischen A48 @5 Jahren betroffen [17]. Bei
jungeren Patienten entsteht das Glioblastom telksirsdar aus einem niedergradigen
Tumor, wie z.B. Astrozytom oder Oligodendrogliorm héheren Alter liegen zumeist
de novo, also ,primar* entstandene Tumoren vorsiBd Falle beschrieben, bei denen
es nach Ganzhirnbestrahlung im Kindesalter zweoksaBdlung von lymphatischer
Leukadmie oder Tinea capitis zur Glioblastomentstghin spateren Jahren kam [31].
Trotz intensiver Bemuhungen ist die Diagnose Géstim weiterhin infaust, die
mediane Lebenserwartung liegt zwischen 12 und 16a#m [34, 35].

Prognostische Faktoren sind neben der Lage undd#te des Tumors das Ausmal}
der Resektion, der Karnofsky-Performance-Status, Aliker des Patienten und der
Methylierungsstatus des Promotors fir das O-6-Mgtlanin-DNA-Methyltransferase
Gen (MGMT) [7]. Zwischenzeitlich konnten auch Mudaen des Isocitrat-

Dehydrogenase 1-Gens als prognostisch relevangeachsen werden [36].

1.1.2 Pathologie

Histologisch handelt es sich meist um wenig diffiererte Tumoren mit astrozytérer
oder sogar oligodendroglialer Komponente. Dasoléiistom wachst mit seinen
multipolaren feinen Fortsatzen infiltrativ in dasigebende, reaktiv veranderte Gewebe
ein. Die Zellmorphologie ist haufig sehr variabeAbpildung 1]. Es kommen
aufgeblahte Zellen neben Riesenzellen mit unteesitichen Kernkonfigurationen, aber
auch Kkleinzellige Areale vor [24]. Die polymorphefellkerne weisen erhdhte

mitotische Aktivitat auf und sind meist reich anr@matin. Der Anteil der Zellen, die



den Proliferationsmarker KI-67 exprimieren betrégtMittel 15 bis 20% [3]. Typisch
fur das Glioblastom sind die zentralen Tumornekmnosed erheblichen pathologischen
GefalRneubildungen, die nach der WHO-Klassifikatiaten Unterschied zu
niedergradigen, hirneigenen Tumoren ausmachen.

Abb. 1: Histologische Aufarbeitung eines Glioblastoms [R@}iginalvergrosserung: x400). A:

Mehrkernige Riesenzellen und haufige Mitosen. Bon®-Komponente mit Retikulin-Faser-
Farbung. C: Hohe Teilungsrate bei Nachweisfarburas dProliferationsmarkers MIB-1. D:

Tumorzellen mit starker GFAP Expression.

Fur die Genese des Glioblastoms wird angenommess, dla Summe unterschiedlicher
molekularer und zellularer Veranderungen schliéliber eine Transformation von
Vorlauferzellen zur malignen Entartung fuhrt. DapehOren beispielsweise die
Aktivierung von Onkogenen, deren Uberexpressiorr atiluste von chromosomalen
Genabschnitten. So finden sich in Glioblastomzehénfig Verluste des Chromosoms
10 oder des langen Arms von Chromosom 19, zum andeine Amplifikation von
EGFR-, CDK4- sowie MDM2-Genen [26]. Das Auftretenerd Aberrationen
unterscheidet sich zwischen primaren und sekundalieblastomen [Tabelle 1].



Astrozyten  oder  Vorlauferzellen / Stammzellen

WHO Grad Il Niedergradiges Astrozytom
TP53 Mutation (59%)
5.1 Jahre l Anamnesedauer:
weniger als 6 Monate
WHO Grad Il Anaplastisches Astrozytom
TP53 Mutation (53%)
11,9 Jahre
v v
WHO Grad IV Sekundar malignisiertes Glioblastom (5%) Primares Glioblastom (95%)
LOH 10q (63%) LOH 10g (70%)
EGFR Amplifikation (8%) EGFR Amplifikation (36%)
p16 "N 2 Deletion (19%) p16 K42 Deletion  (31%)
TP53 Mutation (65%) TP53 Mutation (28%)
PTEN Mutation (4%) PTEN Mutation (25%)

Tab. 1: Ubersicht der genetischen Veranderungen in sekemdénd primaren Glioblastomen
(modifiziert nach [26]).

Die zwischenzeitlich in der wissenschaftlichen tater aufgetauchte Diskussion, ob
Gliome durch Mobiltelefonbenutzung ausgelost werkénnen ist nach wie vor nicht
abgeschlossen. Die grolRen epidemiologischen Studlmschreiben diesen

Zusammenhang als eher unwahrscheinlich [5].

1.1.3 Diagnostik

Das erstmalige Auftreten eines epileptischen Aefallim Erwachsenenalter ist
hochverdéachtig auf das Vorliegen eines malignerazerebralen Prozesses und sollte
eine kernspintomographische Untersuchung nach zalten. Die Patienten schildern
oft auch Kopfschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen, saMiigligkeit und Abgeschlagenheit.
Diese Zeichen eines erhthten Hirndrucks kénnenmomen mit fokal neurologischen
Defiziten Hinweise auf die Lage der Raumforderuaen.

Neben der Notfalldiagnostik mittels Computertom@dpia nimmt die kraniale
Magnetresonanztomographie die filhrende Rolle inbdldgebenden Diagnostik einer
cerebralen  Raumforderung ein.  Unterstitzend  kdnnen funktionelle
kernspintomographische Verfahren (MR-Spektroskofypparent Diffusion Coefficient
ADC) und nuklearmedizinische Verfahren, wie SPECTdero Positronen-



Emissionstomographie (PET) zur Artdiagnose und zprdoperativen Grading
hinzugezogen werden [9].
Eine endgultige Diagnosesicherung kann nur duratolugische Auswertung einer

Biopsie oder eines Tumorresektates erreicht werden.

1.1.4 Therapie

Die Therapie des Glioblastoms besteht aus der Kuaatbbn von Operation,
Radiotherapie und Chemotherapie. Hierbei habeneld&t$tudien ergeben, dass eine
Komplettresektion die Uberlebenszeit nach Diagrieflesg verlangert [34]. Im
Vordergrund sollte trotz aller Therapiebemuhungen lcebensqualitéat des Patienten
stehen, was eine individuelle Abwagung und Entstiv@sfindung mit dem Patienten
und seinen Angehorigen erfordert. In den letztehrela haben sich als operative
Standardverfahren das Operationsmikroskop, die dhewigation und der
intraoperative Ultraschall etabliert [11]. Modemstherapieverfahren ermdglichen es,
intraoperativ — ahnlich dem Ultraschall — die Vtilsdigkeit der Tumorresektion zu
kontrollieren [37]. Die Verwendung des intraoperati Monitorings mittels evozierter
Potentiale und die Fluoreszenzresektion mittels nimdlavulinsaure konnen die
postoperativen Ergebnisse unter Schonung eloquEitteareale verbessern [34; 42].
Bei Kontraindikation zur Komplettresektion werdenee erweiterte Biopsie oder eine
stereotaktische Serienbiopsie angestrebt, um né#tbldygischer Diagnosesicherung
eine adaquate adjuvante Therapieform veranlasskarmen.

In der Regel erfolgt postoperativ eine fraktioreeBestrahlung mit insgesamt 60 Gray
an 30 wochentéglichen Sitzungen. Gleichzeitig értéét Patient eine orale Temodal-
Chemotherapie mit 75mg/m2 Korperoberflache an 4@iaanderfolgenden Tagen. Es
schlie3t sich eine zyklische Temodal-Gabe mit eilgsierung von 200mg/m?
Kdrperoberflache (in Einzelfallen 150 mg/ m?) imh8ma 5/23 Uber 6 Monate an [35].
In den meisten Féllen treten Rezidive auf, die eReoperation, eine fokussierte
Strahlentherapie, eine Anderung des Chemotherapiees oder den Einsatz
experimenteller Therapieansatze notwendig machen.

Bei unkontrollierbarem Rezidivwachstum bleibt nadile Einleitung einer palliativen
Therapie, wie etwa pflegerische und krankengymsesti Malinahmen oder eine

Hirndrucktherapie mit Dexamethason oder Mannit. Diexamethasontherapie des



Gehirndbdems wird dariber hinaus perioperativ undldiend zur Bestrahlung
regelmafig prophylaktisch angewendet [25].

1.1.5 Experimentelle Therapieansatze

Aufgrund der weiterhin ernsten Prognose der Glistolaerkrankung wird derzeit eine
Reihe von experimentellen Therapieansatzen im Rahm@n klinischen Studien

erforscht. So konnte in der 2007 abgeschlossenenocadalen Gentherapiestudie ein
Uberlebensvorteil von etwa drei Monaten fir Pagantder Temodalgruppe durch
Hinzuflgen der Gentherapie erzielt werden [10]. Z8&r wird ein adjuvantes

Chemotherapieprotokoll unter Verwendung von Avastin einer prospektiven,

randomisierten, multizentrischen Phase Il Studigetsucht.

Die Strategie der Gentherapie besteht darin, dieetggehe Information maligner

Tumoren so zu verdndern, dass fur den MenschenftigegiMedikamente eine

tumorizide Wirkung im Malignom entfalten kdnnen. ddaAufnahme des Gens in die
Zielzelle und Expression des ,fremden Enzyms" wraich intravendser Gabe das
ungiftige Prodrug in eine aktive, toxische Form @nvgndelt, die die Tumorzelle letal

schadigt (,Suizid“-Gentherapie).

Als Genvektor dienen hierbei meist replikationsindé& Retroviren oder Adenoviren.
In Zellkultur ist sogar die Verwendbarkeit bakt#eeVektoren gezeigt worden [23].
Die am haufigsten verwendeten Kombinationen sind:

1. Herpes Simplex Thymidinkinase / Ganciclovir: Dagische Produkt Ganciclovir-
Monophosphat hemmt die DNA Synthese der Zelle [29].

2. Escherichia coli Cytosindesaminase / AncotiElBercytosin wird in das toxische 5-

Fluoruracil umgewandelt, das zur Stérung der RNAd DNA-Synthese flhrt [27].

In der vorliegenden Arbeit soll als Vorversuch feentherapie mit Escherichia coli
Purinnucleosidphosphorylase / 6-Methylpurindesdaogid das entstehende 6-Methyl-
Purin in seiner direkten Wirkung auf Gehirngewelatersucht werden [2]. Es
interferiert mit der Biosynthese von RNA und DNAdukann so auch in gesundem
Gewebe Schéaden verursachen [22].



1.2 Ultrasonographie

1.2.1 Physikalische Grundlagen der Ultrasonographie

Ultraschallwellen bestehen aus periodischen Drulikwe die sich in Form von
Longitudinalwellen in Luft und Koérpergewebe austeei [12]. Ultraschallwellen
konnen aufgrund ihrer hohen Frequenz (>16 kHz) weemschlichen Ohr nicht mehr
wahrgenommen werden koénnen. Die Frequenzen desrninMedizin verwendeten
Ultraschalls liegen zwischen 1 und 20MHz. Die vaendSchallwellen ausgeldsten
Druckschwankungen fihren zu einer entsprechendeve@eng von Materieteilchen
d.h., die Ausbreitung von Schallwellen erfolgt dudie direkte Ankopplung an das zu
untersuchende Medium. Durch die Hin- und Zurtcklppwe der Teilchen betragt der
.Nettobewegungseffekt* eines Teilchens null, sod&shallwellen zwar Energie
einstrahlen, aber nicht Masse transportieren. Sebldén werden mittels Frequenz (f),
Wellenlange X), Periodendauer (T) und Amplitude (A) beschrie&h[

Wellenlange und Frequenz verhalten sich umgekptoportional, das heil3t, mit
steigender Frequenz nimmt die Wellenlange ab. tRrk gesehen wird damit das
Auflésungsvermégen fur kleine Strukturen verbessatier die Eindringtiefe des
Schalls nimmt ab. Mit hohen Frequenzen lassenastoberflachlich gelegene, kleine
Strukturen gut darstellen.

Die Schallgeschwindigkeit hangt vom Ubertragungsomacab. Je hoher die Elastizitat
(K) und je geringer die spezifische Dichtg éines Material sind, desto schneller kann
Schall geleitet werden. So ist die GeschwindigkeitKnochen zum Beispiel 3600m/s

wahrend sie im Fett nur 1470 m/s ist [14]

1.2.2 B-Mode

Der in der Ultrasonographie am haufigsten genutiMede zeigt ein aus
unterschiedlichen Graustufen zusammengesetztes dimegisionales Bild. Dies
geschieht, indem die von den Abtastzeilen empfamigenand vermessenen Echos
ortsaufgeldst und dann zum Teil mit einer Bildfolgen vierzehn Bildern/Sekunde an
die entsprechende Position in der Bildzeile einesn@uterbildschirmes zugewiesen
werden, so dass der Eindruck eines Echtzeitvenfigheatsteht [12], [Abbildung 2].

10
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Abb. 2: Ultrasonographische koronare Darstellung einest&agehirns im B-Mode. Zu sehen

sind die beiden GroBhirnhemispharen (A), das lymafge Ventrikelsystem (B) und die
Schéadelbasis (C)

1.2.3 C-Mode

Der ,colour mode* oder auch Farbduplexsonograpl@eagnt zeigt quasi die farbige
Kodierung der Blutflussgeschwindigkeit und —richkduauf das konventionelle B-Bild.
Die farbige Kodierung erfolgt durch ein Farbrasterlches aus vielen einzelnen
Bildpunkten entstent. Jeder Bildpunkt steht hierthér die Charakteristika der

Stromung. So entsteht auf dem Monitor der optisElmruck einer Strémung [12],
[Abbildung 3].
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Abb. 3: Ultrasonographische sagittale Darstellung einegt@rgehirns im C-Mode. Man sieht
die A. pericallosa (Marker+-+) sowie basal, am gagberliegenden Rand des C-Mode
Quadrates, die A. basilaris auf dem Clivus liegend.

1.2.4 Doppler-Mode

Schallwellen verlassen die Schallquelle entsprethémwer Frequenz mit einem
regelmafigen zeitlichen Abstand. Bewegt sich etimfeflektor vom Empfanger weg,

zum Beispiel ein Erythrozyt in einem Blutgefal3, wahegt er durch seine

Relativbewegung eine bestimmte Strecke zurlck. Rddwvachst der registrierte
Abstand zwischen zwei Wellenbergen beziehungsweigéellentdalern des

rickgestreuten Signals, das heil3t, die registridktellenlange wird grof3er, die
registrierte Frequenz im Vergleich zum urspringdictsignal niedriger. Bei Bewegung
eines Streuers auf die Sonde zu tritt entsprechéed umgekehrte nach dem
Osterreichischen Physiker Doppler benannte Effeift das heil3t, die Frequenz des
zurtckgestreuten Signales bei Bewegung des Reftektof die Schallquelle zu wird
hoher [12], [Abbildung 4]. Im B-Mode Bild kann nets Winkelkorrektur des

untersuchten Blutgefasses durch den Untersuchegesigllt werden, in welchem
Winkel sich Schallausbreitung und Blutgefass zuwilea befinden. Dies erlaubt dann,
die Frequenzénderung des Dopplereffektes direkBlutflussgeschwindigkeiten der

intravasalen Erythrozyten in cm/s umzurechnen [Khivig 4].

12



> -
P (TIENO. é)

e e 5,/12 0

-~ 1RB :
100% |
46dB ZD3
1.5¢cm "LO'B/S

CF9.OMH=
PRF3125Hz
F-Mitte]
74dB  ZD6

DF9. OMHz
PRF5208Hz
66dB
FT6 FG1.0

| F75Hz
@ 39°

Messen

PS= 26.5cm/s ED= 22.7cam/s TAMx= 12.9cm/s TAMn= 7.8cm/s
PI= 0.29 RI= 0.14 PS/ED= 1.17
arker an die Enddiastole setzen und SET driicken

Abb. 4: Ultrasonographische sagittale Darstellung mit waikorrigierter Doppler-
Berechnung der Blutflussgeschwindigkeit in cm/sAlgericallosa.

1.2.5 Power-Mode

Beim Power-Mode, auch Angio-Mode, wird das Signak adlen Amplituden der
zuruckgesendeten Frequenzanderungen berechnetiddaim Verfahren wird weder
die Geschwindigkeit des Blutflusses gemessen naehRichtung des Blutflusses
angezeigt. Die Sensitivitat der Darstellung furgsaime Stromung, tief liegende GefalRe
und geschlangelte Gefal3verlaufe ist sehr hochcfetommt es zu einer gesteigerten

Storanfalligkeit gegeniuber Bewegungsartefarktem, [Bbbildung 5].
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Abb. 5: Ultrasonographische koronare Darstellung mit Bestiung des Arteriendurchmessers
der Aa. Mediae (Markierungen +-+, x-x) im Powermotteder Mitte die beiden A1 Segmente
sowie der Truncus arteriosus anterior in Form einesigedrehten Y*.

1.2.6 Ultrasonographie in der Neurochirurgie

Trotz vieler Mdglichkeiten der kranialen bildgebendverfahren in der Neurochirurgie
wie zum Beispiel der kranialen Computertomograph(€CT) oder der
Magnetresonanztomographie (cMRT) ist auch die Bdn@graphie weiterhin von
unschatzbarem Wert. Sie erlaubt bildgebende Diagnas Echtzeit und ist dabei
schnell, zuverlassig, preiswert und ohne Strahlesheng.

Zur Klarung kraniozerebraler Erkrankungen stehea dxtrakranielle und die
transkranielle Doppler-Sonographie, die farbkoeieuplexsonographie und die
transfontanelle Sonographie bei Neugeborenen uashkihdern zur Verfigung.

Die pranatale Sonographie zahlt zu den Routinesmtéungen, zum Beispiel zum
Ausschluss von Missbildungen, Hydrozephalus odematiiophie, aber auch von
Hirnblutungen bei Neugeborenen. Auch lassen segelméaRige Verlaufskontrollen
ohne grofRen Aufwand und nahezu beliebig oft dutuiefii. Das Kind muss nicht einer
Strahlenbelastung wie im CCT oder einer Sediemiegm cMRT ausgesetzt werden.
Uber die Untersuchung von Kleinkindern und Neugehen hinaus, eignet sich das
Ultraschallverfahren auch zur Anwendung bei Erwanks. So ist zum Beispiel die
Beurteilung der hamodynamischen intrakraniellen aP&ter bei neurovaskularen

Erkrankungen moglich. Mit Hilfe der transkraniellBopplersonographie (TCD) lassen

14



sich die groRen basalen Hirnarterien darstellen.chNaeiner stattgehabten
Subarachnoidalblutung (SAB) muss kontrolliert werdeb bei dem Patienten zerebrale
Vasospasmen vorliegen. Auch thrombembolische Engesen sich mittels der TCD
herausfinden.

In der Tumorchirurgie bietet die intraoperative ralfonographie eine grof3e Hilfe.
Tiefer liegende Tumoranteile kdnnen lokalisiert ra$ser vom umgebenden gesunden
Gehirn abgegrenzt und dann entfernt werden. Daishgl gilt auch fur Zysten oder

intrazerebrale Abszesse.

1.3 Tiermodelle zur Untersuchung von Gehirntumoren

Verschiedene Tiermodelle zu Glioblastomen sinddristorgeschlagen worden, die die
Situation im Menschen nachbilden, ohne jedoch miagdivitat und die Odembildung in
Géanze widerzuspiegeln. Das Beaglemodell mit J3Tedelgeht von einer - im
Gegensatz zum Menschen - immunotoleranten Situadas und stellt grol3e
Herausforderungen an Aufzucht und Pflege, wenn eyfeddizahlen bearbeitet werden
sollen [28].

Das orthotope Mausmodell hat den Nachteil, dassléregeringen Grél3e des Tieres der
Tumor haufig in den subduralen oder subarachnoidddaum wéachst, was zu
Schwierigkeiten bei der intravitalen Gré3enbestimgtiihren kann [8].

Am haufigsten finden Rattenmodelle Anwendung [1lt den etablierten Systemen
zéhlen das Fisher 9L und das Wistar C6 Modell. béiewird eine definierte Anzahl
Tumorzellen in einer Tiefe von wenigen Millimeteintracerebral injiziert. Die
Zelllinien 9L und C6 waren durch Aufbringen von mdgoharnstoffen auf das Gehirn
chemisch induziert und nach Erhalt eines Tumorwaaohs in Zellkultur genommen
worden [1]. Da das C6 Modell in einem Auszuchtstageneriert wurde, kann es zu
einer Immunantwort fihren, weshalb eine engmaschitggebende Kontrolle des
intracerebralen Tumorwachstums notwendig wird [40¢ Erweiterung dieses Modells
mit der C6 LacZ Zelllinie erlaubt den Nachweis eimer Tumorzellen im
histologischen Schnitt mittels X-gal Farbung unchgcAussagen tber Tumorvolumen,
Migrationstendenz und Invasionsverhalten von Gliome

Die Verwendung immuninkompetenter Tiere ermoglictién Einsatz humaner

Gliomzelllinien im Nagergehirn wie zum Beispiel dieommerziell erhaltlichen
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Zelllinien D54, U87, U373 oder sogar aus Operapoagaraten von Patienten
gewonnene, und in Kultur genommene Glioblastomaellglierzu sind spezielle

Inkubatoren und Hygienemaflinahmen notwendig um ¢eeTvor opportunistischen

Krankheiten zu schitzen.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Wistarratte® IacZ Modell eingesetzt, um

potentielle therapeutische Effekte des 6-Methylifurzu untersuchen. Die hierbei
notwendige engmaschige bildgebende Kontrolle wurditels Ultrasonographie

durchgefuhrt, da die regelmaRigen kernspintomogsapkn Untersuchungen zu einer
nicht unerheblichen Belastung der Versuchstiereilgéfhatten und weil fur die

Fragestellung einer Wachstumsverzigerung histatbgipost mortem Bestimmungen

des Tumorvolumens nicht exakt genug erschienen.

1.4 6-Methyl-Purin

6-Methyl-Purin ist ein Purinmolekll, das an sein€@Atom mit einer Methylgruppe

substituiert ist [Abbildung 6]. Es diffundiert frelurch biologische Membranen und
wird als Basenanalogon der Nukleinbase Adenin inADMd RNA eingebaut. Es

hemmt sowohl die DNA-Transkription als auch die nglation und damit die

Proteinbiosynthese. Laut Angaben des Herstellegt ldie letale Dosis (LD 50) bei

Anwendung auf der Haut im Tiermodell bei 200mg/kige Losbarkeit in wassriger

Lésung endet bei 50 pg/ul. Erste chemotherapewatistdrsuche wurden vor tber 50
Jahren durchgefuhrt und wiesen eine sehr hohe if@ixdes 6-Methyl-Purins nach. Zur
Behandlung systemischer Krebserkrankungen beim éfhemshaben sich Purinanaloge
mit Schwefelverbindungen, wie zum Beispiel 6-MetoaPurin, durchgesetzt [20].

CH,
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H

Abb. 6: 6-Methyl-Purin mit seiner Methylgruppe (@Hm C6-Atom
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Mit der Entwicklung gentherapeutischer Strategian Behandlung maligner Tumoren
ist die Substanz wieder in den Blickpunkt des kdees gertickt. Neben den gangigen
Suizidgensystemen Thymidinkinase/Ganciclovir undo8ydesaminase/5-Fluorcytosin
wurde von mehreren Arbeitsgruppen das System Ruwieosidphosphorylase/6-
Methylpurindesoxyribosid untersucht. Hierbei wirdsadem nicht giftigen Prodrug 6-
Methylpurindesoxyribosid das cytotoxische 6-MetRylrin freigesetzt [Abbildung 7].
Die Wirksamkeit des gentherapeutischen Ansatze®lni®-Methylpurindesoxyribosid

auf Glioblastomzellen konnte bisher in Zellkulturssechen gezeigt werden [22].

CH, CH,
"
N/’ ]| \—N N/jrr
N w~ N ¥ N
~ PINP
HO-CH
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HO-CH,
O
OH H
6-Methylpurindesoxyribosid 6-KMethylpurin
Desoxyrihose-1-Phosphat

Abb. 7: Das Purinnucleosidphosphorylase/6-Methylpurindgsbwosid System Hier wird aus

dem nicht giftigen Prodrug 6-Methylpurindesoxyrilobsias cytotoxische 6-Methyl-Purin
freigesetzt.
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1.5 Fragestellung

Die in der vorgelegten Arbeit erhobenen Daten sotler Vorbereitung und n&heren
Beschreibung des experimentellen gentherapeutis@ystems PNP/6-Methylpurin-
Desoxyribosid dienen, um gegebenenfalls in einengeversuch den Einsatz zur
gentherapeutischen Gliombehandlung zu untersuchen.

Im Einzelnen wurden die folgenden Fragestellungearlieitet:

1. Welche Dosis intrazerebral injizierten 6-MetRylrins fuhrt zu Gewebslasionen?

2. Eignet sich das C6 LacZ Wistarratten TumormomneatlUntersuchung intratumoraler
6-Methyl-Purin Injektionen?

3. Eignet sich die ultrasonographische UntersucldegyRattengehirns zur Darstellung

zerebraler Lasionen oder Raumforderungen?
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2. Materialien

2.1 Instrumente

Bipolar Coagulator & Bipolar Cutter; Codman & 3theff, Inc., Randolph, MA
02368 MA

Bohrer Storz unidrive Il plus; Karl Storz Endogleo

Bohrhandstiick 252477, Karl Storz Bohdstiicke

Dia Messteilung 10mm; Leica

Dia Pfeil; Leica

Dia Objektmikrometer; Leica

Digitale Haushaltswaage; Tchibo GmbH222 Hamburg

Dissektor 226101 ES, Karl Storz, Tuttlingen

Joachim F.R. Kénig, Renate A. Klippel, The RaaiBrA Stereotaxic Atlas; The
Williams and Wilkins Company, Baltimore 1963 [13]

Lidsperrer BVOO7R, Aesculap, Tuttlingen

Linear Schallkopf VFX 13-5; Siemens

Microliter Syringes 10ul; Hamilton, Bonaduz AG,® Box 26, CH7402
Bonaduz

Microtome RM 2035; Leica

Mikroskop Leica DMRB

Nadelhalter BM33 005-597-01, Aesculap, Tuttlingen

Operationsmikroskop OPMI pico; Carl ZEISDberkochen

Pinzette anatomisch 19035; Geuder, Heidelberg

Pinzette chirurgisch OC24 inox, Aesculap, Tugién

Stanze NNS-2; Fehling Instruments, Karlstein

Stereotaxierahmen fur Nagetiere; KOPF Instrumemdgdtnien, USA

Ultraschallgerat Sono Line Elegra Advanced, Siesn&rlangen

2.2 Verbrauchsmaterialien

5-0 Ethicon Vicryl TF plus 8x 45cm; Johnson & debn GmbH, 41470 Neuss
1ler Feather Disposable Scalpel; Feather Saf@piRCO, LTD, Japan

BD Eclipse Needle 27 G 1/2" (0,4mm x 13 mm); Bbanklin Lakes, NJ 07417
USA
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BD Microlane 3 26 G 1/2" (0,45 mm x 13 mm); BDdgheda, Ireland

BD Plastipak Insulinspritze; Becton Dickinson S.Kadrid, Spain

Deckglaser 24x50 mm; R. Langenbinck, Emmendingen

Einbettkassetten; Fa Sakura Finetek, 79219 Staufe

Eppendorf Pipetten; Eppendorf, 22339 Hamburg

KaVo Spray; KaVo Dental Excellence, Kaltenbacld Moigt GmbH & CoKG,
D- 88400

Objekttrager 76 x 26 mm/3x1 inch; R. Langenbrireknmendingen
Spinal-Anésthesie-Lochtuch, 45 x 75 cm, Raguse élsely

Ultraschall-Gel; Arne Maass 33775 Versmold

Untersuchungshandschuh puderfrei GroRe L; NOBArb@edmittel Danz
GmbH und CoKG 58300 Wetter

Urinbeutel 3500ml; unomedical a/s DK-3460

Vlieskompressen 5x5 cm; Fuhrmann VerbandstoffdoBnMuch
Wattestabchen steril, kleiner Kopf, Karl Beeselibh& Co., Barsbuttel
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2.3 Medikamente

Ketamin Inresa 10ml 50mg/ml Injektionslésung; elsa Arzneimittel GmbH
Freiburg

Pancuronium Inresa 4mg/2ml; Inresa Arzneimittedldb Freiburg
Penicillin-Streptomycin; Firma DAA

Rompun 2% Injektionslosung; Bayer Vital GmbH, 6&3 everkusen

2.4 Chemikalien

6-Methyl-Purine 99%; Fa Sigma-Aldrich, Katalognmer M6502, 09419 Thum
Aqua ad iniectabilia 10ml Flasche; Fa Braun

Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM); Fa Gibdtew York USA
EGTA (Ethylenglykol tetraessigsaure); Sigma-Adthii Seelze

Eosin; Fa Sigma, 09419 Thum

Essigsaure 100%; Fa Merck, 64293 Darmstadt

Ethanol; Fa Riedel-de-Haén, 30926 Seelze

Foetal Bovine Serum (FCS); Fa Gibco, New York USA
Formaldehydlésung 3,5-3,7% 1 Liter; Otto FiscltzZmbH & CoKG, 66067
Saarbriicken

Glutaraldehyd; Fa Sigma, 09419 Thum

Haematoxylin; Fa Sigma, 09419 Thum

Kaliumhexacyanidoferrat(ll) (e(CN)); Fa Merck, 64293 Darmstadt
Kaliumhexacyanidoferrat(lll) (§re(CN)); Fa Merck, 64293 Darmstadt
Lithiumcarbonat 0,1%; Fa Sigma, 09419 Thum

Magnesiumchlorid (MgG); Fa Merck, 64293 Darmstadt

Methanol; Fa Riedel-de-Haén, 30926 Seelze

Natriumazid (Nal); Fa Fluka, 4002 Basel CH

Natriumchlorid 0,9% 10ml Flasche; Fa Braun
Natrium-Desoxycholat0,01%; USB

Natriumhydroxid; Fa Merck, 64293 Darmstadt

Paraffin; Fa Vogel Medizinische Technik und Etekiik, 35396 Giessen
Phosphate Buffered Saline (PBS); Fa Sigma, 094i.8n

PIPES Disodium salt; Fa Sigma, 09419 Thum
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. Propanol 50%; 75%, 90%, 100%; Fa Roth

. Salzsaure; Fa Merck, 64293 Darmstadt

. Triton X-100; Fa Sigma, 09419 Thum

. Wasserstoffperoxid-Lésung 3%; Otto Fischar GmbH @oKG, 66067
Saarbricken

. X-Gal (5Bromo-4Chloro-3indolyl-3-D-Galactopyrambds Fa Sigma, 09419
Thum

. Xylol; Fa Merck, 64293 Darmstadt

2.5 Versuchstiere

Bei den in dieser Doktorarbeit eingesetzten Labweh, handelt es sich um weilRe
Wistarratten aus der Hauszucht des Instituts fiiys®logie der Justus-Liebig-
Universitat Giessen. Die Tiere sind alle weibligh,- 8 Wochen alt und wiegen
zwischen 200 und 300g.

Zur Unterscheidung und Individualisierung der Tiemeirden diese mittels eines
nichtléslichen Stiftes an der Schwanzwurzel farmgrkiert. Die Tiere wurden unter
regelmaligem Tag-Nacht-Lichtrhythmus gehalten. e8ieelten Wasser und Futter ad

libitum.

Alle durchgefiihrten Versuche sind durch das Reggsprasidium Giessen und durch
das staatliche Amt fir Lebensmitteliberwachung,rstieutz und Veterindrwesen,
gepruft und genehmigt worden. Antragsnummer istAldenzeichen VI 63 — 19 ¢ 20-
15 (1) Gl 20/18 Nr. 01/2003. Genehmigung vom 220@3, Anderung vom
22.05.2003. Es folgte eine Verlangerung des Tisnahrsantrages am 08.03.2006 sowie
eine zweite Verlangerung am 06.02.2007. Zum 300@82vurde die Beendigung des

Tierversuchs angezeigt.
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2.6 Versuchsgruppen

Insgesamt wurden 58 Tiere in die Versuche eingessbh. 20 Tiere dienten zur
Etablierung der Technik, insbesondere der Stansiardng der Kraniotomie und der
Stereotaxie zur Injektion von Methyl-Purin bzw. Zojektion von Tumorzellen. Bei 18

Tieren wurde 6-Methyl-Purin in verschiedenen Dasmgen bzw. Kontrollmedium

appliziert. 20 Tiere wurden flr die Injektion vonrhorzellen verwendet.

2.7 Zelllinie

Die C6 LacZzZ7-Zelllinie (American Type Culture Calteon, Manassas; VA 20108
USA) ist ein Subklon der C6 LacZ-Zelllinie. Die CécZ-Linie entstand 1989 aus der
nitrosoharnstoffinduzierten C6 Zelllinie durch eigentechnische Veranderung des
Genoms. Mittels retroviralem Transfer wurde einenkassette eingebracht, die als
Fremdgene das E.coli lacZ Gen und eine Neomycstews tragt. Durch Hinzufligen
von Neomycin-artigen Substanzen in das Zellkultwion@ kénnen nur die Zellen
Uberleben, bei denen der Fremdgentransfer erfolgnear. Die Selektion in Zellkultur
erfolgt mit G 418. Zellen die dagegen resistent sexprimieren auch das LacZ-Gen,
da es auf derselben Genkassette liegt. Die Expresigs LacZ-Gens lasst sich mit dem
beta-Gal-Assay nachweisen, dieser farbt fremdggetde Zellen blau.

Um zu verhindern, dass die Zellen in Kultur dasnkdgen verlieren, wird der
Selektionsdruck mittels Zugabe von G 418 aufretisiéen. Bei den letzten
Passagierungen vor zerebraler Implantation wird@d4.8 nicht mehr hinzugefiigt, um

einen negativen Effekt auf das Tumorwachstum zhimdern.
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3. Methoden

3.1 Narkose

3.1.1 Ketamin-Xylazin Narkose

Vor jedem Eingriff werden die Tiere mit einer KetarXylazin-Kombinationsnarkose
anasthesiert. Entsprechend des Gewichtes einessTwagrden Ketamin 50ug/g sowie
Xylazin 10ug/g verabreicht. Hierzu werden zur Iti@k Ketamin 50mg/ml und
Xylazin 2% in NaCl 0,9 % im Volumenverhéltnis 2:Igémischt. Die Injektion erfolgt
intraperitoneal. FUr die Narkose werden im Mitte2dl aus einer Insulinspritze pro 10

Gramm Korpergewicht injiziert. Die Narkosedosisavin pI/Gramm dokumentiert.

3.1.2 Praoperative Vorbereitungen

Die Tiere werden vor jedem operativen Eingriff bzwltrasonographischen
Untersuchung entsprechend vorbereitet. Nach dengéilierfolgt die intraperitoneale
Narkose. Im Anschluss daran wird eine Rasur derflikag des Tieres vorgenommen.

Die Individualisierung der Tiere erfolgt mittelstiéger Markierung der Schwanzwurzel

in Ringform.
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3.2 Mikrochirurgische Kraniektomie im Tiermodell

Das Tier wird in Vollnarkose beidseits meatal im d&ereotaxierahmen fir Kleintiere
eingespannt. Es erfolgt ein ca. 3cm langer Langsdclvon interokular nach
interaurikular reichend. Ein Lidsperrer wird einges, nachdem Galea und Periost nach
lateral mit einem Wattetupfer weggeschoben wurd@an.Teil des Periostes wird auf
einer feuchten Kompresse aufbewahrt. Es erfolgt adig Darstellung der kndchernen
Suturen des Schadels. Der Kraniektomiedefekt scadichn lateral von den
Temporalmuskeln begrenzt sein und ca. 2-3 mm nestnat Gber die Sutura coronaria
hinaus und posterior bis zur Sutura lambdoideéhegicDies entspricht in etwa einem
Defekt von ca. 2cm x 1,5cm. Die Kraniektomie erfohgit dem Rosenbohrer unter
mikroskopischer Sicht, bis man durch die Kalottes ¢tirnparenchym durchscheinen
sieht [Abbildung 8].

Abb. 8: Intraoperativer Blick auf die freigelegte Hirnolfigiche mit dem mittelstandigen Sinus
sagittalis und den senkrecht dazu verlaufendenfl@witichen kortikalen Venen. Die Venen
unterteilen jede Hemispharenoberflache in vier egheachgroRe Quadranten.

Es erfolgt nun die Umstellung auf einen Diamantkohbis der Knochen bis auf die
Tabula interna abgefrast ist, sich pergamentaidigtdllt und sich teils von der Dura
mater ablost. Mit einem Mikrodissektor werden unt&forschieben einer

Mikrokompresse die restlichen Teile der Tabula rimke von der Dura mater
abgeschoben und geborgen. Die umgebenden Kraniektnochenrander werden mit
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einer Stanze begradigt, so dass keine scharfereKamrbleiben. In Hohe der Sutura
coronaria wird rechtsseitig eine Markierung in d@rmchenrand gefrast, die spater zur
Orientierung bei der stereotaktischen Injektiomtie

Beim Abldsen der Tabula interna kann es insbesenderBereich des Sinus sagittalis
superior zum Einriss der Dura mater und damit zubgen Blutungen kommen. In der
Regel stehen diese nach vorsichtiger Kompressidndem Tupfer. Sollte dies nicht
gelingen, kann das zuvor praparierte und zur Sg#legte Periost als Durapatch
fungieren und zur Blutstillung fuhren. Teilweisenkadie Blutstillung durch bipolare
Koagulation unterstitzt werden. Zum Schluss erfdigt Wundverschluss mit einem 5-
0 Vicrylfaden in Einzelknopftechnik.

3.3 Stereotaktische Injektion von 6-Methyl-Purin

Die Tiere werden narkotisiert und in den Stere@@hmen eingespannt. Es wird in
Hohe der ehemaligen Sutura coronaria rechtssdétign lateral des Sinus sagittalis
superior die Injektionsstelle markiert. Als Oriamtingshilfe zum Wiederauffinden der
ehemaligen Sutura coronaria wurde wahrend der Kkémmnie in deren Hohe eine
Markierung in die Linea temporalis gefrast.

Mit Hilfe eines 1ler Skalpells wird die Hautobecté& ca. 1mm weit eingeschnitten.
Mit einer Subkutankanile wird dieser Schnitt sortdies die Dura mater eroffnet ist.
Eine Hamilton-Nadel wird in die Halterung der St#exiefliihrung eingebracht und
erlaubt so, verschiedene Dosierungen des Puringorascs-Methyl-Purin stereotaktisch
Zu injizieren.

Hierzu wird die Injektionskanile von der Dura masersgehend pro Minute einen
Millimeter in das Hirnparenchym vorgeschoben, bis im sieben Millimeter Tiefe
angelangt ist. Dann wird im Abstand von 30 SekundienKanile zweimal um 1mm
zurickgezogen, bis sie in einer Tiefe von 5mm irplarenchym angelangt ist, dies
entspricht dem Gehirnareal des Nucleus caudatus.wWéuden 5ul mit der Lésung der
gewahlten Konzentration des 6-Methyl-Purins injizieNach der Injektion wird die
Nadel in Abstdnden von 30 Sekunden jeweils um eikdhmeter angehoben und
schlie3lich entfernt [Abbildung 9].
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Abb. 9: Darstellung des Stichkanals nach stereotaktisdmgktion rechts thalamisch mit
Volumenbestimmung (Markierung +-+ und x-X) desktgés in coronarer Schnittebene.

Es erfolgt die ultrasonographische DefektgroRenbestimmung nach dem
vorgeschriebenen Protokoll [Abbildung 10]. An Tagriach Injektion werden die Tiere
euthanasiert, dass Gehirn entnommen und nach Hofixiakung histologisch

ausgewe rtet.
Entnahme Gehirn
Ultraschalluntersuchung
Praparation
Schadelfenster  Injektion < >

-7 0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit [ Tage]

Abb 10:. Experimentelles Protokoll Methylpurininjektion
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3.3.1 Dosierungsschema des 6-Methyl-Purins

Zur Dosisfindung dienen 15 Tiere, je drei mit vazgleener Dosierung: 1ug, 5ug, 20ug,
100pg, 500ug in Dosiseskalation, das heil3t Abbies Vorversuchs bei Erreichen
einer letalen Dosis. Als Kontrollgruppe werden drEiere mit Injektion des
Losungsmittels PBS eingesetzt. Die DefektgroRe wadh Protokoll [Abbildung 10]
mittels Ultrasonographie bestimmt.

3.3.2 Aliquotierung des 6-Methyl-Purins
Die Aliquotierung wird so vorgenommen, dass duraispritzen von 5ul der jeweiligen
Losung die gewlnschten Mengen des 6 Methyl-Puntrazerebral erreicht werden.
Aufgrund der begrenzten Losbarkeit des Stoffes BE Rberhalb von 50ug/ul sind
Applikationen von mehr als 250ug nur als Aufschlammmaglich.
Verdinnungsschema:
1. PBS neu ansetzen
davon 125ul als Aliquot bei -20°C lagern
2. Aufschlammung 100pg/ul

15mg 6MeP in 150ul PBS, bei -20°C lagern
3. Aufschlammung 50ug/ul

15mg 6MeP in 300ul PBS, bei -20°C lagern

4. Stammlésung 20ug/ul

20mg 6MeP in 1ml (1000ul) PBS
davon 125ul als Aliquot bei -20°C lagern

5. Stammloésung 4pg/ul
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von 4. (20pg/ul) 25ul + 100ul PBS, bei -20°C lager

6. Stammloésung 1pg/ul

von 4. (20pg/ul) 7ul + 133ul PBS, bei -20°C lagern

7. Stammloésung 0.2ug/ul

von 4. (20pg/ul) 2ul + 198ul PBS, bei -20°C lagern

8. Rest von 4. (20ug/ul) bei -20°C lagern
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3.4 Zellkultur

3.4.1 Kultivierung eines OP- Praparates

1. DMEM-Kulturmedium mit 10% hitzeinaktiviertem &&n Rinderserum und 1%
Penicillin-Streptomycin-Lésung (50mg/ml) anreichern

2. Zellen in 5ml einer 1:1 Mischlésung aus Kultudien und Trypsin aufnehmen

3. Ansatz fur 3 Stunden zur Enzymeinwirkung im 3Bi@tschrank belassen

4. Losung mild zentrifugieren und Uberstand entern

5. Zellmaterial in Kulturflaschen mit frischem DMEMedium geben

6. Zellen ein bis zwei Tage spater von Medium uretritus befreien, mit frischem
Kulturmedium versetzen und bis zur Konfluenz ddtsélicht ziichten.

3.4.1.1 Passagieren einer etablierten Zellkultur

Die wachsenden Zellen mussen regelmaflig, wenn isan &konfluenten Zellrasen

gebildet haben, auf enzymatischem Wege voneinargidrennt werden (sog.

Passagieren). Dazu:

1. Medium aus der Kulturflasche entnehmen und Addkehutsam mit PBS tberspllen

2. Zellen vorsichtig mit 2ml Trypsinldsung benetzevovon 1,5ml wieder entfernt

werden. Die verbliebenen 0,5 ml Trypsin I6sen dadehr sowohl von der Unterlage als
auch von Nachbarzellen ab. Dieser Vorgang nimmt\&&uten in Anspruch und kann
durch vorsichtiges Schwenken und Abklopfen der dHasbeschleunigt werden. Eine
maoglichst vollstandige Vereinzelung der Zellenaszustreben.

3. Trypsin-Zellsuspension mit Kulturmedium auf Sswifftillen, von dieser Losung 0,5-
1ml in der Kulturflasche belassen und den Restrigeren oder verwerfen.

4. Verbliebene Zelllosung mit frischem Kulturmediuauf 5ml Gesamtvolumen

auffillen und im Brutschrank weiter kultivieren.

Die nicht bendttigten, abgelosten Zellen in der DMEMpsin Losung konnen fur

Versuchszwecke vorbereitet werden. Die Zellsuspensvird hierzu mittels einer

Zahlkammer auf den Einzelzellgehalt hin bestimmmtsrechend der Zellzahl/ml wird
eine Verdlinnung mit frischem Kulturmedium auf dén die Versuche gewlnschten
Zellgehalt vorgenommen. So kdnnen beispielsweige\farsuchstier 100.000 Zellen
pro 5ul DMEM Medium fur die Implantation ausgezakérden.
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3.4.2 LacZ - Nachweisfarbung
Der Nachweis des Fremdgenproduktes (E.gdHalaktosidase) erfolgt durch den Beta-

Gal-Assay. Dieser wird entsprechend den Empfehlurdgr American Type Culture
Collection (ATCC) durchgefuhrt:

0,125% Glutaraldehyd:
125ml Glutaraldehyd
ad 1 Liter 0,15M PBS
pH7,3 einstellen

Kihlschranklagerung

2% Paraformaldehyd:
313ul 0,5M EGTA in ddkO (pH 8,0)
2ml 1M MgCkb in ddHO
1M NaOH (pH-Justierung)
20g Paraformaldehyd
32,49 PIPES ,disodium salt”
ad 1 Liter ddHO
pH 6,9 einstellen
Lagerung bei 4°C

Waschlosung:
1ml 1M MgCk in ddHO
ad 500ml PBS

Farbelosung:

50mg X-Gal (5Bromo-4Chloro-3indolyl-D-galactopyranosid) lI6sen in
1,5ml N,N-Dimethylformamid
Lagerung bei -20°C

Mixerlésung:
0,169 KFE(CN)
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0,21g KFE(CN)

41pl 1M MgCh ddH0

10ul 0,01% Natrium-Desoxycholat in dgBi
20ul Triton X-100

ad 100ml PBS

Lagerung bei 4°C

Konservierungslosung:
0,02% NaN in PBS
Lagerung bei 4°C

Die zu farbenden Zellen werden mit 2ml der 0,12%nigslutaraldehydlésung fur 5
Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Danach wird d&sung entfernt und 2 ml der
2%igen Paraformaldehydlésung werden auf die Zgbigettiert. Diese Fixation wird
bei Raumtemperatur fir 4 Minuten belassen. AudsealiL6sung wird dann entfernt
und die Zellen werden mit 2 ml der Waschlosung den Fixiermittelresten befreit.

Die Waschlosung verbleibt fur 5 Minuten bei Raumpenatur auf den Zellen, wird
dann entfernt und ein weiterer Waschschritt schlgh an. Um die Farbel6ésung
fertigzustellen, werden 50 ul der X-Gal-Lésung mh@50ul der Mixerlésung frisch
vermischt (1:40). Nach Entfernen des Waschlosurgysidndes werden je 2ml der
fertigen Farbelosung in die Zellkulturschalchen edsan und der Férbeansatz Uber
Nacht im 37°C-Brutschrank inkubiert. Die Aktivitder B-Galaktosidase kann mitunter
bereits nach wenigen Minuten (15-30 min) unter &emklicher Durchlichtmikroskopie
beobachtet werden. Hierbei zeigt sich eine kraftiggkledre Blaufarbung der
Einzelzellen.

Die Farbelosung wird dann aus dem Kulturschélcmfemnt und je 3ml der 0,02%igen
Natriumazidldsung zur langeren Lagerung im Kuhlaokreinpipettiert. Die Farbung
bleibt so Uber Monate stabil und eine weitere Fakbeitdt im Hintergrund wird
unterbunden.

Diese Farbung ist sowohl auf Zellen in Kulturschéle, als auch auf Zellen im
histologischen Schnitt anwendbar. In der vorlieganArbeit kam sie zur Kontrolle der

erhaltenen Fremdgenexpression zum Einsatz. Eiracestebraler C6 LacZ-Tumor
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(2RGR 200907) wurde explantiert und zurick in Zdllkr genommen, diese Zellen
wurden gefarbt.

3.5 Stereotaktische intrazerebrale Implantation vornC6 LacZ Zellen im Tiermodell
Die Methodik wird analog zu der in Kapitel 3.3 blesebenen Injektion vorgenommen,
mit der Abwandlung, dass 5ul mit 100.000 C6 Lacdlefein das Hirnparenchym
injiziert werden. Das resultierende Tumorvolumendwiach Protokoll [Abbildung 10]

mittels Ultraschalluntersuchung dokumentiert.

3.6 Ultrasonographische Untersuchungstechniken

3.6.1 Sonographie zur Defektmessung nach 6-MethyulRn Gabe

Die Untersuchung wird mit dem linearen Matrix-Arr@ghallkopf (VFX 13-5, Sonoline
Elegra, Fa. Siemens) im B-Mode durchgefihrt. Esdemrjeweils koronare und
sagittale Untersuchungen aufgezeichnet, in dengn éer Defekt, der durch dass 6-
Methyl-Purin induziert wurde, bestimmen lasst. Diefektgrof3e wird mit der
Volumenbestimmung eines Rotationsellipsoids mit leemmel: Hohe * Breite * Lange
* 0,52 berechnet.

Insgesamt wurden 18 Tiere nach dieser Methode sudkt und das Ergebnis
schlie3lich mit den Defektgrof3en der histologischAeswertungen verglichen.

3.6.2 Sonographie zur Tumorvolumenbestimmung

Es werden jeweils koronare und sagittale Untersagén durchgefihrt, in denen sich
das Tumorwachstum untersuchen lasst. Die Tiereemegeémald Protokoll [Abbildung

10] nachuntersucht. Die Bestimmung der Tumorgroide gleichzeitig von mindestens
zwei Untersuchern durchgefiihrt. Der erste Untersufifhrt den Schallkopf, der zweite
Untersucher bedient die Konsole zum Einfrieren @agles und Vermessen der
TumorgroRe. Dieser Untersuchungsgang wird ansanig3viederholt, nachdem die
Untersucher den Arbeitsplatz getauscht haben.

Bei drei Untersuchern werden Einfrieren und Verraesan der Konsole auf zwei
Personen aufgeteilt. Die Untersuchung endet, waerj Untersucher einmal die
TumorgroRe vermessen hat. So entstehen drei Gré8aminungen, bei zwei

Untersuchern dementsprechend zwei Bestimmungendiggsn Ergebnissen wird dann

33



der Mittelwert berechnet und die Tumorgro3e mit Malumenbestimmung eines
Rotationsellipsoids mit der Formel: Hohe * Breiteé.&nge * 0,52 berechnet. Insgesamt
wurden nach dieser Methode 25 Messungen an 20nTaenehgefuhrt.

3.6.3 Sonographie zur Messung arterieller Blutflusgeschwindigkeiten

Die sonographischen Untersuchungen des Rattengahitrdem Schallkopf VFX 13-5
ermoglichen auch die Gefalldarstellung grof3er, sthasisnaher Arterien der Tiere.
Mit dieser technischen Ausstattung ist die Untemsag im Triplex-Modus maglich,
dass heil3t, die gleichzeitige Darstellung von Gutrukturen im  B-Mode,
farbkodiertem Blutfluss und die winkelkorrigiertegplersonographische Messung der
Blutflussgeschwindigkeit. Fur die Bestimmung derfdBelurchmesser wird der Power-
Mode verwendet. Die Bestimmung des GefalRdurchmesssfolgt Uber eine
intraluminale Distanzmessung, die senkrecht zua®&and verlauft.

Aus den Hullkurven des dopplersonographischen &gmwarden durch das Geréat die
mittlere Spitzengeschwindigkeit und die mittlereu8ussgeschwindigkeit berechnet
[Abbildung 4].

Die GefalRuntersuchungen wurden zu Beginn der Adirgesetzt, um Referenzwerte
fur die GroRenauflosung im Millimeterbereich liegen Strukturen zu erheben und die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse einzuschéatzen.
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3.7 Histologische Praparate

Fur die Auswertung der 6-Methyl-Purin Injektionerioggt fir alle Versuchstiere am

14. Tag die Explantation des Gehirns. Hierzu wigh charkotisierten Tieren 4mg
Pancuronium intraperitoneal injiziert. Nach Eirttdes Herz-Kreislauf-Stillstandes wird
nach medianem Hautschnitt Gber der KraniektomieGasirn freiprapariert und durch
den Kraniektomiedefekt in toto enthommen. Es wind Hormaldehydlésung Uber
mindestens 24 Stunden fixiert. Nach ZuschneidenPdaparate in zwei Teile, mittels
eines koronaren Schnittes, parallel zur Intermebtale in Hohe der ehemaligen
Injektionsstelle, werden diese in Paraffin eingedietDie histologischen Schnitte
werden mit einer Dicke von 5um angefertigt und @ief Objekttrager gezogen. Diese
werden fortlaufend nummeriert, um eine spatere Melorekonstruktion zu

ermoglichen. AnschlieBend werden die Préparater éft@matoxylin-Eosin-Farbung

unterzogen.

3.7.1 Histologische Auswertung

Zur Lasionsgréfienbestimmung werden die Schnitterahhhrer Nummerierung und
der dargestellten cerebralen Strukturen den zuggh®r Koordinaten im
stereotaktischen Atlas von Kdnig und Klippel zughwat [13]. Hierdurch kbénnen erster
und letzter Anschnitt einer Lasion im Mikrometeraosl von der Intermeatalebene
lokalisiert werden. Die Differenz der beiden Ansitten zueinander ergibt die
Langenausdehnung in Mikrometer. Zusatzlich werden Schnitt mit der grof3ten
Lasionshohe und der Schnitt mit der grof3ten Labicrite vermessen. Hierzu erlaubt
das Untersuchungsmikroskop das Einblenden einerlinMilerskala in den
Strahlengang. Aus Langsausdehnung, grol3ter Hohegrifster Breite wird nach der
Formel eines Rotationsellipsoides das Volumen d&sidn in Mikroliter berechnet.
Insgesamt wurden nach dieser Methode 1070 histabgi Schnitte begutachtet und

ausgewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Kraniektomie

Die mikrochirurgische Kraniektomie resultiert imem Defekt von ca. 2 x 1,5cm, der
auch nach mehreren Monaten Beobachtungszeit nigttew verknochert [Abbildung
11]. Sie ermdglicht langfristig wiederholte ultrasonqgische Untersuchungen des
Gehirns.

Abb. 11: Volumen-Computertomogramm der Kraniektomie. DefeRteerstreckt sich Gber 2cm
x 1,5cm, seitlich von der Linea temporalis beidseihd occipital durch die Lambdanaht
begrenzt, nach rostral ca. 2 mm in das Os fronteiehend.

Der Eingriff war zu Beginn der Untersuchungen niitee sehr hohen Mortalitatsrate
belastet (22,4%). Diese konnte durch Abwandlungapesativen Vorgehens auf unter
10 % gesenkt werden.

Die Narkoseeinleitung hat sich hierbei als beladgeMalinahme erwiesen, deren
Komplikationsrate unverandert bleibt. Bezieht manttbhe Zahl von Narkosen fur die
regelmafigen Ultraschalluntersuchungen ein, sclemet sich eine Mortalitatsrate von
ca. 1,4%. Auf die Narkoseflhrung zur Kraniektolmézogen liegt diese bei 3,4%.

Die Frequenz der Sinusblutungen, als eine der ¢stefn perioperativen
Komplikationen konnte durch den zunehmenden Einsatm mikrochirurgischen

Instrumenten und der Einfuhrung der stumpfen Dissek der Dura mittels
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Vorschieben einer Mikrokompresse verringert werdgnusblutungen waren in 83,3%
der Falle mit der perioperativen Mortalitat vergesiatftet.

Die Belastung der Tiere konnte weiterhin dadurctingert werden, dass die, zunéchst
zeitgleich mit der Kraniektomie erfolgende, 6-MdtRyrin Injektion auf einen spateren
Zeitpunkt nach erfolgreicher Wundheilung verlegtrae

Als haufigste Spatkomplikation traten in 8,6% dezré Abszesse auf. Davon lagen 3
im Bereich des Kraniektomiedefektes, bei einem Tas Komplikation einer
Nahtdehiszenz. Zwei Tiere entwickelten spontanef tjelegene, intracerebrale
Abszesse. Nach Veranderung und Intensivierung mirumentendesinfektion waren
keine cerebralen Infektionen mehr zu beobachtem.Tker entwickelte im Laufe der
Langzeitbeobachtungen subkutane abdominelle Entzigeh im Sinne von

Reaktionen auf die intraperitonealen Injektiones Narkosemittels.

4.2 Ergebnisse der 6-Methyl-Purin Injektion

Die Selektion der Tiere fur die 6-Methyl-Purin lkj®on erfolgte nach strengen

Kriterien, wie zum Beispiel Abwesenheit einer Kaitn oder erhaltene durale

Strukturen. So musste zu Beginn der Versuche eiigegZahl der Tiere zurickgestellt
werden.

Insgesamt erhielten 18 Tiere Injektionen, drei denot PBS. Die daraus resultierenden
Defektgréf3en sind in Tabelledargestellt.

Defektgrof3en in pl

Ultrasonographisch Histologisch

Tier 1 Tier 2 Tier 3 Tier 1 Tier 2 Tier 3
PBS 0 0 0 0 0 0
lug 0 0 0 0 0 0
5ug 0 0 0 0 0 0
20ug 0 0 0 0 0 0
100pg 6,19 0 18,17 0 2,69 0
500ug 6,03 5,55 10,67 1,17 0,82 0,93

Tab. 2: 6-Methyl-Purin induzierte Lasionsgrofen im Vergtezwischen Ultrasonographie und
histologischer Auswertung.
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Es zeigt sich, dass Defektbildung oberhalb einesi®@on 100pug zu erwarten ist.
Dementsprechend wurden fur die Planung der intratalen 6-Methyl-Purin
Injektionen die 3 Dosierungen 100ug, 250ug und §0fpwanhlt.

Der Vergleich zwischen ultrasonographischer untblagischer Darstellung ergibt eine
schlechte Korrelation. Die Messungen bei 100ug allebamt mit dem histologischen
Befund nicht in Einklang zu bringen. Die Defektged(®ei 500 g sind systematisch zu
hoch gemessen.

Eine ultrasonographische Darstellung von Defekteéndar histologischen Grol3e bis
3ul ist nicht verlasslich mdglich, wie die UnterBuag von Tier 2 bei 100ug zeigt. Eine
ultrasonographisch gefundene Raumforderung selitesprechend des Ergebnisses von
Tier 3 bei 500ug, mindestens 10ul betragen und inndestens drei
aufeinanderfolgenden, voneinander unabhangigerersinthungen darstellbar sein.

Die ultrasonographischen Untersuchungen der Dasjenu 100pug, PBS und 20ug
wurden zu Beginn der Untersuchungsreihe durchgefils Reaktion auf die schlechte
Korrelation wurde die Darstellbarkeit der intradeeden Lasionen durch eine
Abwandlung der Operationstechnik erhoht. Um die dpptungsschwierigkeiten des
Ultraschalls im Bereich der noch Faden tragenderb&au verringern, wurden die
stereotaktischen Injektionen auf einen ZeitpunkthnBadenentfernung verlegt, sobald

die Narbe ausreichend belastbar fur die Untersugpmumar.
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4.3 Ergebnisse der Tumorimplantation

Eine Implantation von C6 LacZ Tumorzellen erfolgne20 Tieren. Entsprechend der
aus den 6-Methyl-Purin-Versuchen gewonnenen Keiterdie ein ultrasonographisch
nachgewiesenes Volumen von mindestens 10 ul in \dreeinander unabhangigen
Untersuchungen fordern, konnte lediglich in drelldfé ein Tumorwachstum sicher
bestatigt werden [Abbildung 12].
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Abb. 12: Entsprechend der aus den 6-Methyl-Purin Vorversachewonnenen Kriterien, die
ein ultrasonographisch nachgewiesenes Volumen \viodestens 10 pl in drei voneinander
unabhéngigen Untersuchungen fordern, konnte ledhigih drei Féallen ein Tumorwachstum
sicher bestatigt werden.

Hiervon zeigten zwei Tumore eine spontane Regrest@adenz. Bei einem dieser
Tiere erfolgte nach sonographischer Sicherung demofregredienz am Tag 11 die
Explantation von Tumorgewebe fir eine Rekultivigrun Zellkultur. Es zeigten sich
vitale Zellen, die sich im Beta-Gal-Assay zu 100ktulfarben liel3en

Bei dem Tier mit konstantem Wachstum musste authruiner Kklinischen

Verschlechterung mit hydrozephalem Aufstau [Abhilgul13] an Tag 26 die

Explantation des Tumorgewebes zur histologischerteldachung vorgenommen

werden [Abbildung 14]. Hierbei konnte der gesteligétirndruck bestéatigt werden.
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VFX13-5/12.0

== D= 5.7mm
iD= 4.9mm

Abb. 13: Koronare Darstellung eines wachsenden Tumors itteRgehirn. Die Messung wird
in Hohe (Markierung +-+) und Breite (Markierung X-xlurchgeftihrt. Man erkennt medial
vom Tumor das verdrangte und aufgestaute Ventyigm.

Abb. 14: Histologische Aufbereitung des entnommenen TsiB6rTage nach Injektion in HE
Farbung. Es zeigen sich alle Kriterien, die aufegirmalignen Prozess hinweisend sind, wie

zentrale Nekrosen (unterer Pfeil), erhdhte Zellpeoation und pathologische GeféafRbildung
(oberer Pfeil).
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Bei den ubrigen 17 Tieren war nach den ultrasorpigsahen Kriterien das
Tumorwachstum nicht gegeben. In zwei Tieren, diae eifrih-postoperative
ultrasonographische Untersuchung erhielten, kormtder ersten Woche zunachst ein
Absinken des Lasionsvolumens gefunden werden. harsd ag funf und Tag zehn trat
zwar in allen 17 Fallen eine sonographische Nacthveekeit ein, aber die
Lasionsgrofien zeigten anschlieRend sehr inkonsig@réufe mit Wendepunkten im

Wachstum an den unterschiedlichsten Tagen naclaitgtion [Abbildung 15].
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Abb. 15: Exemplarisch dargestellt 6 der 17 Tumorvolumimte die Kriterien zum
Tumornachweis nicht erfillen konnten. Man sieht digkonstanten Verlaufe der
Wachstumskurven.

Unter der Vorstellung einer immunologischen Dedahsierung erhielten zwei Tiere
eine nochmalige Tumorzellinjektion und zwei weit@rere sogar zwei nochmalige

Implantationen, ohne dass sich ein den Kriteriemigendes Wachstum induzieren liel3.
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4.4 Arterielle Blutflussgeschwindigkeiten

Bei den ultrasonographischen GefalRuntersuchung@erii sich die schadelbasisnahen
Arterien der Ratte darstellen. Im Triplexmode wurdbe Blutflussgeschwindigkeiten
der Hirnarterien gemessen, im Powermode wurdenff8ef@éhmesser bestimmt. Nach
Rucksprache mit der Herstellerfirma konnten die atgmeitigen
Untersuchungsparameter (Programm 1RB) auf die alibezi

Untersuchungsbedingungen eingestellt werden.

Die Gefalidarstellungen waren gut reproduzierbar died Gefal3e lieRen sich zur
Ausrichtung der ultrasonographischen Schnittebeakn anatomische Landmarken
verwenden [Abbildung 16].
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Abb. 16: Der Zusammenfluss der beiden Arteriae cerebrirges zum Truncus arteriosus
anterior (,umgedrehtes Y“ aus Abbildung 5) ermoglicdie Ausrichtung des coronaren
Schnittbildes in Hohe der Region des Nukleus caisdain Bereich der stereotaktischen
Injektion. Hier im Powermode dargestellt. Des Wheitesieht man ein neoangiogenetisches,
pathologisches Gefal3, welches in die rechts liegewdil3liche Raumforderung einstrahlt.

Im Gegensatz zum Menschen verfugt die Ratte nuréibe Arteria pericallosa, so dass
sich im sagittalen Schnitt die Mittellinie aufsuohkisst [Abbildungen 3 und 4]. Der
Zusammenfluss der beiden Arteriae cerebri anteyiaten Truncus arteriosus anterior
ermoglicht die Ausrichtung des coronaren Schnd#sl in Hohe der Region des
Nukleus caudatus und im Bereich der zu erwartestEneotaktischen Injektion.

Mit dieser Untersuchungstechnik wurden - wie in eein ausfihrlichen
Literaturrecherche bestatigt — erstmalig dopplesgoaphische Angaben zu

Blutflussgeschwindigkeiten in schédelbasisnahenerfat der Ratte erhoben. Die
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ermittelten Blutflussgeschwindigkeiten betragen ditinftel bis ein Zehntel der
Geschwindigkeiten in den entsprechenden ArterienMenschen wie Tabelle 3 zeigt.
Die hohe Anzahl und die Genauigkeit der Daten étkaudie Beschreibung und

statistische Auswertung im Rahmen einer weiteress®&tation [14].

Arterie Flussgeschwindigkeit | GefalRdurchmesser
[cm/s] [mm]
pericallosa 7,12 +/-1,62 0,66 +/-0,11
truncus anterior 9,07 +/-2,37 0,73 +/-0,14
anterior links 8,73 +/-2,09 0,61 +/-0,14
anterior rechts 8,11 +/-1,65 0,60 +/-0,14
carotis links 9,79 +/-2,16 0,83 +/-0,13
carotis rechts 10,06 +/-2,12 0,82 +/-0,11
media links 8,60 +/-2,02 0,50 +/-0,16
media rechts 8,14 +/-1,90 0,49 +/-0,14
posterior links 5,25 +/-0,92 0,56 +/-0,15
posterior rechts 512 +/-1,00 0,57 +/-0,13
basilaris 590 +/-1,25 0,59 +/-0,14

Tab. 3: Blutflussgeschwindigkeiten (399 Messungen in &2em) und GefalRdurchmesser (301
Messungen in 39 Tieren) der sch&delbasisnahen itatterterien [15].

Die GefaRdurchmesser lagen im Bereich von 0,5-1 ond,bestatigen die prinzipielle
Verwendbarkeit des Ultraschalls fir die Bestimmungn Distanzen im

Millimeterbereich.
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5. Diskussion

5.1 Diskussion der Methodik

Die erweiterte Kraniektomie im Rattenmodell hathsiach Optimierung von Asepsis
und  Umgebungsbedingungen im  Tier-OP, unter Zulalfieme  von
Operationsmikroskop und mikrochirurgischem Instratagum letztendlich als
reproduzierbare und sichere Technik erwiesen. N&dlfiihren einer postoperativen
Karenzzeit zur Wundheilung vor Injektion/Implantatikonnte die ultrasonographische
Bildgebung deutlich verbessert werden. Im direkstpperativen Ultraschall nach
Injektion war die Bildauflosung ausreichend, um @&tichkanal darstellen zu kdnnen
[Abbildung 9].

Ein Nachteil sind die Veranderungen der physioldgemn Druckverhaltnisse im
Schadelinneren, die theoretisch zu Veranderungan Biletflussgeschwindigkeiten
fuhren kénnen [6]. Auf die GroRenbestimmung vonitudsn oder Tumoren durfte die
intrakranielle Druckverdnderung nur geringen Eisdlthaben, jedoch sind in diesem
Modell Uberlebenszeitstudien aufgrund des Wegfallder Hirndrucksymptomatik nur

eingeschrankt auswertbar.

Die stereotaktischen 6-Methyl-Purin Injektionen umdmorzellimplantationen konnten

mit Hilfe der zu Beginn der Kraniektomie erfolgt®tarkierung der Temporalschuppe
sicher und reproduzierbar vorgenommen werden.

Die histologische Aufarbeitung und Volumenbestimiguutter Lasionsgrofien erwies

sich zwar als zeitaufwendige, aber letztendlich gfandardisierbare Vorgehensweise

mit Orientierung an den Schnitten eines Stereosdbaieten [13].
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5.2 Diskussion der 6-Methyl-Purin Injektion

Die Dosiseskalationsversuche ergaben eine nebamggarme inracerebrale
Applikation bis zu 100ug 6-Methyl-Purin. Ab diedeosierung waren Nekrosen des
Gehirngewebes zu beobachten, wobei die Notwendigkeer Aufschlammung der
Substanz oberhalb von 50ug/ul zu Abweichungen mlekztendlich eingebrachten
Stoffmenge fuhren kann. Die stereotaktischen Imjelen Dblieben allesamt ohne
Blutung und ohne durch das Medikament induziertentiviekrosen. Fur die eigentlich
vorgesehenen intratumoralen Injektionen wurdendide Dosierungen 100ug, 250ug9
und 500ug eingeplant, um tumorizide Wirkung mit Aggtionssicherheit zu
vereinbaren.

In Hinsicht auf die Vorbereitung des gentherapetgs 6-Methylpurindesoxyribosid-
Modells bedeutet dies, dass die intracerebraletémiag des toxischen Metaboliten 6-
Methyl-Purin bis 100ug toleriert wird. Aus Vorvechen ist bekannt, dass eine
Behandlung PNP-exprimierender Gliomzellen mit eirBosis um 30pg/ml 6-
Methylpurindesoxyribosid mdoglich ist. Da der entsiede toxische Metabolit 6-
Methyl-Purin weniger Molgewicht aufweist, 6ffnetcki ein breites therapeutisches
Fenster [22].

Es zeigte sich eine nur maRige Ubereinstimung hwiscultrasonographischer und
histologischer LasionsgrofRenbestimmung. Dies betgptisich am ehesten mit den sehr
wenigen und kleinen Lasionen, die generiert wurdeaneben entstehen bei der
histologischen Aufarbeitung Fixierungs- und Entvefisegsartefakte, die meist zu
Schrumpfungsprozessen fuhren. Histologisch bestm@itdllen sind in der Regel
kleiner als die intravitale Situation, wenn auch nger ausgepragt als in der
vorliegenden Arbeit [32], [Tabelle 2]. Die Sichtkait des Stichkanals nach Injektion
zeigt, dass prinzipiell das sonographische Auflgsuermdgen fir Lasionsgrof3en im
Millimeterbereich ausreicht [Abbildung 9]. Dennoclurden - aufgrund dieser
Ergebnisse - flur die Experimente mit Tumorimpléiota strenge Nachweisgrenzen

gefordert (Volumerr 10ul zu mindestens 3 Untersuchungen).
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5.3 Diskussion der Tumorzellimplantation

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefluhrten Tumdirnaplantationen haben nicht zu
einem sicher reproduzierbaren Tumorwachstum gefilmd die Tumoren haben kein
Volumen erreicht, dass die Injektion von 6-MethwvrR erlaubt hatte. Hierzu ware
mindestens eine Tumorgrof3e von 27ul (Kantenlange 3ranm) zu fordern, um die
stereotaktisch applizierte Menge von 5ul 6-Methytifldsung sicher zu verabreichen.
Dies steht im Einklang mit Ergebnissen anderer Asgeuppen, die ebenfalls Uber
Schwierigkeiten berichten, im C6-Modell ein verladses Tumorwachstum zu
erreichen [39,40]. Erklarungsansatze hierfir sind allem in der Immunantwort des
Wistar-Tiermodells zu suchen, da es sich um eineszAchtstamm handelt und
hierdurch die C6 Zellen — eventuell verstarkt dumtds Fremdgen LacZ — vom
Immunsystem als fremd erkannt werden kénnen [1Hiéser Arbeit musste allerdings
der geplante Tierversuch aufgrund der mangelndemé&s&tichkeit des Modells vor
Beginn der therapeutischen Experimente abgebrosketen.

Die ultrasonographische Wachstumskontrolle hat Biehoei bewéhrt. Ein lediglich als
postmortem Analyse durchgefuhrter histologischer mdrgrof3envergleich  zur
Bestimmung des therapeutischen  Ergebnisses vedscide 6-Methyl-
Purinkonzentrationen hatte mit hoher Wahrscheikkah irreflihrende Resultate
ergeben. Mit Hilfe des Ultraschalls konnte jedochn—Analogie zum C6-Modell -
nachgewiesen werden, dass auch im orthotopen @6Wastarrattenmodell spontane
Tumorregression auftritt [39][Abbildungen 12 und 15]. Die Rekultivierung des
explantierten Tumorgewebes von Tier 2RGR 20090¢haem sonographisch die
GroRRenregredienz nachgewiesen war, bestatigt desyitale, LacZ exprimierende
Zellen vorlagen.

Vor diesem Hintergrund bieten sich als Alternatiagere immunkompetente Modelle
wie Fisher/9L oder F98 an, bei denen jedoch auoh kenmunogenitéat vorliegt [1]. Eine
weitere Losungsmoglichkeit besteht in der Verwemdummuninkompetenter Tiere,
wie zum Beispiel der Rowett nude rat [19]. In dreséModell kdénnen sowohl
ratteneigene Gliomzelllinien, ratteneigene Karziaetftinien als Metastasenmodell,
humane etablierte Gliomzelllinien oder sogar wadrerurochirurgischer Eingriffe
gewonnene Zelllinien aus Patientenproben intracaledppliziert werden. Aufzucht
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und Pflege dieser Tiere mussen besonders unter @amichtspunkt des
Operationstraumas wahrend der Kraniektomie erhdhteprichen gentigen [4].
Aufgrund der Kraniektomie sind Uberlebenszeitstndiém Tumormodell nur
eingeschrankt durchfihrbar, da im Gegensatz zuafin am geschlossenen Schadel,
eine Einklemmungssymptomatik durch erhdhten Hirokinweniger haufig zu erwarten
ist [33]. Wie von anderen Arbeitsgruppen, selbsteoKraniektomie beobachtet, kann
es zu exophytischem Wachstum mit Vorwélbung der aDurach auf3en und
subarachnoidaler, subduraler oder sogar subkuban@sion kommen [8].

Dieser Nachteil wird jedoch durch die Maoglichkeit erd engmaschigen
ultrasonographischen Tumorvolumenbestimmung aufgewo die
GroRRenveranderungen im Millimeterbereich darst&riber hinaus kénnen mittels
Power- und Dopplermode Aussagen Uber das Voransamer Tumorvaskularisation
getroffen werden [Abbildung 16]. In Zukunft konrderch die Entwicklung gelabelter
Ultraschallkontrastmittel die ultrasonographische  euBeilung der

Mikrovaskularisierung moglich werden [41].
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5.4 Diskussion der Ultraschallergebnisse

Die ultrasonographische Untersuchung von Rattengemd Gefal3system hat sich als
schnell durchfuhrbare, kurzfristig wiederholbared uiir die Tiere wenig belastende
Methode erwiesen. Die Lasionsgrof3e lasst sich iméne Auflosungsvermégen von 0,2
mm bestimmen. Im Vergleich zum Kernspintomogramidie Untersuchung weniger
kostspielig und deutlich weniger zeitaufwendig, weich bei der Darstellung kleinster
Strukturen unterlegen [21]. Durch Hinzunahme dexkfionellen Modi wie Doppler
und Powermode konnen im Gegensatz zum Kernspint@anog gezielt einzelne
GefalRe dargestellt und in ihrer Reagibilitdt untehd werden [38].

Die Tatsache, dass bei den 6-Methyl-Purin Injeldio eine Lasion des histologischen
Volumens 2,69 pl sonographisch nicht sichtbar gétnaarde, unterstiitzt die im
Ergebnisteil festgelegte Folgerung, dass zur Dwdimieines Tumorwachstums eine
gewisse Kantenlange der Raumforderung vorliegensmibgese sollte grol3er als die
dritte Wurzel aus dem obigen Volumen 2,69 ul seisg mindestens 1,4 mm betragen.
Da Umgebungsddem oder perilasionelle HamorrhagieninvTier 3 (bei 500ul) ein
sonographisches Volumen bis zu 10ul simulieren &@nnwvurde dieser Wert als
TumormindestgroR3e definiert, also eine Kantenlaggéler als 2,1 mm. Um der
Fehlinterpretation aufgrund einmaliger Messabweaigan vorzubeugen, sollte dieses

Volumen an mindestens drei Tagen nachgewiesen werde

Die zunachst zur anatomischen Orientierung vorgenenen GefalRdarstellungen der
schadelbasisnahen Arterien erwiesen sich als inLderatur in dieser Weise bisher
nicht beschrieben. Dementsprechend wurde in didgbeit ein standardisiertes
Untersuchungsprotokoll erarbeitet, das zur Besbhrej der
Blutflussgeschwindigkeiten fiihrte [15].

Die in der Zwischenzeit publizierten, vergleichbareultrasonographischen
Veroffentlichungen arbeiten ohne Kraniektomie. Fiie Arteria basilaris wurden
mittels suboccipitaler Mikrosonde an 20 méannlicheylten Wistarratten vergleichbare
Werte ermittelt [18]. In einer Untersuchung der Naalgeschwindigkeiten an 12
mannlichen, adulten Sprague-Dawley Ratten wurdenimlider vorliegenden Arbeit
ermittelten Blutflussgeschwindigkeiten fir die Arée mediae bestatigt, wahrend fur

die Arteria basilaris und die Arteriae carotidesitieh hdhere Werte ermittelt wurden
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[16]. In einer weiteren Studie zur Blutflussgesamdwgkeit wurden in 22 adulten,

mannlichen Sprague-Dawley Ratten fir die Arteriamtides, Arteriae posteriores und
die Arteria basilaris mehr als doppelt so hohe ¥besdstimmt, wie in der vorliegenden
Arbeit [6]. Mit Hilfe dieser ultrasonographischenechniken konnten bestehende

Schlaganfallmodelle verfeinert werden [6,16].

Die Ergebnisse der ultrasonographischen Gefal3gb@&3emmung sind — da die Grenze
des lateralen Auflésungsvermdgens bei 12 MHz urmth® und die des axialen bei 0,4
mm liegt — nur in ihrem Gro3enverhaltnis zueinaraleswertbar. Unterhalb von 1mm
erlaubt das Sonoline Elegra System mit Schrittweiten 0,1 mm eine Untersuchung
von Distanzen bis herab auf 0,2 mm. Dies entspncintnoch einer semiquantitativen
Bestimmung mittels 9 Stufen in diesem GroRRenberdmhGegensatz hierzu erlaubt die
kernspintomographische Untersuchung Gefal3durchmesteBnmungen mit einer
Genauigkeit von hundertstel Millimetern, die verghbare Veroffentlichung findet
insgesamt um die Halfte kleinere Werte [38]. Hiegl ein systematischer Fehler zu
Ungunsten der Sonographie vor, die mittels Poweemden Durchmesser zu grof3
darstellt. Modernere Ultraschallgerate erlaubenHiErausrechnen bewegter Anteile aus

dem Gefal3lumen, so dass in Zukunft eine genauesgnBaung moglich wird.

Auch in der Darstellung von pathologischen GefaBidungen kann das hier
vorgestellte Tiermodell in Zukunft eine grol3e Rdllgielen. So ist es gelungen neo-
angiogenetische, pathologische Gefal3e ultrasonbigcp sowohl im Doppler-Mode,
aber auch im Power-Mode darzustellen [Abbildung. 16] zuvor erfolgten anderen
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass genetischagdlationen an der Expression von
VEGF-Rezeptoren zum Wachstumsstopp bei Glioblastdiiierte. Auch die Gabe von
Anti-VEGF Antikorpern hat einen postiven Effekt adhs Langzeitiberleben von
immunsupprimierten Ratten im Tiermodell [30]. M&rd hier vorgestellten Tiermodell
konnte sowohl die Neoangiogenese, als auch die Bltdokg der pathologischen

GefalRe nach Medikamentengabe in Echtzeit und bglegbdargestellt werden.
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5.5 Bewertung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit legt einen Grundstein zukimftigen Untersuchung neuer und
experimenteller Therapien im Rattengliommodell. Bigrochirurgische Kraniektomie
erlaubt mittels Ultrasonographie Tumorgrof3e und druaskularisierung engmaschig
zu bestimmen. Die operativen Techniken und sondgsapen Untersuchungsgénge
wurden verfeinert und weitgehend standardisiertjass zukunftige Arbeiten auf diese
Methodik zurlickgreifen kénnen.

Bezlglich der einzelnen in der Problemstellung gaten Punkte wurden folgende
Resultate erzielt:

1. Eine intracerebrale Applikation von bis zu 100wy 6-Methyl-Purin kann
nebenwirkungsarm und ohne Provokation von Gewelbsiés vertragen werden. Aus
den in Zellkultur ermittelten tumoriziden Konzernioaen, die deutlich unter diesem
Wert liegen, ergibt sich ein relativ breites thexatisches Fenster fir die potentielle
Anwendung des PNP Gentherapiesystems. Die naclsstierntte in Richtung auf ein
Suizidgentherapiemodell umfassen die Entwicklungne®i auf Gliomzellen
ausgerichteten Genvektors zur Transfektion der imernfodell einzusetzenden
Zelllinien.

2. Das C6 LacZ Wistarrattenmodell hat in der vgdieden Arbeit nicht zu einer
zuverlassigen oder reproduzierbaren Tumorindulgeitihrt, in der Folge war es nicht
maoglich die vorgesehenen Experimente zur intrataiear 6-Methyl-Purin-Injektion
vorzunehmen. Als Konsequenz sollen in der nachst&fersuchsreihe
immuninkompetente Rowett nude rat — Tiere eingéseterden. Zunachst sind
Vorversuche mit Implantation verschiedener Zeldmigeplant, um eine verlassliche
Tumorinduktion zu erhalten. Nach Madoglichkeit sollehierbei schon aus
neurochirurgischen Operationspraparaten stammendmare Glioblastomzellen
Verwendung finden. In der Folge wirden therapebédexperimente moglich.

3. Die ultrasonographische Untersuchung hat sich sdhnell, zuverldssig und
detailgenau erwiesen, die Darstellung cerebralsrong&n und ihrer Wachstumstendenz
ist  moglich. Die gut reproduzierbaren  Ergebnisse zugkch  der
Blutflussgeschwindigkeit schadelbasisnaher Gehienan sind zwischenzeitlich von
anderen Arbeitsgruppen nachvollzogen und zur Viegfeing von Schlaganfall-

Tiermodellen verwendet worden. Die vorgesehene feégdstudie zur Tumorinduktion
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unter Verwendung des Nacktrattenmodells soll auam dAbgleich zwischen
kernspintomographischen und ultrasonographischefunvenbestimmungen dienen.
Die Verfeinerung der sonographischen Technik zufaGaarstellung zusammen mit
einer verbesserten raumlichen Auflésung wird in uhfk bei Experimenten zur

Tumorvaskularisation wie zum Beispiel mit Angiogealeemmern hilfreich sein.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

6.1 Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation beschreibt die Vedeimg einer Kraniektomietechnik
und die Standardisierung eines ultrasonographischrtersuchungsgangs zur
Beurteilung intracerebraler Lasionen, parenchymal®aumforderungen und
schadelbasisnaher Arterien im Wistarrattenmodabr2d wurden drei Versuchsreihen
durchgefuhrt.

Als Vorversuch zur experimentellen Gentherapie iINPFSystem wurde der toxische
Metabolit 6-Methyl-Purin intracerebral injiziert. i® entstehenden L&sionen wurden
ultrasonographisch dargestellt und die so ermatt@role mit den Resultaten der
spateren histologischen Aufarbeitung verglichererélis wurden ultrasonographische
Kriterien fur GroRe und Reproduzierbarkeit abgeteitdie die Annahme einer
intracerebralen Lasion erlauben, und die in dehsi@&n Versuchsreihe zur Anwendung
kamen.

In der zweiten Versuchsreihe wurde die Verlasskihkles orthotopen C6 LacZ
Wistarrattenmodells bezuglich Tumorinduktion und digtum ultrasonographisch
Uberprift. Ein fur die geplante Behandlung der Tremomittels 6-Methyl-Purin
Injektion ausreichendes Tumorwachstum konnte ni@rteicht werden. Die
ultrasonographische Wachstumskontrolle ermoglichterbei die Darstellung der
Wachstumskinetik und wies die spontane Regressomtplantierten Tumoren nach.
Die dritte Versuchsreihe beschéftigte sich mit d@arstellung schadelbasisnaher
cerebraler Arterien. Die Ultraschalluntersuchumdglite gut reproduzierbare Ergebnisse
fur die Blutflussgeschwindigkeiten, die Gefal3durelsser lieen sich bis in einen
Grol3enbereich von Zehntelmillimetern bestimmen.

Es konnte mit den hier vorliegenden Ergebnissen diewendbarkeit der
Ultraschalldarstellung fiir die drei Fragestellungezeigt werden. Die Ubertragung der
hier vorgestellten Technik in ein immun-inkompe&mtorthotopes Gliommodell kann
die Problematik der spontanen Tumorregression |osamiss aber auf seine
Vertraglichkeit in den abwehrgeschwachten Tierendepriuft werden. Hiermit wirde
die Durchfiuihrung des 6-Methyl-Purin Therapievergascimdglich.

Die Referenzierung und statistische Aufarbeitung r déisher in der

veterindrmedizinischen Literatur nicht angegebemmdutflussgeschwindigkeiten ist
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zwischenzeitlich im Rahmen einer weiteren Dissenmatearbeitet und im Journal

.Neurological Research” publiziert worden.
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6.2 Summary

The present study deals with the technical refirgnd the craniectomy and the
standardisation of the ultrasonographic investigatf intracerebral lesions, orthotopic
tumors and basal cerebral arteries in the Wistanaalel. The technique was applied in
three sets of experiments.

6-methyl-purine as the toxic metabolite of the Pi#e therapy system was injected
intracerebrally. The resulting lesions were measw@nographically and the obtained
sizes were compared to the post mortem histologe=allts. Ultrasonographic criteria
for size and retest frequency were defined allowimgdetection of a lesion. These
criteria were applied in the next experiment.

Second, an ultrasonographic monitoring of tumomghowas performed using the
orthotopic C6 LacZ Wistar rat glioma model. It skemvthe lack of reliable tumor
induction, thus the scheduled intratumoral injettexperiments with 6-methyl-purine
could not be performed. The growth kinetics and spentaneous regression of the
tumors were correctly detected by sonography.

In the third set of experiments, blood flow velast and vessel diameters were
examined ultrasonographically in the major cerebesksels. Blood flow velocities were
detected reliably and the limit of discriminatiar vessel diameters was in the range of
tenths of millimetres.

In all three experiments the ultrasonographic tepewas feasible and useful. When
applying this technigque to an immune - incompetarde rat model, a reliable tumor
growth might be obtained, but the approach hastohecked for adverse side - effects
in the immunodeficient animals.

In the meantime, a reference data set with stedistvork up has been obtained for the
cerebral blood vessels. Since a search of theafite¥ did not find comparable

publications the results have been published iruthiegical Research”.
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