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1  Einleitung

Unter den mit grof3en Hoffnungen begleiteten neueren Therapieformen in der
Onkologie hat sich die Anwendung der Antiangiogenese als besonders vielver-
sprechend herausgestellt.

FOLKMAN vermutete bereits 1971, dass das Tumorwachstum in engem Zu-
sammenhang mit angiogenen Vorgéngen stehe und dass Tumoren selbst Sub-
stanzen produzierten, die in der Lage seien, die Angiogenese zu aktivieren. Fur
die Verhinderung der Angiogenese-Aktivierung durch Inhibitoren pragte er den
Begriff der Antiangiogenese. Tatsachlich konnten in der Zwischenzeit eine Viel-
zahl pro- und antiangiogener Substanzen identifiziert werden. Weiterhin sind in-
zwischen auch tber 300 endogene oder synthetisch hergestellte Substanzen
bekannt, die hemmend auf den Prozess der Angiogenese einwirken. Die ge-
genwartige Krebsforschung zielt insbesondere darauf, zu Uberprifen, wie diese
Substanzen — allein oder kombiniert mit herkbmmlichen Therapieverfahren — ef-
fizient Anwendung finden kdnnen. Weltweit laufen sowohl in-vitro- als auch in-
vivo-Studien mit verschiedenen Angiogenese-Hemmern an unterschiedlichen
Tumormodellen. Der diesbezuglich erste klinische Versuch erfolgte bereits 1992
mit der Substanz TNP 470. Nach zahlreichen weiteren klinischen Studien erhielt
schlieRlich der VEGF-neutralisierende Antikorper Bevacizumab (Avastin®, Ge-
nentech) im Februar 2004 durch die United States Food and Drug Administrati-
on (FDA) seine Klinische Zulassung.

In der vorliegenden Arbeit wird anhand von vier Versuchsreihen am Beispiel
des U87-Glioblastoms der Einfluss verschiedener Angiogeneseinhibitoren in
Kombination mit lokaler fraktionierter Radiotherapie auf das Tumorwachstums-
verhalten im Tierversuch untersucht und diskutiert. Die Inhibitoren wurden hier-
fur nicht nur einzeln, sondern auch in Kombination eingesetzt, und teilweise
auch mit Strahlentherapie kombiniert. Bei den verwendeten Angiogeneseinhibi-
toren handelte es sich um die kleinmolekularen Imidazol-Derivate SU6668 und
SU5416 der Firma SUGEN (heute PFIZER), den a,Bs-Integrin-Inhibitor S247
und den selektiven COX-2-Inhibitor Celecoxib (Celebrex®).

Der fundamentale Ausgangspunkt jeder Form der Angiogenesehemmung be-

steht darin, dass das GroRenwachstum eines Tumors einen direkten Zusam-
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menhang mit einer ausreichenden Blutgefaldversorgung — also der Bereitstel-
lung von Sauerstoff und Nahrstoffen — aufweist. Das weitere Wachstum eines
Tumors ist nur dann gesichert, wenn eine Neovaskularisierung um und in den
Tumor hinein erfolgt. Eine solche lokale Gefal3neubildung wird in gesundem
Gewebe von pro- und antiangiogenen Faktoren reguliert. Sie erfolgt nur dann,
wenn proangiogene Faktoren Uberwiegen und somit der ,Angiogenic switch”
(FOLKMAN et al. 1989) aktiviert wird. Dieser Vorgang geschieht physiologisch-
erweise z.B. bei Wundheilungsprozessen oder beim weiblichen Reproduktions-
zyklus. Da einige Tumorarten jedoch dazu im Stande sind selbst dieses Un-
gleichgewicht zugunsten der Angiogenese herzustellen, foérdern sie fatalerweise
autonom ihr eigenes Wachstum, ohne dass das umliegende gesunde Gewebe
darauf Einfluss nehmen koénnte.

Mit Hilfe von Angiogenese-Inhibitoren ist es nun teilweise moglich, die Gefal-
neubildung lokal im Tumorgewebe zu verlangsamen oder sogar ganz zu stop-
pen, indem in einzelne oder mehrere Prozesse der Angiogenese hemmend
eingegriffen wird. Durch fehlende Substratversorgung ,hungert der Tumor
férmlich aus und wird in seinem weiteren Wachstum gestért. Die Angiogenese-
Hemmung durch Inhibitoren basiert auf einem &hnlichen Grundprinzip, die ein-
zelnen Angiogenese-Hemmer unterscheiden sich allerdings in Wirkungsort und
Mechanismus (vgl. Kapitel 2.3).

Neben der Chirurgie ist die Strahlentherapie bis heute die am zweithaufigsten
verwendete Therapie zur Behandlung von Krebspatienten in der Humanmedi-
zin. Ein Hauptziel neben anderen zellschadigenden Mechanismen der Radio-
therapie ist es, direkt durch hochenergetische Strahlung oder indirekt durch Ra-
dikalbilung in Anwesenheit von Sauerstoff Briche in der DNA von Tumorzellen
auszultésen, so dass diese aufgrund einer stark veranderten Erbsubstanz nicht
mehr teilungsfahig sind und absterben. Da Tumorzellen sich i.d.R. rasch teilen,
sind sie der Noxe mehr ausgesetzt als gesunde Zellen. Wahrend die Regenera-
tionsfahigkeit von gesundem Gewebe relativ hoch ist, regeneriert sich tumoro-
ses Gewebe nach Schadigung durch mehrere, aufeinander folgende Strahlen-
dosen in geringerem Mal3e, sodass sich das sogenannte therapeutische Fens-
ter fur die Strahlentherapie ergeben kann.
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Trotzdem erscheint intuitiv eine Kombination von Strahlentherapie und Antian-
giogenese zunachst als nicht besonders sinnvoll. Angiogeneseinhibitoren ver-
hindern die Blutgefalineubildung und mussten daher hypoxische Zustédnde im
Tumorgewebe hervorrufen. Der Erfolg der Radiotherapie hingegen hangt von
der Verfugbarkeit von Sauerstoff im Gewebe ab, was bei einer Kombination
beider Therapieansatze theoretisch eher zu einer Strahlenresistenz fiihren soll-
te. Allerdings konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass eine Anti-
angiogenesetherapie vielmehr zu einer strukturellen sowie funktionellen Norma-
lisierung des Gefal3netzes im Tumor fuhren kann (LEE et al. 2000, JAIN 2001)
und hypoxische Zustande im Gewebe eher selten sind. Desweiteren wirken die
Angiogeneseinhibitoren auf die Prozesse der Tumorzellproliferation und der
Angiogenese, die durch radioresistente Zellen aktiviert werden. Ein gesteigerter
therapeutischer Effekt der Kombination aus Radiotherapie und Antiangiogenese
ist also durchaus denkbar; inzwischen konnte er in praklinischen und klinischen
Studien nachgewiesen werden.

Bislang ist jedoch unklar, wie Radiotherapie mit Antiangiogenese therapeutisch
bestmoglich zu kombinieren, wie die einzusetzenden Inhibitoren auszuwahlen
und zu dosieren sind und an welchem Tumormodell sich mit welcher therapeu-
tischen Konstellation jeweils optimale Effekte erzielen lassen. Diese Unklarheit
bildet nach wie vor den Ausgangspunkt vieler und unterschiedlicher Versuchs-
ansatze.

Das Glioblastom beim Menschen gilt bis heute als ein Tumor mit einem aufRerst
hohen Malignitatsgrad (WHO 1V). Die mittlere Uberlebensdauer von betroffenen
Patienten ist in den letzten Jahrzehnten trotz radikaler Therapieformen von 1/2
Jahr auf gerade einmal 12-18 Monate angestiegen. Dabei kommt nach einem
operativen Eingriff neben der Chemotherapie meist die Radiotherapie zum Ein-
satz. Mit 85 % liegt nach einer solchen Strahlentherapie die Rezidivrate nach 6
Monaten progressionsfreien Uberlebens immer noch recht hoch.

In der Tiermedizin scheint in Hinblick auf die Ausbildung eines Glioblastoms ei-
ne Pradisposition insbesondere bei brachyzephalen Rassen (Boxer, Boston
Terrier, Deutscher Schaferhund, Pudel) vorzuliegen. Beim Boxer kommt zudem
eine Hirnmetastasenbildung vor. Obwohl in der Tiermedizin die Mdglichkeiten
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zur chirurgischen Exstirpation, der Chemotherapie und der Strahlentherapie
ebenfalls bestehen, wird in den meisten Fallen eine palliative Therapie mit spa-
terer Euthanasie gewahlt. Dieses Fehlen einer effektiven Therapie muss als
unbefriedigend gelten; Fortschritte in der humanmedizinischen Onkologie durf-
ten daher mittelfristig auch in der Tiermedizin innovative Therapieansatze inte-

ressant machen.



2 Literaturtibersicht

2.1 Angiogenese

Blutgefalie lassen sich beschreiben als eine Aneinanderreihung von Endothel-
zellen, die im Verband fein verzweigte Rohrensysteme bilden und somit den
Blutstrom Uberhaupt erst ermdéglichen. Sie bestimmen sowohl die Richtung des
Blutflusses als auch die Perfusion von Stoffen in das umliegende Gewebe. Ein
komplexes Netz aus Gefal3en, Gber den gesamten Organismus verteilt, sichert
so die Energie- und Nahrstoffzufuhr fur jede einzelne Zelle. Dabei darf als ma-
ximale Distanz zwischen einem Blutgefald und einer beliebigen Zelle der Wert
von 100-200 um nicht Uberschritten werden, da dies genau die Entfernung ist,
die Sauerstoff per Diffusion gerade noch Uberbricken kann (CARMELIET u.
COLLEN 2000). Einige Zellen, wie beispielsweise die B-Zellen des Pankreas,
Fett- oder Skelett-Muskel-Zellen, umgeben sich sogar mit mindestens zwei Ge-
falRen in ihrer unmittelbaren Nachbarschatft.
Wahrend der Embryogenese dominieren folgende Prozesse der Gefal3neubil-
dung:

e die Vaskulogenese: Bildung von Endothelzellen aus einer Ansammlung

von Vorstufen-Zellen;
e die Angiogenese: Aussprossen neuer Gefal3e aus bereits existierenden

Blutgefalien.

Im adulten Organismus findet eine GefalRneubildung ausschlief3lich durch Angi-
ogenese statt. Der Prozess der Neovaskulisierung spielt dabei eine wichtige
Rolle in bezug auf die Aufrechterhaltung der strukturellen und funktionellen In-
tegritat eines Lebewesens. Seiner physiologischen Funktion kommt beispiels-
weise eine zentrale Bedeutung zu sowohl bei der Wundheilung und bei Entzin-
dungsreaktionen, als auch bei zyklischen Vorgéangen in den weiblichen Repro-
duktionsorganen (Ovulation, Menstruation, Einnistung, Schwangerschatft)
(FOLKMAN 1990). Durch Ausbildung von kollateralen Blutgefaf3en in ischami-
schen Situationen gleicht die Angiogenese das vorliegende Sauerstoffdefizit

aus und fungiert zugleich als Reparaturmechanismus. Die Gefalineubildung
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bzw. die Zellteilung der Endothelzellen ist allerdings unter physiologischen Be-
dingungen streng limitiert und nimmt einen Wert von ca. 0,01% an, d.h. nur et-
wa eine von 10.000 Endothelzellen befindet sich in der Zellteilung (HANAHAN
et al. 1996). Endothelzellen sind somit, nach den Zellen des ZNS, die langle-
bigsten Zellen des gesamten Organismus. Es dauert Jahre, bis eine Zelle durch
eine neue ersetzt werden muss.

Im Gegensatz dazu erfolgt der pathologische Vorgang der Angiogenese stets
unkontrolliert und verursacht chronische und/oder lebensbedrohende Krankhei-
ten. Haufige Folgen sind beispielsweise juvenile Hamangiome, proliferative Re-
tinopathien, rheumatische Arthritis sowie Tumorwachstum und Metastasierung
(FOLKMAN et SHING 1992; FOLKMAN 1971; PLENDL et SINOWATZ 1999).
Insbesondere in der Tumorforschung ist die Hemmung der Faktoren der Angio-
genese folglich ein vielversprechender Ansatzpunkt fir neue Tumortherapie-

Maoglichkeiten.

2.1.1 Angiogenic switch

Neben den Faktoren, die die Angiogenese fordern und Gberhaupt erst ermogli-
chen, sind in den letzten Jahren eine Reihe von antiangiogenen Faktoren ge-
funden worden, die die Proliferation von Gefal3endothelien hemmen und somit
die Angiogenese verhindern (vgl. Abb.1). Physiologischerweise stehen diese
angiogenen und antiangiogenen Faktoren bei der Gefalhomdostase in einem
Gleichgewicht (PEPPER 1997). Wird nun aber dieses Gleichgewicht zugunsten
der Konzentration der angiogenen Faktoren verschoben, ein Vorgang, der bei-
spielsweise in der Umgebung eines Tumors entdeckt wurde (GRISCELLI et al.
2000), so beginnt die GefaRneubildung. HANAHAN und FOLKMAN 1996 be-
zeichneten diesen Vorgang, also das Zustandekommen eines Ungleichgewichts
zugunsten der Angiogenese, als Angiogenic switch. Auf transkripioneller Ebene
wurde kirzlich ein Ensemble von mehreren hundert Genen identifiziert, die
maoglicherweise fur das Zustandekommen des angiogenen Switches beim hu-
manen Pankreaskarzinom wichtig sein konnten. Es zeigt sich hierbei, dass die
relevanten Gene in einer Art Netzwerk organisiert sind (ABDOLLAHI et al.
2007)
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Im engeren Sinne werden als Angiogenese-Faktoren solche bezeichnet, die ei-
ne chemotaktische und/oder mitogene Wirkung auf Endothelzellen in-vitro so-
wie in-vivo besitzen. Im weiteren Sinne rechnet man aber ebenso Faktoren mit
indirekter Wirkung dazu, wie z.B. die Gruppe der Matrixmetalloproteinasen, die
nur in-vivo eine antiangiogene Eigenschaft zeigen (BECK et DALTON 1997;
KERBEL 1997). Aktiviert wird der physiologische Vorgang der Angiogenese zu
einem grol3en Teil durch lokale hypoxische Zustande im Gewebe, die Uber Hy-
poxia-Inducible Factors (insb. HIF-1a) die Hochregulierung von Genen und die
Ausbildung der proangiogenen Faktoren induzieren (CARMELIET et al. 1998;
DACHS et al. 1997).

Nach Ausschittung angiogener Wachstumsfaktoren in das umliegende Gewe-
be und deren Bindung an ihre spezifischen Rezeptoren auf den Endothelzellen
wird eine Kaskade von Vorgangen aktiviert, die die Gefal3neubildung auf mole-
kularer Ebene folgendermalRen induziert:

Die Basalmembran der Gefal3e wird zunéchst partiell durch Sezernierung von
Enzymen aus den Endothelzellen aufgeldst. Durch die entstandenen Defekte
migrieren proliferierte Endothelzellen ins umliegende Gewebe. Hierzu ist die
Wirkung von Faktoren, die auf Endothelzellen chemotaktisch wirken sowie eine
Proliferation auslosen, unabdingbar. Diese Eigenschaften besitzen die meisten
pro-angiogenen Faktoren, wie sie in Abb. 1 aufgefuhrt sind. Diese Faktoren lie-
gen zum Teil frei oder gebunden an Molekiile (Speicherfunktion) in der extrazel-
luldren Matrix vor. Um die Adhésion unter den Endothelzellen sowie an Be-
standteile der extrazellularen Matrix zu gewahrleisten, werden sogenannte Ad-
hasionsmolekile exprimiert. Dabei handelt es sich vornehmlich um Molekile
aus der Familie der Integrine wie a3 und a,fs (BAZZONI et al. 1999). Vor dem
sich neu ausbildenden Gefal3 wird Gewebe u.a. mit Hilfe von Matrixmetallopro-
teinasen aufgeldst. Durch Rohren- und Schleifenbildung der proliferierten Endo-
thelzellen und Anschluss an das urspriingliche Blutgefal3system beginnt Blut zu
flieBen. Es bildet sich eine neue Basalmembran und ein neues vaskulares

Netzwerk entsteht.

-10 -
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Pro-angiogene Faktoren

Anti-angiogene Faktoren

= Angiogenin

= Angiopoetin-1

= Basic fibroblast growth factor
(FGF-2)

= Acidic fibroblast growth factor
(FGF-1)

» Transforming growth factor a

» Transforming growth factor

= Tumor necrosis factor a

= Vascular endothelial growth fac-
tor VPF, VEGF

= Platelet-derived endothelial
growth factor

» Granulocyte colony-stimulating
factor

= Placental growth factor

= Interleukin 8

= Hepatocyte growth factor
= Proliferin

= Leptin

» Angiostatin

» Platelet factor 4

» [nterferon alpha

» Prolactin fragment

» Endostatin

= Antithrombin Il

» Interleukin 12

* |nducible protein 10

= Vasostatin

= Canstatin

» Restin

*= Troponin |

» Pigment epithelium growth factor
= 2-Methoxyestradiol

= PEX

* |d1 und Id3

» VEG1

» Proliferin-related protein (PRP)
» Meth-1, Meth-2

= Osteopontin cleaved product
= Maspin

Abb. 1: Endogene Stimulatoren und Inhibitoren der Angiogenese (nach FOLKMAN 2001).

Bedeutung fur das Tumorwachstum:

Die meisten Tumoren entstehen ohne angiogene Aktivierung und werden daher
in der Regel nicht groRer als 0,2-2 mm im Durchmesser. Autopsiestudien erga-
ben, dass viele Menschen, die Zeit ihres Lebens an keiner Tumorerkrankung
gelitten hatten, postmortal mikroskopisch kleine Tumoren in unterschiedlichen
Organen aufwiesen (FOLKMAN 1971). Ohne eine Aktivierung der Neovaskulo-
genese und somit auch ohne die Bereitstellung einer gréReren Menge an Nahr-
stoffen und Sauerstoff wachsen diese Tumorinseln jedoch nicht weiter. Erst
durch eine Aktivierung des Angiogenic switch wird es moglich, dass ein Tumor
wachst und zu Krankheitssymptomen fuhrt. Im Verhaltnis zu der Gesamtzahl
solcher Mikro-Tumoren geschieht diese Aktivierung interessanterweise recht
selten. Die Ursache dafur ist bislang jedoch noch unklar.

-11 -
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Neben dem Tumorwachstum ist ebenso das Eindringen von Tumorzellen in die
systemische Blutzirkulation - und somit die Fahigkeit der Metastasierung eines
Tumors - wesentlich bedingt durch eine Aktivierung der Angiogenese (FIDLER
et al. 1994; LIOTTA et al. 1974). In den Metastasen beginnt der Vorgang der
Tumorangiogenese von neuem.

Nach der allgemeinen Erfahrung in der Klinik stellen sich maligne Tumoren hau-
fig gut durchblutet dar. Ebenso konnte in einer Reihe von Experimenten in den
letzten drei Jahrzehnten gezeigt werden, dass das Wachstum des Primartu-

mors und der Metastasen wesentlich von einer Gefal3neubildung abhangt.

Kriterien fur die Bedeutung der Tumorangiogenese laut FOLKMAN 1990:

= Exponentielles Tumorwachstum beginnt nachgewiesenermal3en erst nach
Beginn der Vaskularisierung.

» [n avaskularen Regionen (z.B. in der vorderen Augenkammer) bleiben Tu-
moren generell sehr klein und wachsen im Experiment erst nach Verpflan-
zung in gut durchblutete Gewebe.

= Die Tumorgrof3e einer Vielzahl von Tumoren korreliert mit ihrer Vaskularitat.

= Angiogeneseinhibitoren wirken sicher auf das Tumorwachstum in-vivo, je-

doch haufig nicht in-vitro auf Tumorzellen.

Auf zellularer Ebene konnten sowohl bei humanen Tumoren als auch bei Tumo-

ren im Mausmodell folgende vier Mechanismen gefunden werden, die fir das

Auslosen des Angiogenic switch eine entscheidende Rolle spielen (FOLKMAN

2001):

e Karzinomzellen ohne eigene Blutversorgung sind im Stande, eine Gefal3neu-
bildung in einem benachbarten Gefald zu provozieren (HANAHAN et FOLK-
MAN 1996). Dabei penetrieren die neu gebildeten Gefal3e den Tumor und
sorgen fur die Ausbildung von Mosaikgefalien, die sowohl aus Endothel- als
auch aus Tumorzellen bestehen. Das Verhéltnis zwischen Endothelzelle und
Tumor liegt dabei statistisch bei einer Endothelzelle, die 5 bis 100 Tumorzel-
len versorgt. Das scheint die Ursache dafur zu sein, dass solide Tumoren in

der Lage sind, taglich Millionen von Tumorzellen in die Blutbahn abzugeben.
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e Im Blut zirkulierende Vorstufen von Endothelzellen aus dem Knochenmark
sammeln sich an einer Stelle und induzieren eine Angiogenese, sog. Homing
(ASAHARA et al. 1999; SHI et al. 1998)

e Tumoren verstarken die Ansammlung von Gast-Fibroblasten und/oder
Makrophagen im eigenen Gewebe und flihren somit zu einer Erhéhung der
Bildung von Angiogenese-Faktoren (ITO et al. 1999).

e Bereits existierende Gefalle werden von Tumorzellen zylindrisch umschlos-
sen und somit einfach ,beschlagnahmt®. Es kommt dabei haufig zu einer
Ausweitung des Lumens und infolgedessen zu einer Aufsplittung oder Tei-
lung des betroffenen Gefalles (HOLASH et al. 1999).

Diese Mechanismen wirken in der Regel nicht alleine, sondern in Kombination
miteinander. Ist der Vorgang der Angiogenese einmal in Gang gesetzt, so ge-
schieht es nur selten, dass die Gefalineubildung wieder auf ein physiologisches
Malfd zurtickgeschraubt wird.

Auf molekularer Ebene zeigt sich insbesondere zu Beginn des Tumorwachs-
tums eine UbermaRige Produktion von Angiogenese-fordernden Faktoren durch
genetische Mutationen (z.B. die Uberproduktion des ras Onkogens), welche zu
verstarkter Bildung des fur die Induktion der Angiogenese wichtigen VEGF-
Proteins (Vascular Endothelial Growth Factor, vergl. Kap. 2.1.2.) fuhren. Eben-
so fihrt eine Mutation der p53-Tumor-supressor-Gene oder deren komplette
Zerstorung zur Unterdriickung der Produktion von Thrombospondin-1, eines In-
hibitors der Angiogenese (MASOOQD et al. 2001).

Auch Umgebungsparameter im Tumorgewebe wie z.B. Hypoxie, endogene An-
giogenese-Inhibitoren oder genetische Faktoren zeigen Wirkung auf den Angio-
genic switch. So kommt es beispielsweise durch den Austritt von Plasma aus
den neu gebildeten Gefallen eines Tumors zu einem erhdhten interstitiellen
Druck, der auf Grund einer ungentgenden Bildung lymphatischer Abflussleitun-
gen nicht abgebaut werden kann. Kleinere Gefal3e im Innern eines Tumors
werden dabei sogar so stark komprimiert, dass sich eine zentrale Nekrose im
Tumor bildet. Diese Hypoxie wirkt sich aber begtinstigend auf die Aktivierung

des VEGF-Promoters aus, was wiederum eine vermehrte Expression von
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VEGF-Proteinen nach sich zieht (STIVER et al. 2000). Ein niedriger pH-Wert
sowie eine geringe Glukose-Konzentration scheinen sich ebenfalls positiv auf
die gesteigerte VEGF-Produktion auszuwirken.

Da insbesondere die Expression des VEGF und dessen Rezeptoren eine ent-
scheidende Rolle fir die Aktivierung der Tumorangiogenese spielt (VEIKKOLA

et al. 2000), soll im Folgenden dieser Mechanismus naher beschrieben werden.

2.1.2 VEGF/VEGF-Rezeptor-System

Den ersten Hinweis darauf, dass die Gefal3neubildung bei Tumoren mit der
Ausbildung eines ,vascular permeability factor* (VPF) verknlpft sein muss, er-
gab eine stets erhdhte Permeabilitat in deren Mikrovaskularitat (VEIKKOLA et
al. 2000). VPF wurde rasch als ein sehr spezifischer proangiogener Faktor ein-
gestuft und heif3t heute Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF). Bei dem
VEGF handelt es sich um ein Zellmito- und Motogen, welches in-vivo die Kapil-
lardurchléssigkeit fur Plasmaproteine noch starker erhéht als Histamin (ca.
50.000 mal starker). Produziert wird es sowohl von gesunden Zellen als auch
von vielen Arten von Tumorzellen. In letzterem Fall herrscht in der Regel eine
Uberproduktion vor.

Sechs verschiedene VEGF-Isoformen wurden bislang in der Literatur beschrie-
ben (FERRARA 1999; NEUFELD et al. 1999; SHIBUYA et al. 1999, CARME-
LIET 2003). Die in diesem Zusammenhang wichtigen VEGF-Isoformen A-D sind
in Abb. 2 aufgefuhrt. Als VEGF-E werden desweiteren die viralen Homologe
bezeichnet, als VEGF-F die im Schlangengift vorkommende VEGF-Variante.
Die VEGF-Isoformen unterscheiden sich alle bis auf die verwandten plazenta-
ren Wachstumsfaktoren PIGF-1 und PIGF-2, die ebenfalls der VEGF-Familie
zugerechnet werden, durch ihre unterschiedlichen C-Termini, die bei den ho-
hermolekularen Isoformen Heparin-bindende Sequenzen enthalten. Der N-
Terminus hingegen ist bei allen Formen gleich und ist fir die hochaffine Bin-
dung an die VEGF-Rezeptoren verantwortlich (MARME 1999). Aus diesem
Grund sind alle VEGF-Isoformen dazu fahig eine Endothelproliferation anzure-
gen und unterscheiden sich lediglich hinsichtlich ihrer Bioverfugbarkeit und ihrer
Lokalisation im Gewebe.
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VEGF- Rezeptor Ausbildung Ausbildung Beteiligt an pathologi-
Isoform beim Embryo |beim Erwachse- |schen Prozessen
nen
VEGF-A VEGFR-1, Ubiquitéar, = Nierenglomeruli | = Tumorzellen, Haut-
VEGFR-2 hohe Ausbil- = Lunge und Haarfollikel bei der
dung in: . Herz Wundhellung .
* Herz « Haarfollikel = Synoviazellverband bei
= Nieren ) rheumatischer Arthritis
= Ovarien . ) .
» Milz _ * Retinazellen: Rethino-
- Lunge = Endometrium pathie bei Diabetes, fe-
5 = adrenerge Dri- | tale Frihreife
arm sen » Herzmuskel und Ge-
hirn: infolge von |-
schamie oder Infarkt
VEGF-B VEGFR-1 » Herz » Herz = Tumorzellen
= Skelettmuskel | = Skelettmuskel |= Endothelzellen von
» Gehirn TumorgefaBen
VEGF-C VEGFR-2, hohes Vor- = geringe Ausbil- |= Tumorzellen
VEGFR-3 kommen in dung in:
Gegenden Herz
Iymphatischer » Plazenta
Vorstufen = Ovarien
» Dinndarm
= Schilddrise
VEGF-D VEGFR-2, » Lunge » Lunge nicht nachweisbar in
VEGFR-3 = Herz Tumorzellen
= Dinndarm

Abb. 2: Familie der VEGF, deren Rezeptoren und Lokalisation im Gewebe

Drei verschiedene VEGF-Rezeptoren wurden bislang gefunden:
e VEGFR-1 bzw. Flt-1 (180-kDa fms-like tyrosine kinase)
e VEGFR-2 bzw. KDR/FIk-1 (KDR= 200K-kDa human kinase insert do-

main, FIk-1= mouse homologue)

e VEGFR-3 bzw. Fit-4

Wahrend KDR/Flk-1 fur die Signalubermittlung zur Endothelproliferation und

Chemotaxis zustandig sein soll (STIVER et al. 2000), ist der dritte Rezeptor
meist auf lymphatischem Endothel zu finden (VEIKKOLA et al. 2000).
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Die VEGF-Rezeptoren werden von homologen Genen codiert und gehéren
samtlich zur Familie der Rezeptortyrosinkinasen. Bis auf wenige Ausnahmen ist
ihre Ausbildung auf proliferierende Endothelzellen beschrankt. Extrazellular set-
zen sich VEGFR-1 und VEGFR-2 aus sieben Immunglobulin (Ig)-ahnlichen
Doméanen zusammen. Der VEGFR-3 hingegen besitzt anstelle der flnften Ig-
Domaéne eine Disulfid-Brucke. Fur die spezielle Ligandenerkennung werden al-
lerdings nur die ersten drei N-terminalen Ig-ahnlichen Domé&nen ben6étigt. Intra-
zellular weisen die Rezeptoren eine Tyrosinkinaseaktivitat auf. Wenn beispiels-
weise eine Bildung von VEGF an einen entsprechenden Rezeptor erfolgt, dime-
risiert dieser und phosphoryliert sich gegenseitig mit einem Tyrosinrest. Dieser
setzt daraufhin Gber eine spezielle Assoziation mit sogenannten SH2-Proteinen
die Signaltransduktion in der Endothelzelle bis hin zur Proliferation in Gang
(FERRARA et al. 1997).

VEGF, PIGF, VEGF, VEGF-C, VEGF-C, VEGF-D
VEGF-B VEGF-D, VEGF-E
VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3

i
348 $¢3 343

Angiogenese Lymphangiogenese

Abb. 3: Schematischer Bau der VEGF-Rezeptoren auf einer Endothelzelloberflache.

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass eine verstarkte Expres-
sion von VEGFR durch eine lokale Hypoxie, welche ihrerseits eine gesteigerte
VEGF-Bildung zur Folge hat, verursacht wird. Diese gesteigerte VEGF-
Expression konnte beispielsweise in einem physiologischen Zusammenhang
bei akuten und chronischen hypoxischen Zustanden in Blutgefal3en am Herzen
und in der Lunge beobachtet werden (CARMELIET et COLLEN 2000). Dabei
scheint wie bereits erwahnt der HIF-1, ein durch Hypoxie induzierter Transkrip-

tionsfaktor, eine entscheidende Rolle zu spielen. Daher ist es mdglich, dass ein
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Tumor durch Ausbildung sowohl der angiogenen Faktoren als auch der Erho-
hung der Rezeptorzahl selbst dazu in der Lage ist die Angiogenese zu unterhal-
ten (ZETTER 1998).

Physiologische und pathologische Aufgaben des VEGF Systems:

Physiologische Angiogenese Pathologische/regenerative Angiogenese
= Wachstum/Ausbreitung = Tumor

= Gewebereparatur Retinopathie

» Reifung Wundheilung

myocardiale Ischamie

kollaterales Wachstum

Als weitere Stimulatoren der VEGF-Expression werden Onkogene wie ras, die
Inaktivierung von Tumorsupressorgenen, Zytokine wie Interleukin-1 beta und In-
terleukin-6, EGF (,Epidermal Growth Factor*) oder TGF-b (,Transforming
Growth Factor beta“) und zahlreiche weitere Faktoren in der Literatur genannt
(FERRARA 1997; NEUFELD et al. 1999).

Das VEGF-System bietet also einen aul3erst gunstigen Angriffspunkt fir neue
Therapieformen in der Krebsforschung.

SALVEN et al. konnten 1999 nachweisen, dass der VEGF-Spiegel aul3erdem
eine prognostische Bedeutung besitzt. Bei zahlreichen Malignomen konnte eine
Korrelation zwischen hohen VEGF-Werten und einer schlechten Prognose

nachgewiesen werden.

2.1.3 Das Integrin: Alpha-v beta-3 (a,83)

Inzwischen gibt es Hinweise darauf, dass die Wirkung von VEGF am VEGFR-2
(und vermutlich auch am VEGFR-3) in engem Zusammenhang mit der Existenz
des Integrins a,p3 steht.

Integrine sind Adhasionsmolekiile, die als transmembrantse Rezeptor-
Komplexe fungieren und deren Rezeptoren auf der Endothelzellmembran sit-
zen. Sie bestehen aus nicht-kovalent gebundenen a- und B-Ketten. Bislang sind
24 verschiedene a-B-Heterodimere bekannt (IVASKA et HEINO 2000).
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Das Integrin a,83 wird Uberwiegend auf aktivierten Endothelzellen vorgefunden,
wo es eine regulierende Funktion auf den Zellzyklus besitzt, eine wichtige Rolle
in der Zell-Signaliibermittlung spielt und somit fiir das Uberleben der Zellen mit-
verantwortlich ist. Durch Hemmung dieses Integrins ist es gelungen Einfluss auf
die Tumor-Angiogenese zu nehmen (REINMUTH et al. 2003). Das Integrin a,f33
tritt in Interaktion mit einer Reihe von extrazellularen Matrix-Proteinen (Fibro-
nectin, Fibrinogen, Osteopoetin, Thrombospondin, Vitronectin und von Wille-
brand Faktor), ist beteiligt an der Aktivierung der Zellproliferation und besitzt ei-
ne antiapoptotische Wirkung in Bezug auf die Endothelzellen (BROOKS 1996;
BROOKS et al. 1996; GIANCOTTI et al. 1999; KUMAR et al. 2001;
STROMBLAD et al. 1996).

Verschiedene Integrin-Antagonisten sind inzwischen sowohl in-vitro, als auch
in-vivo getestet worden. Eine Reihe von Tumoren konnte demnach in ihrem
Wachstum gehemmt und in der Ausbildung eines funktionierenden Gefal3sys-
tems gestort werden. Teilweise gelang sogar eine Ruckbildung des Tumorge-
webes und die Metastasenbildung konnte ebenfalls vermindert werden
(BROOKS et al. 1994b; REINMUTH et al. 2003).

2.1.4 Tumorangiogenese

Ohne eine gesicherte stetige Zufuhr von N&hrstoffen und Wachstumsfaktoren
aus dem Blut der Gefalie werden — wie schon oben erwahnt — selbst Tumoren
meist nur wenige Millimeter gro3. Krebszellen haben jedoch die Fahigkeit er-
worben, selbst angiogene Faktoren zu exprimieren, die bei Kontakt an beste-
henden BlutgefalRen zur Aussprossung neuer Gefél3e in Richtung Tumor und in
ihn hinein fuhren. Infolge dessen steigt das Wachstum des Tumors massiv an;
in und um ihn entsteht ein abnorm gebautes Gefal3geflecht. Der abnorme Bau
dieser Gefal3e aulRert sich in unorganisierter Durchblutung, unebenen Gefal3-
durchmessern, dilatierten, stark gewundenen und veréastelten Gefal3en (DVO-
RAK et al. 1995; CHANG et al. 2000). Letztendlich handelt es sich bei der Tu-
morvaskularisierung um einen chaotischen Blutfluss, infolge dessen haufig hy-
poxische oder angesduerte Bereiche im Tumorgewebe entstehen (HELMLIN-
GER et al. 1997; BAISH et al. 2000). Durch die starke Zellvermehrung im Tu-
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mor Uberschreiten schliel3lich einige Zellen die Hochstdistanz von 100-200 um
fur die Sauerstoffdiffusion, so dass sich in der Folge nekrotische Bezirke aus-
pragen. Das Absinken der Sauerstoffspannung wird als eine der Hauptursachen
fur die weitere Angiogeneseinduktion angesehen (SHWEIKI et al. 1995).

Der Bau der Gefallwande selbst ist ebenfalls abnorm und zeichnet sich durch
Fenestrierung der Endothelzellen, vergrol3erte interendotheliale Verbindungen
und eine inkomplette Basalmembran aus. Vermutlich ist ein wechselndes Un-
gleichgewicht der Angiogenese-bestimmenden Faktoren die Ursache fir dieses
abnorme Gefallwachstum. Fur den Tumor selbst bieten diese Bedingungen,
neben einer erschwerten Ansprechbarkeit auf Therapeutika mit Wirkung am
GefalRendothel, vor allem eine ginstige Ausgangssituation fir die Metastasie-

rung.

2.2 Antiangiogene Therapie

2.2.1 Inhibition der Angiogenese als Hoffnungstréager in der
Krebstherapie

Bereits vor tiber 30 Jahren stellte FOLKMAN erste Uberlegungen dariiber an,
Tumoren durch eine antiangiogene Therapie zu behandeln. Dabei spielen ins-
besonders folgende vorteilhafte Eigenschaften des Prinzips der Angiogene-
seinhibition gegenuber konventionellen Krebstherapien eine gro3e Rolle:

e Breite Anwendbarkeit: Der Vorgang der Angiogenese ist unabhangig
vom Typ des soliden Tumors sowie ebenso unabhangig vom Ort seiner
Entstehung.

e Resistenzbildung unwahrscheinlich: Durch ihre genetische Instabilitat
entwickeln Tumorzellen gegen konventionelle Chemotherapeutika oft-
mals Resistenzen. Angiogeneseinhibitoren wirken jedoch auf genetisch
gesunde stabile Endothelzellen, womit eine Resistenzbildung unwahr-
scheinlich ist, wie in diversen praklinischen und friihen klinischen Studien
gezeigt werden konnte (KERBEL 1997).

e Gute Erreichbarkeit: Die Endothelzellen als Wirkungsort der Angiogene-

seinhibitoren sind schnell und direkt tber die Blutbahn zu erreichen.
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e Potenzierung maoglich: Da statistisch gesehen jede Tumorkapillare Hun-
derte von Tumorzellen versorgt, sollte eine Potenzierung des antitumo-
résen Effekts durch diesen Therapieansatz mdglich sein (FOLKMAN
2001; SCAPPATICCI 2002).

e Wenig Nebenwirkungen: Physiologische, nicht-maligne Angiogenese
zeigt sich im adulten Organismus in Form von Wundheilung, Entzin-
dung, Ovulation, Schwangerschaft und Kollateralkreislaufbildung bei
chronischen Ischamien. Somit besteht die Hoffnung, dass Therapien mit
Angiogeneseinhibitoren in der Langzeit-Krebstherapie spezifisch einge-

setzt werden kénnen, ohne gro3ere Nebenwirkungen zu verursachen.

2.2.2 Therapeutische Ansatze mit Angiogeneseinhibitoren

Aufgrund der Komplexitat des Vorgangs der Angiogenese ergeben sich multiple
Ansatzmdglichkeiten in Bezug auf eine gegen sie gerichtete Therapie in der
Onkologie. Dabei spielen insbesondere Substanzen eine Rolle, die auf die Ba-
salmembrandegradation, die Endothelzellmigration und -proliferation oder die
Zell-Matrix-Interaktion einen Einfluss besitzen.

Schwerpunkt der Forschung sind vor allem Molekile, die den Signaltransport
an den Rezeptoren verhindern. Dabei handelt es sich sowohl um Antikérper, die
direkt auf Wachstumsfaktoren oder deren Rezeptoren wirken, als auch um
Substanzen, die den intrazellularen Signaltransport beeinflussen.

Substanzen, die eine Wirksamkeit direkt an den Endothelzellen der Gefal3kapil-
lare verursachen, z.B. indem sie die Ansprechbarkeit auf pro-angiogene Stimuli
verhindern, werden als ,direkte Angiogenese-Inhibitoren“ bezeichnet. Dazu im
Gegensatz stehen die ,indirekten Angiogenese-Inhibitoren®, welche auf die Sig-
nalibertragung in Tumorzell- und Endothelzell-Kompartimenten einen Einflul3
haben (FOLKMAN u. HLATKY 1998).

-20 -



2.2 Antiangiogene Therapie

Tabwelle:

Die verschiedenen Klassen der Angiogenese-Hemmer

Inhibitor-Klasse
VEGF-Antagonisten

Wachstumsfaktoren (GF)-
Antagonisten

Antagonisten der Ielladhision

Signal-Transduktions-Inhibitaren

Antiinflammatorische Substanzen

Proteinase-Inhibitaren

Iytotoxische Substanzen

Kombinierte Hechanismen

Wirkprinzip

Honoklonale Anti-VEGE-Antikidrper
VEGF-bindende Molekiile
Monoklonale Anti-YEGF-Rezepior-
1-Antikirper
VEGF-Rezeptor-2-Tyrosin-Kinase-
Inhibitoren

POGE-Rezeptor-Inhibitor
Endothelin-Rezeptor (AT4)
Inhibitor

Honoklonale Anti-cVP 3-Antikarper
cVB3/ e VR 5-Antagonisten

o 5P | -Antagonist
N-Cadherin-Antagonist
PKC-Inhibitoren

Raf-Inhibitoren
HAPE-Inhibitaren
mT0R-Inhibitaren

Farnesyltransterase-Inhibitoren

NSAR

COK-2-Inhibitoren
PLA-A,/COX-2-Suppressoren
Inhibitoren der Hakrophagen-
Aktivierung

HHP-Inhibitoren

Proapoptotische Faktoren
Tubulin-bindende Substanzen

ATP-Synthase-Inhibitoren
Inhibitoren der Endothelzell-
Proliferation

HSP90-Inhibitar

Substanzen/Medikamente
Bevacizumab (Avastin®); HuMV833
skit-1; sHlk-1; sFle-17FIk-1

IHC-1C1 |

SUS416 (Semaxanib®); SU666S;
FTKTST/TK2284; T0K4190; ID64TS;
SUTI248

STISTA (Glivec); SUT1248
GBC-590; ABT-617

LM-609 (Vitaxin®)

ERDI21974 (Cilengitide®);
SCH221153; BCH-14661, BCH-15044
H200 (Volociximab®)

ADH-1 (Exherin®)

PEC-412; CGP 41251; Bryastatin-1;
Ro 31-8120; Ro 32-0431
BAY43-2006 (Sorafenib)

PD 98039

Rapamycin, RADOA1 |Everolimus)
REISTIT; L-T78123; Sch-06336;
L-T44331; BHS-214662
Indomethacin; Aspirin; Sulindac
Celecoxib (Celebres®)

Cortisol

Thalidemid

Batimastat; BMS-275291; CGS-27023;
(OL-3; Neovastat, HMI- 166

Tumer Mecrosis Factor (Beromun®)
Combrestatin Ad; ID&1126,

BMS 186527

Angiostatin

THP-470; Interleukin-12; 1FNce

Geldanamycin-Derivate |17-AAG)

Abb. 4: Uberblick tiber die Klassen der Angiogeneseinhibitoren (iibernommen aus ZWEIFEL u.
RUEGG 2006)
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Bei den in dieser Arbeit untersuchten Angiogenesehemmern SU5416 und
SU6668 (SUGEN Inc., South San Francisco, inzwischen Ubernommen von
PFIZER, New York) handelt es sich um indirekte Rezeptor-Tyrosin-Kinase-
Inhibitoren, die nach erfolgter VEGF-Rezeptor-Aktivierung die Signalkaskade
unterbrechen. Weitere &hnliche Substanzen dieser Art von Inhibitoren sind
PTK787/ZK222584 oder SU11242 (PFIZER). Bei SU11242 (Sutent®) handelt es
sich um einen oral verabreichbaren RTK-Inhibitor, der seine antiangiogene Ak-
tivitat durch Blockade des PDGFR, VEGFR, KIT und FLT3 entfaltet (vgl. Kapitel
2.3). Er entstand aus einer Weiterentwicklung der ersten beiden SUGEN-
Praparate SU5416 und SU6668.

Ein VEGF-Aptamer befindet sich in klinischen Studien zur Behandlung der al-
tersabhangigen Makuladegeneration (EYETECH STUDY GROUP 2003). Diese
DNA-oder RNA-Molekuile binden Zielproteine und sind dazu in der Lage, deren
Funktion zu neutralisieren. Desweiteren konnte die Substanz Angiozym in einer
klinischen Phase-I-Studie erfolgreich untersucht werden. Dabei handelt es sich
um ein VEGFR-1-Ribozym, welches die Proteinbiosynthese des VEGFR-1 un-
terdriickt (WENG et al. 2005).

Einen weiteren Zugang zur therapeutischen Beeinflussung der VEGF-
Signalkaskade stellt seit 2005 der neutralisierende Antikdrper Bevacizumab (A-
vastin®) dar. Er bindet als Antikérper an VEGF und verhindert so dessen Bin-
dung an seinen Rezeptor (JAIN 2002). Eine noch breitere Wirkung besitzt die
Substanz VEGF-trap (Aventis, Strassburg), ein dimerer l6slicher Rezeptor, wel-
cher aus Teilen der extrazellularen Domanen der VEGFR-1 und -2 besteht
(HUANG et al. 2003). Neben VEGF bindet er gleichzeitig an weiteren pro-
angiogene Faktoren, wodurch seine Wirkung noch hdher eingeschatzt wird.

Die Inhibition von Matrix-Metalloproteinasen ist eine weitere Strategie, die Angi-
ogenese zu unterbinden. Ebenso liel3 die Blockade des heterodimeren Integrins
ayBs durch Vitaxin® oder Cilengitide, ein zyklisches Pentapeptid mit hemmen-
der Wirkung auf a,3 und a,Bs, eine gute antiangiogene Wirkung erkennen (Y-
AMADA 2006). Nach den Ergebnissen einer ersten Phase |/lI-Studie zeigt be-

sonders Cilengitide zur Behandlung des Glioblastoms eine vielversprechende
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Wirkung in Kombination mit anderen Krebstherapieformen (NABORS et al.

2007).

TableA Anti-WESF agenta curranthyin clinical development:

Phassll]

Phiss Il

Phaga HI

Phass [HI

Phaes: |-l

Phiss [HI

Phiass |-

Phass -l

Phiggs |-l

Sorafanik

(fommarly BAY 453-2008)
Sunitinib (3LMH1245)
ZK-COK

AGDT3TA0

AMGT DG

KAMN-851

BMS-E62664

Xl

Zantima® (ZA474)

WEGFR-2, PDGER-f FLTS, c-Kit
VEGFRE, PDGFR-B, FLTS, e-Kit
WEGFR=, POGER, C0Ka

WEGFR, PDGFR-[, e-Kit

VEGFRH; VEGFRZ, PLGFR-E, c-Kit
VEGFR1, VEGFRZ, VEGFRA; PDGFR-B,
ot

VEGFRZ, FaFR

FGFR, VEGFRs, PDGER, FLTS

WEGFRE, EGFR, HET

Phieas of devalopmiant  Dug Targets Dreacription
Specific anti-VEGF agents
Markatedfphase IHY.  Bevectumab [fvestin®]  VBSF Monocloral antibochy
Phags | WEGF Trap VEGF, FIGF, VEGF-B Saluble mosptar
Phiass | VEGF-AS (aglin®) WEGR VEGF-C., VEGF-D Antiaanas oligonuclectida
Phigs | Apliclin® VEGF Pepticls
Dehrydredidarinin B
Multitargeted agpenta that selactively targat YEGF receptors®
P Il Matalanily [PTRTETZK YEGFRT, VEGFRZ, VEGFRY, Emall-rolaculs tyoeins kinass recaptor
sty POGFR, o-Kit rhibitoy
Phags Il AE-D41 (Moouastat® VEGF-VEGFR bireling Shark-cartilage component
MMPZE, MMPS
Phazs |-l AZDEATY NEGFR1, VEGFERZ, VEGFRS, PDGER-f,  Bmall-niolaculs tymsing kinass ecaptor
-Hit rhibitos
Phsgs -l CEP-7IES VEGFR1, VEGFRZ, VEGFR2 Srmall-rialaculs fmeine kinaes reesptor
irhibitor
Phass I CHIR254 VEGFR1, VEGFR2, FGFR1; FGFR 3 Srnall-rialecils tmoeine kinass mesptor
rhibitor
Phaes |-l CP-547002 VEGFRZ Snall-molaculs tymoeine kinass Eesptor
irhibitor
Phags |-l GWTRG0S4 VEGFRZ Srnall-malacule tmeins kinass eeaptor
irhibitor
Phaes= |-l IMG-C1121h VEGFRE Maracloral antibody
Phges |-l E]-as0 VEGFR, e-Kit Emall-molaculs tyosine kirass recaptor

rhibitoy

Broad spactrum multitargsted agents that target VEGF receptor and other kinases preasnt in endothelial and cancer calla®

Emall-rolaculs raf Knase and trosins
kinaseinhibitor

Srmall-raleculs fymeine kinass reaptor
ihibitor

Bmall-rialeculs tymsine kinaes

rhibitor

Srnall-moleculs tymeina kinass seaptor
inhibitor
Srnall-malaculs heins kinaes eeaptor
inhibitor
Srnall-maleculs tymeine kinaes mesptor
irhibitcr
Emall-malacula tymsing kinass mesptor
hibitcy
Ernall-rnalacule tymeine kinass meaptor
irhibitor
Emnall-rolaculs tmeine kingss Eeaptor
ihibitor

Abb. 5 : Ubersicht tiber antiangiogene Substanzen, die sich derzeit weltweit in Phasen Klini-
scher Testung | bis 11l befinden (ibernommen aus JAIN et al. 2006).
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In vielfaltigen Versuchen wurde ebenfalls mit rekombinant hergestellten naturli-
chen anti-angiogenen Faktoren (vergl. auch Tab. 1, Kap. 2.1) die Wirksamkeit
auf eine Angiogeneseinhibition untersucht. Dabei wurde versucht, das Gleich-
gewicht zu ungunsten der Angiogenese zu verschieben. Thrombospondin und
Endostatin (O"REILLY et al. 1997) fanden in diesen Untersuchungen beispiels-

weise eine grofle Anwendung.

Darlber hinaus ist seit einigen Jahrzehnten die antiangiogene Wirkung von se-
lektiven COX-2-Inhibitoren bekannt. Viele dieser Praparate sind wegen anderer
medizinischer Indikation bereits auf dem Markt und werden in Kombination mit
weiteren Krebstherapiekonzepten eingesetzt. Das in dieser Arbeit eingesetzte
Celecoxib wird beispielsweise als Celebrex® in der Behandlung von degenerati-
ven Gelenkerkrankungen (Arthrose), chronischer Polyarthitis (Rheumatoide
Arthritis) und des Morbus Bechterew (Spondylitis ankylosans) eingesetzt. Es ist
zudem als Onsenal® zur ergénzenden Behandlung von Patienten mit Familiarer
Adenomatdser Polyposis (FAP) neben der chirurgischen Therapie zugelassen.
Auch wenn die Nebenwirkungen der selektiven COX-2-Inhibitoren meist als ge-
ringgradig eingeschatzt werden, ist nach dem Skandal im Jahre 2004 mit dem
vom Markt genommenen Medikaments Vioxx® (Rofecoxib) mit Substanzen der
Coxib-Klasse Vorsicht geboten (Arzneimittelkommission der Deutschen Arzte-
schaft 2004). Nach regelméaRiger Einnahme dieses Praparats verdoppelte sich
nach damaligen Studien die Rate an Herz-Kreislauferkrankungen (insbesonde-
re Herzinfarkten, instabiler Angina Pectoris und Schlaganféllen) mit Todesfallen.

Interessanterweise beruht auch die Wirkung vieler konventioneller Chemothe-
rapeutika teilweise auf antiangiogener Potenz. Cyclophosphamid, Paclitaxel
(Taxol®), Doxurubicin, Vincristin aber auch Thalidomid beim multiplen Myelom
zeigen beispielsweise, selbst in einer geringeren Dosis als sie zur Krebsthera-

pie verwendet wird, einen antiangiogenen Effekt (BROWDER et al. 2000).

2.2.3 Antiangiogenese in Kombination mit der Strahlentherapie

Die Strahlentherapie stellt neben der Chemotherapie und der Chirurgie die mit
am haufigsten angewandte Methode in der humanen Krebstherapie dar. Ca.

60-70% aller Patienten mit einem invasiven Tumor erhalten wéahrend ihrer
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Krankengeschichte eine Radiotherapie, zum Teil auch als Palliation oder
Schmerztherapie. Haufig wird die Strahlentherapie mit anderen Therapieansat-
zen kombiniert, so dass inzwischen ca. 30% aller Heilungen aus dieser kombi-
nierten Therapiewahl hervorgehen. Leider gibt es aber immer noch eine Viel-
zahl von malignen Tumoren, die nur schlecht oder gar nicht auf die Strahlenthe-
rapie reagieren, moglicherweise aufgrund von intrinsischer oder erworbener
Radioresistenz. Ziel der Krebsforschung ist es daher, optimale Kombinations-
maoglichkeiten der einzelnen Therapiemodalitdten zu finden, deren Anwendung
maoglichst wenige und nicht-tberlappende negative Einflisse auf den Gesamt-
organismus und das angrenzende Gewebe hat. Durch solche Kombinationen
von therapeutischen Mal3hahmen gelingt es additive Anti-Tumor-Effekte unter
raumlichem Zusammenwirken zu erzielen. Neben dem kombinierten Einsatz
von Chemotherapeutika, Radioprotektoren und hypoxische Zellen sensibilisie-
renden Substanzen richtet sich ein Hauptinteresse der aktuellen Forschung auf
die Kombination von Angiogeneseinhibitoren mit der Strahlentherapie.

Friher ging man davon aus, dass ein enger Zusammenhang zwischen der Tu-
morgefal3dichte und der lokalen Oxygenierung des Gewebes besteht. Die Ge-
falkdichte, die von der Fahigkeit eines Tumors zur Stimulation der Angiogenese
abhangt, sollte demnach ein direktes Mal3 fur die Verfugbarkeit von Sauerstoff
im Tumor sein. Eine Schlussfolgerung aus dieser vereinfachten Hypothese wéa-
re, dass eine Kombination von Antiangiogenese mit der Radiotherapie wenig
Sinn machen wirde, da Angiogenese-Inhibitoren das GefaBwachstum, und
demzufolge die Bereitstellung von sauerstoffreichem Blut, unterbinden. Diese
Annahme liel3 sich jedoch nicht aufrechterhalten. Vielmehr ist eine hohe Oxy-
genierung des Gewebes ein pradiktiver Faktor fur ein positives Ansprechen auf
eine Strahlentherapie, wie in zahlreichen experimentellen und klinischen Stu-
dien gezeigt werden konnte (LEE et al. 2000) (vgl. Kap. 2.4).

Heute ist bekannt, dass das Gefal3geflecht in Tumoren strukturell wie funktionell
eher abnormal ist (JAIN 1994). Eine Kompression der Tumorzellen, ein hoher
interstitieller Druck durch eine erhéhte GefalRwandpermeabilitat, ein erniedrigter
Blutfluss sowie eine schlechte Oxygenierung und ein saures Milieu sind die
Folge dieses minderwertigen Gefal3aufbaus (EBERHARD et al. 2000). In diver-
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sen Studien konnte nach einer Therapie mit Angiogenese-Inhibitoren jedoch
beobachtet werden, dass das Gefalinetz sich anndhernd ,normalisiert* und die
Permeabilitdt der Gefal3wand sinkt. Dadurch sank auch der interstitielle Druck
und die Oxygenierung stieg bei einigen Tumoren an (YUAN et al. 1996; TSU-
ZUKI et al. 2000; LEE et al. 2000; JAIN 2001; JAIN 2005).

Es erscheint also durchaus sinnvoll, Angiogeneseinhibitoren mit der Strahlen-
therapie zu kombinieren, wenn man davon ausgeht, dass die Inhibitoren die
Umgebung des Tumors so modifizieren, dass ein Ansprechen auf ionisierende
Strahlen verbessert und zusatzlich eine mdgliche Strahlenresistenzbildung
vermindert wird. In der Literatur finden sich inzwischen zahlreiche Ergebnisse
zu praklinischen (MAUCERI et al. 1998; HANNA et al. 2000; KISHI et al. 2000)
sowie klinischen Studien (DICKER et al. 2002), die das gesteigerte Ansprechen

auf die Bestrahlung nach diesem Behandlungskonzept bestétigen.

2.3 Angiogenese-Inhibitoren
2.3.1 SU6668

Bei der Substanz SU6668 handelt es sich um ein Molekil mit der chemischen
Bezeichnung  3-[2,4-dimethyl-5-(2-0x0-1,2-dihydro-indol-3-ylidenemethyl)-1H-
pyrrol-3-yl]-propionic acid, das folgende Struktur aufweist:

SUG6H68

Abb. 6: Die Strukturformel von SU6668 nach LAIRD et al. 2000.
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SU6668 wurde 1999 von der Firma SUGEN in 5 Schritten aus der kommerziell
erhaltlichen 4-(2-Methoxycarbonyl-ethyl)-3,5-dimethyl-1H-Pyrrol-2-Carboxy-
Saure Benzyl-Ester entwickelt. In ersten Versuchen im Tiermodell konnte ge-
zeigt werden, dass die Substanz die Bildung neuer Gefal3kapillare am Kolon-
karzinom erfolgreich inhibierte, die Bildung von Metastasen reduzierte und eine
Endothel- sowie auch eine Tumorzellapoptose provozierte (SHAHEEN et al.
1999).

Die antiangiogene Wirkung von SU6668 beruht auf dem Einflud der ATP-
Phosphorilierung an VEGFR-2, FGFR-1 und PDGFR. Den grofdten Effekt erzielt
die Substanz bei der Verhinderung der Autophosphorilierung des PDGFR mit
einem Ki-Wert von 8 nM, da anscheinend die Propionsaure in der Seitenkette
des Molekils eine ideale Interaktion mit Molekilen des Rezeptors eingeht.
SU6668 inhibiert an den VEGFR-2 mit einem Ki-Wert von 2,1 uM und FGFR-1
mit einem Ki-Wert von 1,2 uM die Rezeptor-Tyrosinkinase (SUN et al. 1999).
Die Inhibition der Rezeptor-Tyrosin-Kinase erfolgt dabei stets dosisabhangig. In
weiteren Versuchen konnte sowohl bei oraler, als auch intraperitonealer Appli-
kation von SU6668 bei einer Reihe von humanen Tumoren im Xenograft-Modell
eine signifikante Wachstumsverzdgerung nachgewiesen werden (LAIRD et al.
2000, LAIRD et al. 2002). BERGERS et al. konnten 2003 nachweisen, dass
SU6668 insbesondere bei bereits fortgeschrittenen Tumoren mit ausgepragtem
Gefal3netz eine gute Wirkung erzielt.

SU6668 wurde bereits an einer Vielzahl von Tumoren (z.B. Glioblastom, Mela-
nome, Bronchial -, Colon- sowie Ovarialkarzinom) erfolgreich getestet. Hinweise
uber ein verbessertes Ansprechen auf die Radiotherapie bei gleichzeitiger Ap-
plikation von SU6668 konnten ebenso in diversen Studien nachgewiesen wer-
den (GRIFFIN et al. 2002; LU et al. 2004; NING et al. 2002).

2.3.2 SU5416

Der chemische Name von SU5416 Ilautet 3-[(2,4-dimethylpyrrol-5-
yl)methylidenyl]-indolin-2-one; die Struktur des Molekdls ist in Abb. 7 darge-

stellt.
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SU5416 (Semaxanib® wurde 1998 von der Firma SUGEN durch Aldo-
Kondensation des kommerziell erhaltlichen 3,5-Dimethylpyrrol-2-Carboxyalde-
hyd mit Indolin-2-Eins in Ethanol in der Gegenwart von Piperidin entwickelt und
in préklinischen Studien von verschiedenen Forschungseinrichtungen (u.a.
Max-Planck Institut fir Physiologische und Klinische Forschung, Martinsried,
Deutschland) im Tierversuch auf seine Wirksamkeit hin untersucht (ANGELOV
et al. 1999; FONG et al. 1999; VAJKOCZY et al. 1999). In der darauf folgenden
klinischen Studie Phase | erfillte SU5416 allerdings nicht die Erwartungen, ins-
besondere nicht im Falle des Colon-Karzinoms in Kombination mit Chemothe-
rapeutika, so dass die klinischen Studien zunachst abgebrochen wurden, im
Jahr 2004 aber wieder aufgenommen wurden (Heymach et al. 2004; Peterson
et al. 2004; Zangari et al. 2004). Heute ist bekannt, dass SU5416 zwar eine gu-
te Wirkung zeigt, aber nur schwer wasserloslich ist, weshalb der Fokus der ak-

tuellen Forschung auf den Nachfolger SU11242 (Sunitinib) gerichtet ist.

SUS4 16

Abb. 7: Die Strukturformel von SU5416 nach LAIRD et al. 2000.

Die antiangiogene Wirkung von SU5416 beruht als ATP-kompetitiver Inhibitor
auf der Hemmung der Rezeptor-Tyrosin-Kinase, welche fur die VEGF-
abhangige Phosphorilierung des VEGFR-2 zustandig ist, mit einem Ki-Wert von
160 nM. Minimale Aktivitat weist die Substanz zudem am PDGF-Rezeptor mit
einem Ki-Wert von 320 nM und dem FGF-Rezeptor mit einem Ki-Wert von 19,5
UM auf (FONG et al. 1999). Im Blut ist SU5416 nur fir wenige Stunden nach
Applikation nachzuweisen, aufgrund der intrazellularen RTK-Blockade ist seine

biologische Aktivitat jedoch tber drei bis vier Tage messbar.

-28 -




2.3 Angiogenese-Inhibitoren

Die Hemmung von SU5416 wurde sowohl in-vitro als auch in-vivo untersucht.
Dabei zeigte der Inhibitor keine Wirkung im kinstlichen Medium, jedoch eine
gute Hemmung der Tumor-Angiogenese im lebenden Organismus. Mit Erho-
hung der Wirkstoffkonzentration stieg parallel dazu auch die angiogenese-

hemmende Wirkung.

2.3.3 S247

Bei der Substanz S247 handelt es sich um einen erst in jungster Zeit beschrie-
benen synthetischen, peptidomimetischen, hochpotenten und selektiven Anta-
gonisten der a,-Integrinfamile (REINMUTH et al. 2003; SHANNON et al. 2004).

Die antiangiogene Wirkung von S247 beruht auf der Hemmung des Integrins
ayBs. Dessen Aktivierung scheint die nachfolgenden Signalketten an der Zell-
oberflache mit VEGFR-2 zu unterstitzen und zu verstarken (ABDOLLAHI
2003). Zusatzlich verhindert es die bFGF-vermittelte Angiogenese, da diese
vom Integrin a,33 abhangt.

Die Wirkung von S247 fuhrte auch in-vitro zu einer starken Hemmung der
Zellproliferation und einer erhéhten Apoptose der Endothelzellen. Vermutlich
besitzt S247 auch einen direkten Einflu3 auf die Tumorzellen, da bei hochgra-
dig malignen Tumoren die a,Bs-Expression erhodht ist.

Seine antiangiogene Wirksamkeit sowie seine Reduzierung der Leber-
Metastasenbildung wurde in einer Versuchsreihe am Mausmodell erfolgreich an
Zellen des Colonkarzinoms getestet (MEYER et al. 2001; REINMUTH et al.
2003). Desweiteren konnte eine stark eingeschrankte Lungen-Metastasierung
am Beispiel des Mammakarzinoms durch eine S247-Therapie bewiesen werden
(GRIGGS et al. 2001).

Inzwischen konnte zudem in derselben Arbeitsgruppe am DKFZ ein antiangio-
gener Effekt fur das Prostata- und Epidermoidkarzinom-Modell festgestellt wer-
den (ZIEHER 2007).

2.3.4 Celecoxib

Tumorzellwachstum und -tberleben hangt stark von Entziindungsmediatoren

wie z.B. Cytokinen, Eicosanoiden und Wachstumsfaktoren ab. Dabei spielt das
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Enzym COX-2 offenbar eine grof3e Rolle, da es sowohl von einer Vielzahl von
Tumorzellen als auch von Zellen in entziindetem Gewebe gebildet wird, im Ge-
gensatz zu COX-1, welches hauptséchlich in gesundem Gewebe vorgefunden
wird.

Uber den Weg der Arachnidonsaure wird mit Hilfe von COX-2 u.a. PGE2/PG
gebildet, dem die grof3te Bedeutung bei der Unterstlitzung der Angioneogene-
se zugesprochen wird.

Sowohl COX-1 als auch COX-2 kénnen von den traditionellen NSAIDs in ihrer
Ausbildung gestoppt werden. So konnte beispielsweise in einer Vielzahl von
Studien bewiesen werden, dass eine regelmalige Einnahme von Aspirin oder
Indomethacin das relative Sterberisiko von Colonkrebserkrankungen um bis zu
50% senken konnte (KISHI et al. 2000; THUN et al. 1991). Um den moglichen
Nebenwirkungen einer langer andauernden COX-1 Hemmung aus dem Wege
zu gehen, eignen sich in idealer Weise die neueren selektiven COX-2-
Inhibitoren, z.B. das Celecoxib (Celebrex ®), zum Einsatz in der Tumorthera-
pie. Erste Erfolge, eine Krebszellproliferation zu mindern und die Apoptose zu
steigern, konnten bereits im Tierversuch in-vivo mit dem COX-2-Inhibitor Cele-
coxib nachgewiesen werden (MAUCERI et al. 1998). Da dem PGE2 zuséatzlich
eine radioprotektive Wirkung zugeschrieben wird, lag es nahe zu vermuten,
dass eine kombinierte Therapie von COX-2 hemmenden Substanzen mit der
Strahlentherapie einen gesteigerten Effekt auf die Angiogeneseinhibition haben
konnte. Dies sollte in dieser Arbeit am Beispiel des Celecoxib untersucht wer-

den.
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Folgende Bedeutung in Bezug auf die Tumorproliferation wird speziell der Aus-

bildung von COX-2 zugemessen:

= Synthese von PGE2, welches die Angiogenese unterstitzt und die Ausbil-
dung weiterer angiogener Faktoren, wie u.a. VEGF, induziert.

= Inhibition der Zellapoptose Utber zwei Wege: Stimulation von bcl-2, sowie
Inhibition des ,,Death receptor bzw. TRAIL

= Induktion von Interleukin-6 (IL-6), das die Haptoglobin-Synthese verstarkt.
Haptoglobin wird mit der Einnistung von Tumorzellen und der Angiogenese

assoziiert.

Weiteren Untersuchungen zufolge werden die Wirkung von Celecoxib auf die
Hemmung der Tumorzellproliferation und auf die Apoptose neben dem Weg
Uber die COX2-Inhibition auch Einflissen auf den Zellzyklus sowie der Inhibition
der Phosphorylierung von Akt bzw. der Proteinkinase B zurlckgefihrt (LENG et
al. 2003; KULP et al. 2004). Bei Akt handelt es sich um ein Enzym des
PI3K/Akt-Signalweges, welches u.a. die Apoptose, Proliferation und den

Stoffwechsel der Zelle reguliert.

2.4 ®Co-Gammastrahlung

2.4.1 Strahlenphysik

In der medizinischen Radiologie macht man sich die ionisierende Strahlung zu
Nutze, da diese die Eigenschaft besitzt, Elektronen eines Atoms wegreil3en zu
konnen (lonisierung).

Die °°Co-Gammastrahlung gehért wie die Réntgenstrahlung zur sogenannten
Photonenstrahlung. Diese elektromagnetische Wellenstrahlung besitzt weder
Masse noch Ladung und ist am besten mit einer Versendung von ,Energiepake-
ten“ zu vergleichen. In aufsteigender Frequenz und damit Energie gehdren zu
den elektromagnetischen Wellen ebenfalls die UKW-, TV- und Radiowellen, Inf-
rarot, sichtbares Licht, UV-Licht, Réntgenstrahlung und Gammastrahlung. Alle

diese Strahlen breiten sich selbst im Vakuum aus.
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Die Photonenstrahlung vermittelt erst durch Wechselwirkung mit einem Atom
des absorbierenden Materials seine Energie in Form eines geladenen Teil-
chens, das seinerseits durch St63e Energie abgeben kann. Im Gegensatz dazu
steht die Korpuskularstrahlung, bei welcher elektrisch geladene Teilchen (z.B.
Elektronen, Protonen, Alphateilchen und schwere lonen) oder ungeladene
Neutronen ihre Energie unmittelbar durch St6Re an die Materie abgeben
(GEHRTSEN et al. 1993).

Atomkerne besitzen selbst heute noch einen nicht komplett verstandenen kom-
plexen Aufbau aus unterschiedlichen Energieniveaus, bei dem es zu Ubergan-
gen zwischen verschiedenen Zustanden kommt, begleitet von einer Aussen-
dung elektromagnetischer Strahlung. ®°Co gehért zu den sogenannten radioak-
tiven instabilen Kernen. Diese Kerne sind nicht nur wegen ihres angeregten Zu-
standes instabil, von dem sie in den Grundzustand zuriickfallen kénnen, son-
dern auch aufgrund ihrer Eigenschaft, sich spontan unter Teilchenaussendung
in einen anderen Kern umzuwandeln. Die wichtigsten Kernumwandlungsarten
sind dabei B-Umwandlungen, die Emission von a-Teilchen und die Kernspal-
tung.

®0Co unterliegt einem B-Zerfall mit einer Halbwertszeit von 5,27 Jahren. Dabei
wandelt sich ein Neutron jeweils in ein Proton, ein Elektron und ein Antineutrino
um. Elektron und Antineutrino werden emittiert, zurlick bleibt ein angeregter Ni-
ckel-60 Kern, der sich sofort (<10°s) in einer Gamma-Kaskade von 1,17 MeV
und 1,33 MeV in seinen Grundzustand verwandelt.

Die Telegammatherapie mit ®°Co war ein wesentlicher Eckpfeiler fiir den Erfolg
der Strahlentherapie in den vergangenen 40 bis 50 Jahren, da die tGber 1 MeV
Gammagquanten ihr Dosismaximum erst nach etwa 0,5 cm unter der Hautober-
flache haben. Heutzutage lassen sich mit Linearbeschleunigern sehr viel hohe-
re Photonenenergien von typischerweise 6, 15 oder 21 MeV erzeugen, die ihr
Dosismaximum dann bei ca. 2, 5 und 7 cm Tiefe im Korper haben.

Die Eindringtiefe von Photonen in Materie hangt von ihrer Energie und daneben
stark vom absorbierenden Material selbst ab, denn die Schwachungsmecha-

nismen, wie Photoeffekt, elastische (Rayleigh-Streuung) und inelastische

-32-



2.4 60Co-Gammastrahlung

Streuung (Compton-Effekt) sowie Paarbildung sind allesamt stark stoffabhan-
gig.

Die Photonenstrahlung gehért ebenso wie die ungeladenen Neutronen der Kor-
puskularstrahlung zu den indirekt ionisierenden Strahlen, wahrend alle gelade-
nen Partikel Atome direkt ionisieren. Beide Strahlensorten ionisieren aber letzt-
lich die absorbierende Materie. Im Fall der ®*Co-Gammastrahlung werden ins-
besondere durch den Photoeffekt Elektronen aus den &uf3eren Schalen her-
ausgelost, die Bindungsenergien in der GroRenordnung von 10 MeV aufweisen
und damit von MeV-Quanten leicht entfernt werden kénnen. Diese herausge-
stoRenen Elektronen ionisieren dann sekundar weitere Atome des Materials.
Desweiteren unterscheidet man locker ionisierende Strahlung aus leichten Par-
tikeln wie Elektronen, die bei den St63en wegen des geringen Impulses laufend
ihre Richtung andern, von dicht ionisierender Strahlung schwerer Teilchen wie
der o-Strahlung. Das Mal3 fur die Dichte der lonisation ist der lineare Energie-
transfer (LET, Einheit: keV/um), der angibt, wie viel lonisationsenergie an den
Absorber Ubertragen wird. Fir monoenergetisch geladene Teilchen ist dieser
Wert fest, wéhrend er fir die indirekten Strahlenarten vom Ausmald der sekun-
daren lonisaton und deren Energielibertrag abhangt. Fur ®°Co-
Gammastrahlung schwankt er zwischen 0,3 und etwa 3 keV/um, wahrend er fur
5 MeV a-Teilchen etwa 100 keV/um und fur 14 MeV Neutronen bis zu 1000
keV/um betragen kann. Die pro Masseneinheit des Absorbers absorbierte E-

nergie wird in Gray ([Gy]=[Joule/kg]) angegeben (TUBIANA 1990).

2.4.2 Radiobiologie

Die biologische Wirkung der lonisation greift im absorbierenden Material sowohl
direkt an als auch indirekt Uber die Bildung von Wasserradikalen aus Wasser-
molekilen an den organischen Molekillen des Materials. Mengenmalig uUber-
wiegt die Bedeutung der Radiolyse des Wassers. Die molekularen Produkte wie
H. und H,O, sind dabei ohne gréRere Bedeutung, wahrend die reduzierend wir-
kenden hydratisierten Elektronen e,q die Wasserstoffradikale He und die oxidie-
rend wirkenden Hydroxylradikale OH™ auf3erst reaktiv gegenuber Biomolekilen

sind. Sie sind beispielsweise dazu in der Lage, Lasionen in der DNA zu verur-
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sachen. Durch Reaktion eines O, Molekils mit He oder e,q entstehen aggres-
sive Perhydroxylradikale und Superoxidradikale, die wiederum Briche an Mak-
romolekilen wie der DNA ausldsen kénnen.

Insbesondere fur die Wirkung locker ionisierender Strahlung ist die Anwesen-
heit von Sauerstoff von entscheidender Bedeutung. Zur Quantifizierung dieser
Abhangigkeit vom Sauerstoffgehalt im absorbierenden Material wird der Sauer-
stoffverstarkungsfaktor OER (engl.: oxygene enhancement ratio) als Quotient
aus der fir einen definierten Effekt notwendigen Dosis unter anoxen und aero-
ben Bedingungen eingefihrt (OER=Dganox/Daerob)-

Um die biologische Wirksamkeit der verschiedenen Energieeinstrahlmdglichkei-
ten vergleichen zu kénnen, hat man den sogenannten RBW-Faktor definiert,
der die relative biologische Wirkung bezeichnet. Bei gleicher physikalischer Do-
sis in Gray ist experimentell die biologische Wirkung unterschiedlich. Im allge-
meinen steigt die RBW mit dem linearen Energietransfer, allerdings nur bis zu
einem Maximum von etwa 100 keV/um. Dariiber hinaus wird mehr Energie de-
poniert als zur Zellabtétung notwendig ist (overkill). Hoch-LET Strahlung verur-
sacht mehr letale oder potentiell letale Schaden. Eine Reparatur ist weniger
leicht moglich als nach niedrig-LET-Strahlung.

An der DNA der Zellen kann es sowohl durch direkte als auch durch indirekte
Einwirkung zum Bruch der Nukleotidketten kommen. Dabei werden Einzel-
strangbriiche zu den potentiell reparablen subletalen Zellschaden gezahlt und
kbnnen nach dem Cut-and-Patch-Modell innerhalb von 6 Stunden repariert
werden. Die Doppelstrangbriche sind hingegen meist irreparabel und gehdren
damit zu den letalen Schéden. Zusatzlich kénnen auch die Basen selbst durch
direkte Treffer oder durch Radikale geschadigt oder die DNA-Ketten unterein-
ander vernetzt werden.

Als Reaktion auf Bestrahlung kann die Zelle als Ganzes unterschiedlich reagie-
ren:

e Sie kann den Strahlenschaden ausgleichen.

¢ Sie lebt trotz Mutation weiter und teilt sich.

e Sie stirbt innerhalb weniger Stunden (Interphasetod).
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e Sie Uberlebt die Bestrahlung und teilt sich weiter, stirbt dann aber doch (Re-

produktiver Zelltod).

Die fur Photonen unterschiedliche Strahlensensibilitédt der Zellen im Zellzyklus

(G2>M>G1>frihe S>spéate S) wird fur Neutronen klein und verschwindet nahe-

zu fur schwere lonen.

Insgesamt wird der unterschiedliche Einfluss von Strahlung auf Tumoren und

Normalgewebe durch die folgenden Reaktionen nach und wahrend der Bestrah-

lung bestimmt:

¢ Repopulierung von proliferierenden Zellen aus der GO Phase des Zellzyklus
(vermehrt im Normalgewebe).

e Repair von subletalen Schaden (im Normalgewebe ausgepréagter als in Tu-
moren).

e Reoxygenierung beseitigt die Strahlenresistenz hypoxischer Tumorzellen.

¢ Redistribution im Zellzyklus; die partielle Synchronisation durch die Bestrah-

lung geht wieder verloren.

2.5 Das humane Glioblastom

Bei dem humanen Glioblastom handelt es sich um einen diffus wachsenden gli-
alen Tumor innerhalb praexistenten Hirngewebes mit einem auf3erst hohen Ma-
lignitdtsgrad. Etwa 30-40% aller intracranialen Tumoren in der Humanmedizin
sind Gliome, wiederum 50% von diesen stellen Glioblastome dar. In Anlehnung
an die 3. Auflage der histologischen Klassifizierung der Tumore des zentralen
Nervensystems der Weltgesundheitsorganisation (WHO) hat das Glioblastom
des Erwachsenenalters den (héchsten) WHO-Grad IV erhalten.

Nach eingehender Anamneseerhebung wird bei einem Patienten mit Verdacht
auf einen Hirntumor neben erganzender Diagnostik (wie beispielsweise der Li-
quordiagnostik, EEG, neurologischer und klinisch-internistischer Untersuchung)
vor allem mittels CT oder MRT (mit Kontrastmittel) die Verdachtsdiagnose des
Glioms verstarkt. Im Schnitt weist ein Tumor bereits bei Auftreten der ersten
Krankheitssymptome eine Grof3e von ca. 3 cm auf. Eine Therapie des Gli-
oblastoms geht nach Einschatzung des Allgemeinzustands des Patienten (Alter,
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Karnofsky-Index, Radikalitéat der OP) meist mit einem operativen Eingriff einher.
Diesem schlieRen sich postoperativ normalwerweise eine kombinierte Radio-
/Chemotherapie an. Dabei wird eine Gesamtdosis von 60 Gy in 6 Wochen (2Gy
pro Einzeldosis, d.h. 5x2 Gy/Woche) zusammen mit dem Chemotherapeutikum
Temozolomid appliziert.

Trotz aulRerst aggressiver Chirurgie, Chemotherapie und Bestrahlung sowie zu-
dem beachtlicher Fortschritte in der Tumorfriherkennung und Neurochirurgie im
Laufe der letzten Jahrzehnte ist das Glioblastom nach wie vor nur unbefriedi-
gend therapierbar und die Patienten kdnnen unter der Behandlung Nebenwir-
kungen erleiden. Die mittlere Uberlebenszeit von Patienten mit einem multifor-
men Glioblastom ist in den letzten 50 Jahren trotz radikaler Therapie von 6 Mo-
naten auf gerade 12-18 Monate angestiegen. Durch die operative Therapie al-
lein wird eine mittlere Uberlebenszeit von 7 Monaten erreicht. Die Strahlenthe-
rapie alleine verlangert die Uberlebenszeit um ca. 6 Monate, die Chemotherapie
um weitere 4 Monate. Leider liegt die Rezidivrate mit 85% bei der Radiotherapie
und 79% bei der Chemotherapie nach 6 Monaten progressionsfreien Uberle-
bens immer noch recht hoch.

In der Zukunft erhofft man sich gré3ere Therapieerfolge sowohl durch Anwen-
dung neuer Verfahren wie z.B. der Migrationshemmung, Invasionshemmung,
Suizidgentherapie, Immuntherapie sowie insbesonders der Angiogenesehem-
mung als auch durch Kombination dieser Verfahren mit herkémmlichen Thera-

pieformen.

2.6 Fragestellung

TEICHER et al. waren im Vorfeld die erste Forschergruppe, die das Prinzip der
Radiotherapie in Kombination mit Angiogenese-Inhibitoren untersuchte. Der
Denkansatz war der, dass man versuchen wollte durch antiangiogene Substan-
zen die Strahlenresistenz, die durch Hochregulation angiogener und anti-
apoptotischer Signalkaskaden entstehen kann, zu durchbrechen.

In zahlreichen Versuchen sowohl im Tiermodell als auch in praklinischen Stu-
dien konnte inzwischen belegt werden, dass eine Einzeldosis-Radiotherapie bei

gleichzeitiger Therapie mit antiangiogenen Substanzen das Ansprechen vieler
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Tumoren verbessert (GENG et al. 2001; GORSKI et al. 1999; GRISCELLI et al.
2000; KOZIN et al. 2001; LEE et al. 2000).

Eine Fllle von Daten liegt inzwischen zu diesem Thema vor. Jedoch ist es nach
wie vor unklar, welche Kombination von Angiogenese-Inhibitoren durch mogli-
che synergistische Effekte die wirkungsvollste ist. Um zu weiteren Erkenntnis-
sen in dieser Thematik zu gelangen, wurden in der vorliegenden Arbeit sowohl
verschiedene Kombinationen von SU6668 mit SU5416 als auch beide Substan-
zen in Kombination mit S247 und Celecoxib (als sog. Antiangiogener Cocktail)
im Vergleich zur Monotherapie untersucht.

Desweiteren wurde die Fragestellung behandelt, inwieweit die Effizienz der
Therapie mit den Angiogenesehemmern in den unterschiedlichen Kombinatio-
nen durch die Strahlentherapie noch gesteigert werden kann.

Abschlie3end wurde eine Versuchsreihe mit Antiangiogeneseinhibitoren unter-
nommen, bei der die Therapie erst bei fortgeschrittener Tumorgro3e einsetzte.
Ziel war es, eine Aussage zum sinnvollsten Therapiebeginn treffen zu kénnen
und dazu, ob sich die beiden Inhibitoren SU6668 sowie SU5416 hinsichtlich ih-

rer Wirkung am fortgeschrittenen humanen U87-Glioblastom unterscheiden.
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3.1 Das biologische Modellsystem
3.1.1 Tiermodell

Samtliche Versuche wurden mit weiblichen Nacktmausen des Stammes BALB/c
nu/nu aus spezifisch pathogen-freien Zuchten der Firma Charles River, Nieder-
lassung in L Arbresle (Frankreich), durchgefiihrt. Diese Mause besitzen keinen

Thymus und sind somit immundefizient durch fehlende T-Zellbildung.

3.1.1.1 Bedingungen in der Isolatorstation

Bei Anlieferung der Tiere waren diese 8 Wochen alt und wogen ca. 20 g. Die
Haltung im Zentralen Tierlabor des DKFZ (Deutschen Krebsforschungszentrum)
erfolgte gruppenweise in Kafig-Regalsystemen der Firma MBS, Hockenheim.
Die Temperatur betrug konstant 22,5 °C bei einer relativen Luftfeuchte von
45%. Die Kafige wurden mit einem effektiven dreilBigfachen Luftumsatz pro
Stunde zwangsbeluftet. Far taglich 12 Stunden (6.00-18.00 Uhr) wurden die
Raume des Zentralen Tierlabors des DKFZ beleuchtet. Als Einstreu der Kéfige
wurde mehrfach entstaubtes Weichholz-Granulat (Altromin, Lage) verwendet,
die Futterung erfolgte ad libitum. Das bei 25 kGy sterilisierte pelletierte Alleinfut-
ter fir Nacktmause der Firma Ssniff Spezialdiaten GmbH aus Soest zeigte fol-
gende Zusammensetzung:

Rohprotein 25,00 %

Rohfett 5,80 %

Rohfaser 3,70 %

Rohasche 6,70 %

Zusatzstoffe:

Vit. A 18.000 IE/Kkg; Vit. D3 1.200 IE/Kkg; Vit. E 120 mg/kg; Cu 5 mg/kg

Gleich nach Eingang der Mause im DKFZ wurden die Tiere in Gruppen von 5-7
Tieren pro Kéafig untergebracht und jeweils mit einer nummerierten Ohrmarke
versehen. Bei den Kafigen handelte es sich um Polycarbonatkéafige vom Typ Il
1290 mit Edelstahldeckel der MaRe: 265x150x420 mm, Bodenflache 825 cm?.

Zwischen dem Zeitpunkt der Anlieferung und der Tumorinokulation wurden die
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Mause zur Akklimatisation in der neuen Umgebung und zur stressfreien Ausbil-
dung einer Rangordnung eine Woche in Ruhe belassen. Samtliche Manipulati-
onen an den Nacktmausen wurden an einer Sicherheitswerkbank der Klasse 2
(BDK Luft- und Reinraumtechnik, Sonnenbuhl-Genkingen) durchgefuhrt.

3.1.1.2 Therapiedurchfihrung mit den Angiogenese-Inhibitoren

Die Lagerung der SUGEN-Pharmaka erfolgte nach Losung in Carboxymethyl-
cellulose (CMC), welches von der Firma SUGEN zur Verfligung gestellt wurde,
lichtgeschuitzt bei -4 °C. Vor der Applikation war ein sorgfaltiges Aufschitteln
der Suspension erforderlich. Die jeweiligen Substanzen wurden stets auf Kor-
pertemperatur angewarmt und subkutan verabreicht.

Bei SU6668 wurde eine Dosierung von 250 mg/kg Kérpergewicht verwendet. In
Hinblick auf das Durchschnittsgewicht einer Maus von 20 g ergab sich dadurch
eine Einzeldosis von 5 mg. SU6668 wurde Uber den gesamten Beobachtungs-
zeitraum jeden zweiten Tag zwischen 11 und 12 Uhr vormittags subkutan ge-
spritzt.

Bei SU5416 betrug die Dosierung 100 mg/kg Korpergewicht bzw. 0,5 mg in der
Einzeldosis je Maus. Die Applikation erfolgte zwei Mal in der Woche zwischen
11:00 und 12:00 Uhr vormittags.

Die Dosis von S247 wurde auf 50 mg/kg Kérpergewicht pro Tag festgelegt, wo-
bei die tagliche Dosis auf zwei Teile aufgeteilt wurde, also zweimal taglich die
halbe Dosis subkutan verabreicht wurde.

Ebenso wurde mit Celecoxib verfahren. Zweimal taglich erhielten die Tiere die
jeweilige Halfte der Tagesgesamtdosis von 25 mg/kg Kérpergewicht subkutan.
Der Verabreichungszeitraum fir S247 und Celecoxib lag taglich morgens zwi-
schen 9:00 und 11:00 Uhr und nachmittags zwischen 17:00 und 18:00 Uhr.

Die Anzahl der Mause pro Versuchsgruppe lag bei n = 6-12 Tieren.

3.1.2 Tumormodell

3.1.2.1 Zellkultur und Kryokonservierung

Die in dieser Arbeit verwendete Zelllinie U-87 MG des humanen Glioblastoms
wird von der Tumorbank des DKFZ von der American Type Culture Collection
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(ATCC) aus Rockville, USA, bezogen. Diese Zelllinie wurde 1966 von einer
damals 44jahrigen kaukasischen Frau isoliert und wird weltweit im Xenograft-
modell von vielen Arbeitsgruppen benutzt. Die Kultivierung der Zellen wird im
Brutschrank (CO.-Inkubator, Heraeus, Hanau) bei 37 °C mit 5% CO, bei einer
relativen Luftfeuchte von 95% in Kollagen IV-Kultur-Flaschen (Becton Dickin-
son, NJ, USA) vorgenommen. Bei dem verwendeten Nahrmedium handelt es
sich um Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium (DMEM) mit 3,7 g/l NaHCOs3, 1
g/l D-Glucose sowie 1,0289 g/l N-Acetyl- -Alanyl- -Glutamin (Biochrom KG, Ber-
lin). Dieses wurde mit 10% (v/v) fetalem Rinderserum (FCS, Biochrom) versetzt,
auf den Zusatz von Antibiotika wurde verzichtet. Zwei Mal pro Woche wurde
das Medium gewechselt. Die Kultur wurde passagiert, bevor die adhéarenten
Zellen vollstandige Konfluenz erreichten (ca. 90%) und Gber den gesamten Fla-
schenboden zahlreiche Mitosefiguren erkennbar waren. Dies geschah, indem
das Kulturmedium zunéchst abpipettiert und verworfen wurde. Eine Waschung
mit 2-3 ml EDTA wurde durchgefiihrt, um Zellreste zu entfernen. Anschliel3end
wurden die Zellmonolayer mit 3-5 ml Trypsin-EDTA-L6sung (Trypsin 0,03%;
EDTA 0,04%; Sigma) bedeckt und die Kulturflaschen vorsichtig geschwenkt um
sicherzustellen, dass alle Zellen Kontakt zum Trypsin erhielten. Bei 37°C wurde
nun fir ca. 2 min inkubiert, um die Zellen proteolytisch abzulésen. Wenn unter
dem Mikroskop ein Abrunden der Zellen erkennbar war, wurden sie unmittelbar
in ein steriles 15ml-Zentrifugenréhrchen (Cellstar, Greiner, Frickenhausen) U-
berfiihrt und fir 10 min bei 1000 U/min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bis
auf ca. 100-200 ul verworfen und frisches Medium hinzugefligt. Die Zellen im
neuen Medium wurden dann in frische Zellkulturgefal3e eingefillt. Je nach Ge-
schwindigkeit des Zellwachstums erfolgte dabei die Aufteilung auf die Gefal3e in
einem Verhaltnis von 1:3 bis 1:5. Taglich wurde mittels eines inversen Lichtmik-

roskops das Zellwachstum kontrolliert.

Kryokonservierung

Um Alterungsprozessen vorzubeugen und dauerhaft Gber die Zelllinie verfigen
zu konnen, wurden die U87-Zellen kryokonserviert. Das Kulturmedium wurde
dafir verworfen und die Zellen mit 1*PBS (154 mM NacCl; pH 7,4) gewaschen.
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Mit Trypsin-EDTA-L6sung wurden die Zellen abgeldst und in 10 ml Medium an-
schlieBend wieder aufgenommen. Zur Pelletierung der Zellen erfolgte eine
Zentrifugation (Hermle-Zentrifuge; Gosheim) bei 2830 xg fir 10 min. Das Zell-
pellet wurde, mit einem Endvolumen von 1 ml, in ein Kryokonservierungsmedi-
um (100 ul DMSO, 900 ul Medium; Sigma) eingelassen. Im Anschluss daran
wurde die Zellsuspension unmittelbar fir 10 min auf Eis gestellt, um dann Uber
Nacht im Eisschrank automatisch mit -1 °C/min auf bis -80 °C schonend abge-
kihlt zu werden. Am nachsten Tag wurden die Rohrchen dann fur den weiteren
Verbleib in flussigen Stickstoff bei -196 °C gebracht.

Zur Rekultivierung wurden die tiefgefrorenen Zellen in den Kryoréhrchen in ein
37°C warmes Wasserbad (M20 Lauda) gestellt und in 1-2 min aufgetaut. Unter
der Werkbank wurden die Zellen dann in sterile Kulturflaschen transferiert, um
sie im Brutschrank lagern zu kénnen. Die Dichte betrug zu diesem Zeitpunkt ca.
1,3 x 10* Zellen/cm?. Auf das Trennen von Zellen und Kryokonservierungsme-
dium wurde verzichtet, um die Zellen durch eine Zentrifugation nicht zu bescha-
digen. Am nachsten Tag wurde das Medium nach Anwachsen der Zellen an
den Kulturflaschen allerdings gegen das normale Medium ausgetauscht.

Ermittlung der Zellzahl und Trypan-Blau-Test

Zur Ermittlung der Zelldichte wurden ca. 10 pl in eine Neubauer-Zahlkammer
pipettiert und alle 4 GrolR3felder ausgezéahlt. Nach Bildung des Mittelwerts und
Multiplikation mit dem Faktor 10* ergab sich bei einem GroRfeldvolumen dem-
zufolge die Zellzahl pro ml. Da nur die vitalen Zellen bertcksichtigt werden soll-
ten, wurde die Zellsuspension mit Trypanblau 1:1 verdinnt und es wurden nur
die nicht angefarbten vitalen Zellen gezahlt. Es wurde dabei ein Anteil von nicht
vitalen Zellen von ca. 10-15 % ermittelt. Die effektive Zelldichte ergab sich ent-
sprechend durch Multiplikation mit dem Faktor 2 x 10 Zuletzt wurde nach
Zentrifugation der Suspension der Uberstand abpipettiert und mit PBS auf die

gewiinschte Konzentration von 5 x 10° Zellen pro 100 pl aufgefiillt.
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3.1.3 Tumorimplantation

In verschiedenen Vorversuchen konnte, entgegen der Empfehlung der ATCC
(American Type Culture Collection), eine fur die Inokulation optimale Tumorzell-
Menge von 5 x 10° Zellen in einem Volumen von 100 pl ermittelt werden. Bei
eben dieser Suspensionsmenge konnte eine Tumoranwachsrate von fast 100%
und optimale Tumorwachstums-Geschwindigkeit erreicht werden, bei der am 7.-
10. Tag post inj. mit der Therapie begonnen werden konnte. Die entsprechen-
den Suspensionen wurden nach der Aufbereitung unmittelbar in Falcon-
Rohrchen auf Eis in das Tierlabor des DKFZ transportiert und dort sofort ver-
wendet. Nach Aufschittelung mit dem Vortex wurden die Suspensionen mit ei-
ner 1 ml-Spritze mit vollstandig ausgefillter Stempelspitze und grofRer Kantle
aufgenommen. Die Nadel wurde gegen eine 20G-Nadel (0,9 x 40 mm, Micro-
lance) ausgetauscht und die Zellsuspension streng subcutan von distal im Win-
kel von ca. 15° am linken Oberschenkel der Mause injiziert. Die Stichkanaltiefe
betrug dabei mind. 0,8 mm, um ein ZurtckflieRen der Suspension durch die In-
jektionsstelle zu vermeiden. Die Spritze sowie sdmtliche Nadeln wurden vor der
Inokulation mit der zu injizierenden Suspension durchspult. Die Tumorzellino-
kulation der einzelnen Versuchsreihen erfolgte jeweils gegen 11:00 Uhr mor-

gens, um eine moglichst genaue Standardisierung zu erreichen.

3.2 Erfassung der therapeutischen Effekte
3.2.1 Makroskopisches Wachstumsverhalten - Volumetrie

Vom ersten Tag des Therapiebeginns an wurde in den einzelnen Gruppen der
Durchmesser des sich deutlich von der Flanke abhebenden Tumors in drei or-
thogonalen Raumachsen mittels eines Kalipers dreimal wochentlich gemessen.

Zur weiteren Berechnung des Tumorvolumens vgl. Kapitel 5.1.3.

3.2.2 Euthanasie der Tiere und Gewebe-Entnahme

15 Tage nach Therapiebeginn wurden die Tiere in der Regel zur Aufbereitung
der Tumoren euthanasiert. Bei allen weiteren Tieren erfolgte die Tumorentnah-

me nach Euthanasie am Ende des Beobachtungszeitraums, bei Uberschreiten
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der TumorgréRe von 20 x 20 mm oder bei schlechtem Allgemeinzustand. Die
Mause wurden dazu unter Luftabschluss in einen Kafig gesetzt und reines CO,
fur ca. eine Minute eingelassen. Anschliel3end erfolgte zusatzlich noch ein Ge-
nickbruch.

Im direkten Anschluss an die Euthanasie wurden die Gewebeproben entnom-
men. Mithilfe von spitzer Schere, Skalpell und Pinzette wurden die Tumoren mit
der sie bedeckenden Haut vorsichtig herausprépariert und bis zur Fixierung in 5
%igem Formalin aufbewahrt. Die gepufferte 5 %ige Formalin-Lésung nach Lillie
wurde hergestellt, indem 50 g Paraformaldehyd mit 440 ml destilliertem Wasser
auf 60 °C erwéarmt und anschlieend mit 1n NaOH aufgeklart wurden. Eine pH-
Wert-Einstellung auf 7,4 erfolgte mit 1n HCI. Zuletzt wurde mit destilliertem

Wasser auf 500 ml aufgefullt und weitere 500 ml PBS wurden hinzugegeben.

3.2.3 Histologie
Gewebeaufbereitung

Die verschiedenen Gewebeproben wurden direkt nach Entnahme in dem gepuf-
ferten Formalin (Gepuffertes Formalin: 9,07 g KH,PO,4, 11,86 g Na;HPO,, in
860 ml aqua dest., 140 ml 37%ige Formalin-Stammlésung dazugeben) Uber
Nacht (15-24 Stunden) bis zur Einbettung in Paraffin im Kihlschrank fixiert. Die
Einbettung erfolgte dann nach Auswaschung in Wasser durch Entwasserung in
aufsteigender Alkoholreihe (Isopropanol von 20, 40, 60, 80 bis 100 %. An-
schlielBend wurden die Préaparate in Xylol inkubiert und in heiRes Paraffin (50-70

°C) eingebracht.

Paraffinschnitte

Die jeweiligen Paraffinschnitte wurden auf -20 °C gekihlt und mit Hilfe eines
Mikrotoms in 3 um dicke Schnitte direkt auf die Oberflache eines Wasserbades
gebracht. Mit einem Spatel wurden die einzelnen Schnitte dann auf einen Ob-
jekttrager gegeben und Uber Nacht bei 37 °C (oder 20-30 min bei 60 °C) ge-

trocknet.
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Zur Entkalkung der Tumorgewebeproben, die teilweise mit kleinen Knochenan-
teilen entnommen wurden, wurde vorher die EDTA-Entkalkung mit Trichlores-

sigsaure verwendet.

HE-Farbung

Bei der HE-Féarbung handelt es sich um eine haufig angewandte Methode, um
eine gute Ubersicht tiber einen Gewebeschnitt zu erhalten. Dabei farben sich
Zytoplasma, Erythrozyten und Fasern rosarot, wahrend Zellkerne und Knorpel-
gewebe in einem blau-violetten Farbton erscheinen.

Zunachst wird eine saure Hamalaunlésung nach Mayr hergestellt, indem 1 g
Hamatoxilin, 200 mg Natriumjodatin und 50 g Kalialaun in einem Liter destillier-
tem Wasser gelost mit 50 g Chloralhydrat und 1 g kristalliner Zitronensaure ge-
mischt und filtriert werden.

Zum Entparaffinieren der Objekttrager wurden diese zunachst zwei- bis dreimal
fur je 5 bis 10 Minuten in ein Xylolbad verbracht, bis der Alkohol glatt ablief. Nun
erfolgte eine absteigende Alkoholreihe in Isopropanol (je 5 Minuten in 98-, 90-,
80- und 70%igem Isopropanol) und anschlieBend eine Waschung in destillier-
tem Wasser fur 5 Minuten. Dann wurden die Objekttrager fur 5 Minuten in eine
Farbung mit dem Hamalaun verbracht. Nach dem Blauen unter flielRendem
Wasser erfolgte die Farbung im 3%igen Eosin fur drei Minuten. Nach einer wei-
teren kurzen Waschung in destilliertem Wasser folgten eine aufsteigende Alko-
holreihe (je 5 Sekunden in 70-, 80- und 90%igem Isopropanol sowie zweimali-
ges Verbringen fur 5 Minuten in 100% Isopropanol). Zuletzt wurde nach einem
dreiminitigem Xylolbad ein Deckglas unter Abschluss mit Eukitt-Kunstharz auf

den Objekttrager verbracht.

3.2.4 Immunhistochemie

Mit Hilfe der Methode der Immunhistologie kénnen antigene Strukturen (Protei-
ne) eines Gewebeschnittes mit Hilfe von spezifischen Antikorpern (AK) nach-

gewiesen werden.
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3.2.4.1 Direkte Methode

Bei der direkten Immunhistochemie reagiert ein enzymmarkierter AK direkt mit
dem Gewebsantigen. Diese Methode ist schnell durchfiihrbar, aber wenig sen-

sitiv, weshalb sie heutzutage kaum noch angewendet wird.

3.2.4.2 Indirekte Methode

Bei der indirekten Methode bindet ein unkonjugierter Primar-AK zunachst an
das Antigen. AnschlieRend wird ein zweiter, enzymgekoppelter AK verwendet,
welcher gegen das Fc-Fragment des Primar-AK in dem Fall als Antigen wirkt,
und so indirekt das eigentliche Antigen markiert. Dieses Verfahren ist sowohl
flexibler, da eine Vielzahl von Primar-AK mit dem gleichen Zweit-AK kombiniert
werden konnen, als auch sensitiver durch die Moglichkeit der Signalverstar-
kung, wenn mehrere Zweit-AK sich an einen Primar-AK binden.

Im Rahmen der Versuchsreihen fir diese Arbeit wurde der Immunhistochemie-
Marker Ki-67 verwendet. Bei diesem monoklonalen Antikorper Ki-67 handelt es
sich um einen Proliferationsmarker, der ausschliel3lich mit einem Antigen rea-
giert, das nur in den Kernen von proliferierenden Zellen (G1-, S-, G2-Phase und
Mitose) exprimiert wird. Zellen bzw. Zellkerne in der Ruhephase GO bleiben da-
bei unmarkiert.

Als Primarantikbrper wurde in dieser Arbeit MIB-1 Maus-Antihuman Ki-67-
Antigen (Dako Cytomations, Hamburg), ein monoklonaler Mausantikdrper in
Form von gereinigtem 1gG, Subtyp 1gG1, verwendet. Als Sekundarantikérper
wurde ein gegen die Maus gerichteter Antikdrper verwendet (Vector Laborato-

ries, Burlingame).

Farbeprotokoll der Ki-67-Farbung

1. 2 pm Paraffinschnitt entparaffinieren und trocknen lassen
Mikrowellenbehandlung

Dampftopf: in Citratpuffer fir 4 min auf 120 °C erhitzen

Abkuhlen im Puffer fur ca. 20 min durch au3eres Umsptlen mit Wasser
Lufttrocknen lassen

Umrahmen mit Fixogum und trocknen lassen

o 0k~ W

In feuchter Kammer: Befeuchten mit PBS und absaugen
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7. Fur 10 min H,0, 1:10 (in PBS) auftragen
Spulen mit PBS-Tween, ca. 3-5 x absaugen und absptlen

9. 20 min lang: 4%ige Magermilch + PBS + 0,1% Tween, Wiederholung der-
selben Losung ohne Magermilch 2x

10. Abspulen mit PBS

11. Avidin (KIT) far 15 min

12. Abspulen mit PBS

13. Biotin
14. Primar-Antikérper Tec3/Ki-67 1:20 in PBS bei 37 °C fur 2 Stunden (50-100
pl/Schnitt)

15. Abspulen mit PBS

16. Biotinylierter Anti-mouse AK 1:125/10 fir 40 min bei Raumtemperatur auf-
tragen (50-100 pl/Schnitt)

20. Abspulen mit PBS

3.2.5 Biostatistische Analyse

Samtliche Messwerte wurden zur Aufbereitung fur weitere statistische Erhe-
bungen mit dem Auswertungsprogramm Origin™ (OriginLab Corporation,
Northhampton, Massachusetts, USA) aufgenommen. Weitere Berechnungen
erfolgten mit dem Programm Statistica 5.0 (StatSoft, Hamburg).

Der Wilcoxon Rang-Test (paarweiser Vergleich) bzw. der Kruskall-Wallis ANO-
VA (multipler Vergleich) mit anschlieBenden Tukey Test (TumorgréRenmessun-
gen) wurde fur den Mittelwert-Vergleich nicht-normalverteilter Variablen ange-
wendet. Naherungsweise normalverteilte Variablen wurden mit einfaktoriellen
ANOVA-Varianzanalysn bearbeitet. Samtliche Analysen waren zweiseitig.
Ergebnisse mit einer Uberschreitungswahrscheinlichkeit von p<0,5 galten als
signifikant. Als Signifikanzniveau wurde durchgehend a = 0,05 verwendet.

Zur grafischen Veranschaulichung des Wachstums der Tumorvolumina mit dem
Programm Origin® wurden gruppenweise die Mittelwerte und Standardfehler
(MW +/- SEM) der normierten Tumorvolumina an den unterschiedlichen Mess-
zeitpunkten zusammengefasst. Zuvor wurden diese Werte mit nicht-parametri-

schen Rangtests miteinander verglichen.
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Zur Erfassung der Wachstumsverzogerung der einzelnen Gruppen wurden
Wachstumszeiten in Tagen T, verwendet. Diese geben den Zeitraum wieder,
den ein Tumor bendtigte, um die fest definierte n-fache Grol3e seines Aus-
gangsvolumens (Tp) zu erreichen. Die Berechnung erfolgte mit einer N&herung
durch Berechnung einer quadratischen Regressionskurve zwischen den ge-
messenen Werten (linear-quadratisches Modell). Die statistischen Vergleiche
erfolgten im Anschluss daran jeweils mit Hilfe des Kruskall-Wallis ANOVA mit
anschlieBenden Tukey Tests. Zur Veranschaulichung wurden die Ergebnisse
gruppenweise als Mittelwerte mit Standardfehler (MW +/- SEM) in Balkendia-
grammen dargestellt.

Zur statistischen Analyse der Ki-67-Praparate wurden aus den Daten der je-
weils 10 ausgezahlten Sehfelder die arithmetischen Mittelwerte und die Stan-
dardabweichung ermittelt. Das arithmetische Mittel entsprach dabei der pro-
zentualen Angabe der Proliferationsrate der Tumorzellen. Fir die statistischen
Vergleiche wurden dann eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) und nach-
folgend ein post-hoc-Vergleich mit dem Fisher’s least-significant difference
(LSD)-Test angewendet. In Balkendiagrammen erfolgte zuletzt die Darstellung
der Ergebnisse mit Angabe der Uberschreitungswahrscheinlichkeit in den ein-

zelnen Versuchsreihen.

3.3 Entwicklung eines Modells zur Bestrahlung
3.3.1 Zielsetzung und Durchfihrung

Vor Beginn der Therapien der Gruppen, bei denen eine Bestrahlung mit dem
®0Co-Gammatron durchgefiihrt werden sollte, mussten zunéchst folgende Punk-
te geklart werden:

Zur Vermeidung von Nebenwirkungen durch die Bestrahlung, z.B. auf den Ma-
gen-Darm-Trakt der Tiere, sollte ausschlie3lich das tumortragende linke Hinter-
bein gleichmanRig bestrahlt werden.

Da taglich eine grof3e Anzahl (50-100) Mause bestrahlt werden sollte, musste
ein Modell entwickelt werden, das eine moglichst hohe Effektivitat im Hinblick

auf die Anzahl der gleichzeitig bestrahlten Mause gewahrleistete.
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Durchflhrung

Um die Tiere mittels Klebestreifen genauestens fixieren zu kdnnen, so dass
ausschlief3lich das linke Hinterbein in den Strahlengang ragte und die Tiere sich
wahrend der Bestrahlung nicht aus eigener Kraft befreien konnten, wurden 10
Tiere mit einem Gemisch aus 100 mg/kg Rompun und 5 mg/kg Ketamin i.p. un-
ter Narkose gesetzt und weitere 5 Tiere mit 0,25 ml/kg Medetomidin sediert.
Daraufhin erfolgte an drei aufeinander folgenden Tagen taglich nach der Narko-
se- bzw. Sedationseinleitung eine Bestrahlung von 8 min.

Ergebnis: Trotz exakter Dosierung des Narkosemittels verstarben von den 10
narkotisierten Mausen 4 Tiere an den Nebenwirkungen (starke Hypothermie,
Atemdepression) wahrend oder nach der Narkose. Zusatzlich konnte ein
schlechteres Allgemeinbefinden bei den restlichen tberlebenden Nacktmausen
festgestellt werden. Alle sedierten Tiere Uberlebten die Bestrahlung, jedoch
konnte auch an diesen 5 Tieren ein vermindertes Allgemeinbefinden diagnosti-
ziert werden, so dass ein neues Bestrahlungsmodell entwickelt werden musste,
in welchem die Mause ohne Betdubung bestrahlt werden konnten.

Der Prototyp des endgultigen Modells bestand dann nach mehreren Vorversu-
chen aus einer Aneinanderreihung von Perfuser-Spritzen, die am Konusende
um 1 cm abgeschnitten wurden und in die seitlich ein Loch mit einem Durch-
messer von 1,5 cm ausgestanzt wurde. Diese Spritzen wurden mit Klebeband
auf einer Plexiglasplatte fixiert und quadratisch angeordnet. Mit Hilfe der Werk-
statt des DKFZ konnte anschliel3end aus diesem Prototyp ein aul3erordentlich
effektives Bestrahlungsmodell fir Mause entwickelt werden, mit dem 10 Tiere
gleichzeitig bestrahlt werden konnten (vgl. Abb. 8). Die M&ause liel3en sich dabei
gut mittels Klebeband sowohl am linken Hinterbein, welches aus dem seitlichen
Loch der Rohren herausgezogen wurde, als auch am Schwanz aul3erhalb der
Rohren fixieren. So war es moglich die Tiere fur die Dauer der Strahlenexpositi-
on ruhigzustellen und nur das linke Hinterbein im Strahlengang zu platzieren.
Um ein Verdrehen der Mause wéahrend der Bestrahlungsdauer durch Eigenbe-
wegungen in der Rohre zu vermeiden, konnten 5 cm als optimaler Réhren-
durchmesser ermittelt werden. Zur Erleichterung der Handhabung und der nach

jedem Bestrahlungsgang durchgefiihrten Reinigung und Desinfektion wurden
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dreh- und abnehmbare Rohren installiert. Das seitlich ausgestanzte Loch besaf3
einen Durchmesser von 2 cm, so dass das wahrend der Bestrahlung teilweise
fortgesetzte Tumorwachstum mit bertcksichtigt werden konnte und das tumor-
tragende Hinterbein ohne Druckschmerz durch das Loch fixiert werden konnte.
In der Literatur findet sich bislang keine Information Gber ein ahnliches Modell

zur partiellen Bestrahlung von Nacktmausen ohne Betaubung.

Abb. 8: Das endglltige Modell mit BALB/c nu/nu-Nacktmausen besetzt, kurz vor einer Bestrah-
lung.
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3.3.2 Versuchsdurchfihrung

Samtliche Bestrahlungen an den Versuchstieren wurden im Deutschen Krebs-
forschungszentrum Heidelberg (DKFZ) mit dem Gammatron S 80 F mit der Se-
riennummer 1064/440 der Firma Siemens durchgefihrt. Der Quelle-Achs-
Abstand des Gerates betragt 80 cm, die Halbwertszeit von ®Co 5,3 Jahre bei

einer spezifischen Aktivitat von 42,2 TBg/g.

Abb. 9: BALB/c nu/nu kurz vor der Bestrahlung am *°Co-Gammatron S 80 F.

Die Dauer der Bestrahlung wurde nach gewinschter Dosis, Feldgré3e und dem
Fokus-Tisch-Abstand anhand der sich monatlich andernden Werte der Dosis-
leistungstabelle neu berechnet. Dies ist aufgrund des natirlichen Zerfalls der
Co-Quelle und der dadurch bedingten Verringerung der Dosisleistung notig.
Beispiel: Im April 2002 lag der Wert der Dosisleistung des Gammatrons bei
0,327 Gy/min. Um eine einmalige Dosis von 2,5 Gy zu erhalten, war demzufol-
ge eine Bestrahlungszeit von 2,5 Gy : 0,327 Gy/min = 7,65 Minuten notwendig.

Der Abstand vom Fokus zum Bestrahlungstisch betrug bei allen Bestrahlungen

85 cm. Das Priméarstrahlbiindel musste durch die Satellitenblende aus
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Wood schem Metall auf 19 x 19 cm eingestellt werden, um die gewinschte
FeldgréRe von 20 x 20 cm auf Niveau der zu bestrahlenden HintergliedmalRen
der Tiere zu erreichen. Die Dosisverteilung schwankte tber dem Feld filmdosi-

metrisch um maximal 5%.

) Gammatron (Cobalt-60):
Quellenschieber | Radjoaktiver Zerfall von
Co0-60 unter Aussendung von
Quelle Photonenstrahlung

WA

Blendensystem aus
W olframblécken

Strahlenkegel

Absorbierendes Material
Maus: Hinterbein|  (hjer:Maus)
im Strahlenfeld

(Abschnitt

vergroRert)
= Durch lonisation und
Anregung von Wassermolekilen
entstehen drei Radikale: OH®, H®
und e,q
= Unter Sauerstoffsattigung

—1— Gewebe konnen zusatzlich
Sauerstoffradikale oder Peroxide
\ / entstehen: O,°, H,0,"

Abb. 10: Schema der ®°Co-Bestrahlung.
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Im Folgenden werden die Ergebnisse der jeweiligen Therapieansitze am hu-

manen U87-Glioblastom mit den Angiogeneseinhibitoren und der kombiniert

angewandten Radiotherapie am Beispiel der BALB/c nu/nu-Nacktmaus aufge-

fuhrt.

Die Darstellung in den folgenden Kurvenabbildungen erfolgt anhand des norma-

lisierten Tumorvolumens, also des gegebenen Volumens zu einem Zeitpunkt

dividiert durch das Ausgangsvolumen zum Zeitpunkt des Therapiebeginns.

Der Tag des Therapiestarts wurde als Tag O definiert.

Ab p<0,05 wurden die Ergebnisse der Kurvengrafiken als signifikant unter-

schiedlich in Hinblick auf den Wachstumsverlauf bezeichnet, wenn nicht anders

aufgeftuhrt.

4.1 Versuchsreihe A: Therapieansatz mit SU5416, SU6668 und
deren Kombination mit und ohne ®°Co-Bestrahlung

Therapieansatz Dosierung ®Co-Bestrahlung
Kontrolle - -
SU6668 250 mg/kg s.c., alle 2 Tage -
SU5416 100 mg/kg s.c., 2x pro Woche -

Kombination aus SU6668
und SU5416

SU6668: 250 mg/kg s.c., alle 2
Tage

SU5416: 100 mg/kg s.c., 2x pro
Woche

Kontrolle Radiotherapie - 5x2,5 Gy
SU6668 250 mg/kg s.c., alle 2 Tage 5x2,5 Gy
SU5416 100 mg/kg s.c., 2x pro Woche 5x2,5 Gy
Kombination SU6668 und | SU6668: 250 mg/kg s.c., alle 2 5x2,5 Gy

SU5416

Tage

SU5416: 100 mg/kg s.c., 2x pro
Woche

Abb. 11: Ubersicht des Therapieplans der Versuchsgruppe A.




4 Ergebnisse

In der ersten Versuchsreihne wurden die direkten Angiogeneseinhibitoren
SU6668 und SU5416 sowie deren Kombination im Vergleich zum gleichen The-
rapieansatz mit der Radiotherapie am Mausmodell untersucht.

An Tag 10 bzw. 15 nach Behandlungsbeginn wurde in den jeweiligen Ver-

suchsgruppen Tumorgewebe zur histologischen Untersuchung entnommen.

4.1.1 Tumorwachstum

Zum einen wurde das Tumorwachstum anhand der Tumorvolumina an be-
stimmten Tagen analysiert. Hier zeigte sich, dass die Wachstumsverzdgerung
durch die Therapie mit SU6668 im Vergleich zur Kontrollgruppe ab Tag 13 sig-
nifikant grof3er war.

Das durchschnittliche Tumorvolumen in der Radiotherapiegruppe war ab Tag 6
signifikant kleiner zur Kontrollgruppe. Im Vergleich zur bestrahlten Kontroll-
gruppe sowie zur Gruppe mit einfacher SU6668-Therapie zeigte sich die kom-
binierte Gruppe mit SU6668 und Radiotherapie hinsichtlich des Tumorvolumens
signifikant kleiner ab Tag 11.

In Abb. 12 sind die Verlaufskurven der Versuchsgruppen grafisch dargestellt:
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Abb. 12: Vergleich der Verlaufskurven der Gruppen mit SU6668-Therapie: Therapiegruppe mit
SU6668, Kontrollgruppe, Therapiegruppe mit SU6668 und Radiotherapie sowie Radiotherapie-
kontrollgruppe. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM. Deutlich zu erkennen ist das verzéger-
te Tumorwachstum der mit dem Angiogeneseinhibitor behandelten Gruppen im Vergleich zur
jeweiligen Kontrollgruppe.

Die mit SU5416 therapierte Gruppe war im Vergleich zur Kontrollgruppe ab Tag
13 signifikant im Wachstum verzégert. Die Kontrollgruppe zur bestrahlten Kon-
trollgruppe zeigte, wie schon erwéahnt, ab Tag 6 eine signifikante Verzdgerung.
Bei der kombinierten Versuchsgruppe von SU5416 mit Strahlentherapie ergab
sich sowohl gegenuber der Radiotherapiekontrollgruppe als auch gegeniber
der Monotherapie mit SU5416 ein entsprechend signifikanter Unterschied ab
Tag 15.

Abb. 13 veranschaulicht grafisch die Verlaufskurven des Tumorwachstums:
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Abb. 13: Vergleich der Verlaufskurven der Gruppen mit SU5416-Therapie: Therapiegruppe mit
SU5416, Kontrollgruppe, Therapiegruppe mit SU5416 und Radiotherapie sowie Radiotherapie-
kontrollgruppe. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM. Deutlich zu erkennen ist das verzoger-
te Tumorwachstum der mit dem Angiogeneseinhibitor behandelten Gruppen im Vergleich zur
jeweiligen Kontrollgruppe.

Das Tumorvolumen der SU6668-Therapie-Gruppe zeigte sich im Vergleich zur
Kontrollgruppe ab dem 13.Tag signifikant kleiner. Ebenso konnte dieselbe signi-
fikante Abnahme fir die SU5416-Gruppe gegenuber der Kontrollgruppe ermit-
telt werden. Beide Monotherapien zeigten im direkten Vergleich jedoch keine
signifikanten Wachstumsunterschiede.

Beim Vergleich der kombinierten Therapiegruppe von SU6668 und SU5416 mit
der Monotherapiegruppe von SU5416 konnte ab dem 13.Tag ein signifikant
kleineres Tumorvolumen festgestellt werden.

Hingegen konnte bei dieser kombinierten Therapiegruppe in Bezug auf die Mo-
notherapiegruppe mit SU6668 schon ab dem 10.Tag ein entsprechender Unter-
schied ermittelt werden. Abb. 14 veranschaulicht die Wachstumskurven der

Versuchsgruppen:
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Abb. 14: Vergleich der Verlaufskurven folgender Gruppen: Kombinierte Therapiegruppe
SU6668 und SU5416, Monotherapie SU6668, Monotherapie SU5416 sowie Kontrollgruppe.
Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM. Alle drei Therapiegruppen zeigen im Vergleich zur
Kontrollgruppe ein verzégertes Tumorwachstum.

4.1.2 Wachstumsverzbégerung

Zusatzlich zu dem Vergleich der Tumorvolumina zu definierten Tagen wurde die
Wirkung der Therapien auf die Tumoren anhand der Wachstumsverzdgerung
gegenuber der Kontrollgruppe analysiert. Als stabiler Parameter kennt man aus
Vorexperimenten, dass die Zeit Ts als stabil gelten kann. Ts wird aus den
Wachstumszeiten durch lineare Interpolation in Tagen berechnet. Es ist die
Zeit, welche die Tumoren der jeweiligen Gruppe bendtigten, um das Finffache
des Ausgangsvolumens zu Beginn der Behandlung zu erreichen. Die Wachs-
tumsverzogerung wurde dann als Differenz von Ts der einzelnen Gruppen zu Ts
der Kontrollgruppe angegeben. In den Abbildungen 15-17 sind die berechneten
Wachstumszeiten, Wachstumsverzdgerungen und Signifikanzniveaus des sta-

tistischen Vergleichs dargestellt.
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Abb. 15: Tumorwachstumszeiten Ts und Wachstumsverzégerungen der Monotherapie mit
SU6668 sowie SU6668 in Kombination mit Bestrahlung und deren Kontrollgruppen im Ver-
gleich. Die Balken représentieren die Mittelwerte +/- SEM. Statistisch signifikante Unterschiede
sind durch folgende Symbole gekennzeichnet: * p < 0,05 vs. Kontrolle, ° p < 0,05 vs. antiangio-
gene Monotherapie. Die Wachstumsverzdgerung stellt die Differenz der Zeiten Ts (Mittelwerte)
zwischen den Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe dar. Veranschaulicht wird die Tu-
morwachstumsverzdgerung der behandelten Gruppen sowie der Radiokontrollgruppe im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe. Insbesondere bei der Kombination von Angiogeneseinhibitor und Ra-
diotherapie erscheint die Wachstumsverzégerung besonders markant.
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Abb. 16: Tumorwachstumszeiten Ts und Wachstumsverzégerungen der Versuchsgruppen der
Monotherapie mit SU5416 sowie deren Kombination mit Bestrahlung und deren jeweilige Kon-
trollgruppe. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte +/- SEM. Statistisch signifikante Unter-
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schiede sind durch folgende Symbole gekennzeichnet: * p < 0,05 vs. Kontrolle, °p < 0,05 vs.
antiangiogene Monotherapie. Die Wachstumsverzdgerung stellt die Differenz der Zeiten Ts zwi-
schen den Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe dar. Veranschaulicht wird die Tumor-
wachstumsverzdgerung der behandelten Gruppen sowie der Radiotkontrollgruppe im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Insbesondere bei der Kombination von Angiogeneseinhibitor und Radiothe-
rapie erscheint die Wachstumsverzégerung besonders grol3.
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Abb. 17: Tumorwachstumszeiten Ts und Wachstumsverzégerungen der Kombinationsgruppe
SU6668 und SU5416 mit und ohne *°Co-Bestrahlung. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte
+/- SEM. Statistisch signifikante Unterschiede sind durch folgende Symbole gekennzeichnet: * p
< 0,01 vs. Kontrolle, °p < 0,05 vs. Kontrolle, " p < 0,05 vs. duale antiangiogene Therapie. Die
Wachstumsverzdgerung stellt die Differenz der Zeiten Ts zwischen den Behandlungsgruppen
und der Kontrollgruppe dar. Veranschaulicht wird die deutliche Tumorwachstumsverzégerung
der mit zwei Angiogeneseinhibitoren kombiniert behandelten Gruppen mit und ohne Radiothe-
rapie sowie der Radiokontrollgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe.

4.1.3 Tumorhistologie

Die Tumorgewebe wurden in den jeweiligen Therapiegruppen an Tag 15 ent-
nommen und anhand von histologischen HE-Schnitten exemplarisch verglichen.
Es zeigte sich, wie fur das Glioblastom typisch, ein zelldichtes astrozytar diffe-
renziertes Tumorgewebe. Auffallend waren bei allen Praparaten die hohe Kern-
Plasma-Relation sowie chromatinreiche und hochgradig polymorphe Zellkerne
mit multiplen Mitosefiguren. Eine Infiltration in das umliegende muskulare Ge-

webe sowie in die Haut war bei nahezu allen Gewebeschnitten erkennbar.
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Abb. 18: Repréasentative histologische Ausschnitte (HE-Farbung) des U87-Glioblastoms der un-
terschiedlichen Versuchsgruppen der Versuchsreihe A (Vergréf3erung je 200x ): A= SU6668,
B= SU6668+RT, C= SU5416, D= SU5416+RT, E=SU6668+SU5416, F= SU6668+SU5416+RT,
G= Kontrolle, H= Kontrolle+RT. Typisch fur das Glioblastom sind dichte fibrillar-astrozytare dif-
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ferenzierte Zellen mit aufgeblahtem Zytoplasma. Die Zellkerne erscheinen chromatinreich und
polymorph. Vereinzelte Riesenzellen sind zu erkennen.

4.1.4 Tumorzellproliferation

Von den Gewebeproben der einzelnen Gruppen wurden Ki-67-gefarbte Schnitte
angefertigt, um die Zellen in Teilungsstadien immunhistochemisch nachweisen
zu kénnen.

In den folgenden Diagrammen sind die Ergebnisse der quantitativen Auswer-
tung erlautert:

70
—_
S 60
c 4
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e 50
2
= 4 *
o
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S 40 -
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o
= 30 4
=)
K ]
©
g 20 4
10
0 -
Kontrolle SUB668 SU5416 SU6668+SU5416

Abb. 19: Immunhistochemische quantitative Analyse der Ki-67-Schnitte der Monotherapiegrup-
pen SU6668 und SU5416 sowie deren Kombination. Die einzelnen Balken geben die Mittelwer-
te +/- SD der in den Z&ahlfeldern ermittelten Proliferationsrate der Tumoren wieder (mind. jeweils
10 Messungen). Statistisch signifikante Unterschiede sind durch folgende Symbole gekenn-
zeichnet: * p < 0,05 vs. Kontrolle. Alle behandelten Therapiegruppen zeigen eine deutlich ver-
minderte Zellteilungsrate im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 20: Immunhistochemische quantitative Analyse der Ki67-Schnitte der Monotherapien mit
SU6668, SU5416 und deren Kombination, jeweils mit ®°Co-Bestrahlung. Die einzelnen Balken
geben die Mittelwerte +/- SD der in den Z&ahlfeldern ermittelten Proliferationsrate der Tumoren
wieder (mind. jeweils 10 Messungen). Statistisch signifikante Unterschiede sind durch folgende
Symbole gekennzeichnet: * p < 0,05 vs. Kontrolle. Die Tumorzellproliferation bei den mit Angio-
geneseinhibitoren behandelten Gruppen war auch unter Strahlenexposition im Vergleich zur
Kontrollgruppe deutlich verringert.

Es wird deutlich, dass die Anzahl der Zellen, die sich in Zellteilung befinden, im
Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe bei samtlichen Therapieformen stark
verringert ist. In den Abbildungen 21 und 22 folgen exemplarisch Sichtfelder der

einzelnen Versuchsgruppen mit der immunhistochemischen Ki67-Farbung.
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Abb. 21: Immunhistochemische Ki67-Gewebeschnitte, entnommen an Tag 10 nach Versuchs-
beginn (VergréRerung 200x). Zellkerne, die sich in Teilungsphasen befinden, erscheinen rot ge-
farbt. A = Kontrolle, B = SU6668, C = SU5416, D = Kombinationstherapie von SU6668 und
SU5416. Die abnehmende Zellteilungsrate der behandelten Gruppen im Vergleich zur Kontroll-
gruppe ist deutlich erkennbar.

Abb. 22: Immunhistochemische Ki67-Gewebeschnitte, entnommen an Tag 10 nach Versuchs-
beginn. Zellkerne, die sich in Teilungsphasen befinden, erscheinen rot gefarbt (Vergréf3erung =
200x). E = Kontrolle RT, F = SU6668 + RT, G = SU5416 + RT, H = Kombinationstherapie von
SU6668 und SU5416 mit RT. Die abnehmende Zellteilungsrate der zusatzlich zur Radiotherapie
mit Angiogenesehemmern behandelten Gruppen wird insbesondere bei den letzten beiden Be-
handlungsgruppen (Bild G und H) deutlich sichtbar.
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4.2 Versuchsreihe B: Therapieansatz mit S247, Celecoxib und
deren Kombination im Vergleich mit und ohne ®°Co-
Bestrahlung

In dieser Versuchsreihe wurden die beiden Angiogeneseinhibitoren S247 und

Celecoxib sowie deren Kombination am Mausmodell im Vergleich zum gleichen

Therapieansatz mit der Radiotherapie untersucht.

An Tag 15 nach Behandlungsbeginn wurde in den jeweiligen Versuchsgruppen

Tumorgewebe zur histologischen Untersuchung entnommen.

Therapieansatz Dosierung ®9Co-Bestrahlung
Kontrolle - -
S247 50 mg/kg s.c., taglich auf 2x verteilt -
Celecoxib 25 mg/kg s.c., taglich auf 2x verteilt -

S247 und Celecoxib | S247: 50 mg/kg s.c., taglich auf 2x -

verteilt

Celecoxib: 25 mg/kg s.c., taglich auf

2x verteilt
Kontrolle - 5x2,5 Gy
S247 50 mg/kg s.c., taglich auf 2x verteilt 5x2,5 Gy
Celecoxib 25 mg/kg s.c., taglich auf 2x verteilt 5x2,5 Gy
S247 und Celecoxib | S247: 50 mg/kg s.c., taglich auf 2x 5x2,5 Gy

verteilt

Celecoxib: 25 mg/kg s.c., taglich auf
2x verteilt

Abb. 23: Ubersicht der Versuchsgruppen mit Therapieplan der Versuchsreihe B.

4.2.1 Tumorwachstum

Die Therapiegruppe S247 ist ab dem 4.Tag signifikant unterschiedlich zur Kon-
trollgruppe. Die Radiotherapiegruppe weicht zur Kontrollgruppe ab dem 6.Tag
signifikant ab. Die Therapiegruppe S247 mit Bestrahlung war gegeniber der

Kontrollgruppe sowie gegentiber der Monotherapie mit S247 ab 6.Tag signifi-
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kant unterschiedlich. Eine Ausnahme stellt hierbei der Tag 18 dar, an dem fur
die Therapiegruppe S247 in Kombination mit Bestrahlung zur einfachen Be-
strahlungsgruppe kein signifikanter Unterschied festgestellt werden konnte.

Abb. 24 veranschaulicht die Verlaufskurven der einzelnen Gruppen in Bezug

auf das Wachstum des Tumorvolumens:

25 —
] T
Y
20 —B— S247+RT / E
—@— Kontrolle RT -
] S247 hd
15 —w— Kontrolle /

| / %

10 v

Normalisiertes Tumorvolumen (V/VO0)

Zeit (Tage)

Abb. 24: Vergleich der Verlaufskurven der Gruppen: Kontrolle, Radiokontrolle, Therapieansatz
mit S247, Therapieansatz mit S247 und der Radiotherapie. Dargestellt sind die Mittelwerte +/-
SEM. Deutlich zu erkennen ist das verzdgerte Tumorwachstum bei beiden behandelten Grup-
pen im Vergleich zu ihrer jeweiligen Kontrollgruppe.

Die Celecoxib-Therapiegruppe zeigte ab Tag 12 ein signifikant verringertes
Tumorvolumen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Radiotherapiegruppe zeig-
te ab Tag 6 eine entsprechende signifikante Abweichung zur Kontrollgruppe.
Ebenfalls ab Tag 6 war bei der Celecoxib-Gruppe gegenuber der entsprechen-
den Gruppe mit Radiotherapie ein signifikant kleineres Tumorvolumen messbar.
Gegenuber der Radiotherapiekontrollgruppe war das Tumorvolumen der mit
Bestrahlung kombinierten Celecoxibgruppe erst ab dem 22.Tag signifikant klei-
ner, davor hingegen nicht.

Abb. 25 veranschaulicht die Wachstumskurven der vier Versuchsgruppen:
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Abb. 25: Vergleich der Verlaufskurven der Radiokontrollgruppe, der Kontrollgruppe, der Gruppe
mit Celecoxibmonotherapie und der Gruppe mit Celecoxibtherapie in Kombination mit der Ra-
diotherapie. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM. Die Abbildung veranschaulicht das verzo-
gerte Tumorwachstum bei den behandelten Gruppen. Im Fall der mit Celecoxib und Radiothe-
rapie behandelten Gruppen wird der Wachstumsunterschied erst am Ende des Beobachtungs-
zeitraums deutlich erkennbar.

Im Vergleich der beiden Inhibitoren zeigte die Celecoxibgruppe, wie bereits er-
wahnt, im Vergleich zur Kontrollgruppe ab Tag 12 ein signifikant kleineres Tu-
morvolumen. Bei der S247-Gruppe gegeniber der Kontrollgruppe zeigte sich
dieses bereits ab dem Tag 6. Celecoxib gegenlber S247 sind in ihrer Wirkung
auf das Tumorwachstum nicht signifikant unterschiedlich. Erst ab Tag 17 konnte
bei der kombinierten Gruppe Celecoxib mit S247 im Vergleich zur Versuchs-
gruppe mit der S247-Monotherapie ein signifikant verringertes Tumorvolumen
gemessen werden. Gegeniber der Monotherapiegruppe mit Celecoxib wies
erstere hingegen bereits ab Tag 8 einen Signifikanzunterschied auf.

Die Abb. 26 veranschaulicht die entsprechenden Wachstumskurven der Ver-

suchsgruppen:
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Abb. 26: Vergleich der Verlaufskurven folgender Gruppen: Kontrolle, Celecoxibtherapie, S247-
Therapie sowie deren Kombinationsanwendung. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM. Alle

behandelten Gruppen zeigen im Vergleich zur Kontrolle ein verzégertes Tumorwachstum. Ins-

besondere bei der kombinierten Therapieform von Celecoxib und S247 ist das Wachstumsver-
halten deutlich verzogert.

4.2.2 Wachstumsverzégerung

Aus den oben stehenden Daten wurden nun die Wachstumszeiten T4 durch [i-
neare Interpolation in Tagen berechnet. Sie gibt die Zeit an, die die Tumoren

zum Wachstum auf die vierfache Grof3e ihres Ausgangsvolumens bendétigten.
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Wachstums-
verzogerung - 2,4 1,2 6,1
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Abb. 27: Tumorwachstumszeiten T, und Wachstumsverzégerungen der Therapieansatze Mo-
notherapie, S247 und S247-Therapie mit Bestrahlung gegen die jeweiligen Kontrollgruppen. Die
Balken reprasentieren die Mittelwerte. Statistisch signifikante Unterschiede sind durch folgende
Symbole gekennzeichnet: * p < 0,05 vs. Kontrolle, ° p < 0,05 vs. antiangiogene Monotherapie.
Die Wachstumsverzégerung stellt die Differenz der Zeitwerte T, (Mittelwerte) zwischen den Be-
handlungsgruppen und der Kontrollgruppe dar. Veranschaulicht wird das verzégerte Tumor-
wachstum der behandelten Gruppen sowie der Radiokontrollgruppe im Vergleich zum Wachs-

tumsverhalten der Kontrollgruppe.
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Abb. 28: Tumorwachstumszeiten T,und Wachstumsverzégerungen der Therapieansatze Mo-
notherapie mit Celecoxib, Celecoxib-Therapie mit Bestrahlung gegen die jeweiligen Kontroll-
gruppen sowie die duale Kombinationstherapie von Celecoxib und S247. Die Balken reprasen-
tieren die Mittelwerte. Statistisch signifikante Unterschiede sind durch folgende Symbole ge-
kennzeichnet: * p < 0,05 vs. Kontrolle, ° p < 0,05 vs. antiangiogene Monotherapie. Die Wachs-
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tumsverzodgerung stellt die Differenz der Zeitwerte T, (Mittelwerte) zwischen den Behandlungs-
gruppen und der Kontrollgruppe dar. Veranschaulicht wird das verzégerte Wachstumsverhalten
der mit Celecoxib behandelten Therapiegruppen sowie der Radiotherapiegruppe im Vergleich
zur Kontrollgruppe.

4.2.3 Tumorhistologie

Die Tumorgewebe wurden in den jeweiligen Therapiegruppen an Tag 15 ent-
nommen und anhand von histologischen HE-Schnitten exemplarisch verglichen.
Es zeigte sich, wie fur das Glioblastom typisch, ein zelldichtes astrozytar diffe-
rentiertes Tumorgewebe. Wie in Versuchsreihe A zeigten sich bei den histologi-

schen Schnitten eine hohe Kern-Plasma-Relation, chromatinreiche und hoch-

gradig polymorphe Zellkerne mit multiplen Mitosefiguren.
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Abb. 29: Reprasentative histologische Ausschnitte (HE-Farbung) des U87-Glioblastoms der un-
terschiedlichen Versuchsgruppen der Versuchsreihe B (VergroBerung = E,G 200x, A-D, F,H
100x). Typisch fir das Glioblastom sind die dichten astrozytar differenzierten Zellen mit aufge-
blahtem Zytoplasma. Die Zellkerne erscheinen chromatinreich und polymorph. Vereinzelte Rie-
senzellen und abnorm gestaltete Blutgefafie sind zu erkennen.

4.2.4 Tumorzellproliferation

Von den Gewebeproben der einzelnen Gruppen wurden Ki67-gefarbte Schnitte
angefertigt, um die Zellen in Teilungsstadien immunhistochemisch nachweisen
zu konnen. In den folgenden Diagrammen sind die Ergebnisse der quantitati-

ven Auswertung erlautert:
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Ki67 -Tumorzellproliferation (%)

Kontrolle S247 Celecoxib S247+Celecoxib

Abb. 30: Immunhistochemische quantitative Analyse der Ki67-Schnitte der Monotherapien mit
S247, Celecoxib und deren Kombination sowie der Kontrollgruppe. Die einzelnen Balken geben
die Mittelwerte +/- SD der in den Zahlfeldern ermittelten Proliferationsrate der Tumoren wieder
(mind. jeweils 10 Messungen). Statistisch signifikante Unterschiede sind durch folgende Sym-
bole gekennzeichnet: * p < 0,05 vs. Kontrolle. Zu erkennen ist die leicht verringerte Zellteilungs-
rate im Tumorgewebe der behandelten Gruppen im Vergleich zur Kontrolle.

Ki67"-Tumorzellproliferation (%)

N
o
1

10 -

Kontrolle RT S247+RT  Celecoxib+RT S247+Celecoxib+RT

Abb. 31: Immunhistochemische quantitative Analyse der Ki67-Schnitte der Monotherapien mit
S247, Celecoxib und deren Kombination jeweils mit **Co-Bestrahlung sowie der Strahlenkon-
troligruppe. Die einzelnen Balken geben die Mittelwerte +/- SD der in den Zahlfeldern ermittel-
ten Proliferationsrate der Tumoren wieder (mind. jeweils 10 Messungen). Statistisch signifikante
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Unterschiede sind durch folgende Symbole gekennzeichnet: * p < 0,05 vs. Kontrolle. Veran-
schaulicht wird, dass samtliche Behandlungsgruppen von Celecoxib und S247 in Kombination

mit der Radiotherapie im Vergleich zur Radiokontrollgruppe eine gesteigerte Zellteilungsrate
aufweisen.

In Abbildung 32 folgen exemplarisch Sichtfelder der einzelnen Versuchsgrup-

pen mit der immunhistochemischen Ki67-Farbung:
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Abb. 32: Immunhistochemische Ki67-Gewebeschnitte, entnommen an Tag 10 nach Versuchs-
beginn. Zellkerne, die sich in Teilungsphasen befinden, erscheinen rot gefarbt (VergréRerung
200x). A = Kontrolle, B = S247, C = Celecoxib, D = Kombinationstherapie von S247 und Cele-
coxib. Ein Unterschied in der Zellteilungsrate ist anhand dieser exemplarischen Bildausschnitte
nicht auszumachen.
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Abb. 33: Immunhistochemische Ki67-Gewebeschnitte, entnommen an Tag 10 nach Versuchs-
beginn. Zellkerne, die sich in Teilungsphasen befinden erscheinen rot gefarbt (VergréRerung
200x). E = Kontrolle RT, F = S247+RT, G = Celecoxib+RT, H = Kombinationstherapie von S247

und Celecoxib mit RT. Ein Unterschied in der Zellteilungsrate ist anhand dieser exemplarischen
Bildausschnitte nicht zu erkennen.
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4.3 Versuchsreihe C: Therapieansatz eines multiantiangioge-
nen Cocktails mit den Angiogeneseinhibitoren SU5416,
SU6668, S247 und Celecoxib, jeweils mit und ohne *°Co-
Bestrahlung

In dieser Versuchsreihe wurden die vier Angiogeneseinhibitoren SU5416,
SU6668, S247 und Celecoxib im Mausmodell kombiniert angewandt und zwar
einmal mit und einmal ohne Strahlentherapie.

An Tag 15 nach Behandlungsbeginn wurde in den jeweiligen Versuchsgruppen

Tumorgewebe zur histologischen Untersuchung entnommen.

Therapieansatz Dosierung Bestrahlung

Kontrolle - -

Multiantiangiogener SU6668: 250 mg/kg s.c., alle 2 Tage -
;:S;kta” bestehend SU5416: 100 mg/kg s.c., 2x pro Woche
SU6668, SU5416, S247: 50 mg/kg s.c., taglich auf 2x verteilt

S247 und Celecoxib Celecoxib: 25 mg/kg s.c., taglich auf 2x ver-

teilt
Kontrolle - 5x2,5Gy
Multiantiangiogener SU6668: 250 mg/kg s.c., alle 2 Tage 5x2,5 Gy
;:Sskta" bestehend SU5416: 100 mg/kg s.c., 2x pro Woche
SU6668, SU5416, S247: 50 mg/kg s.c., taglich auf 2x verteilt

S247 und Celecoxib Celecoxib: 25 mg/kg s.c., taglich auf 2x ver-

teilt

Abb. 34: Ubersicht {iber die Versuchsgruppen der Versuchsreihe C mit Therapieplan.

4.3.1 Tumorwachstum

Die kombinierte Gruppe von SU6668 und SU5416 zeigte ab Tag 7 im Vergleich
zur Kontrollgruppe eine signifikante Abweichung. Celecoxib kombiniert mit S247
wies gegenuber der Monotherapiegruppe von S247 ab Tag 4 eine signifikante

Divergenz auf. Die Therapiegruppe des antiangiogenen Cocktails mit Celeco-
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xib, S247, SU6668 und SU5416 in Kombination zeigte gegentber der kombi-
nierten Therapie von SU6668 und SU5416 ab Tag 15 ein signifikant verringer-
tes Wachstum. Der antiangiogene Cocktail zeigte im Vergleich zur dualen The-
rapiegruppe mit Celecoxib und S247 ebenfalls ab dem 15.Tag ein signifikant
reduziertes Tumorwachstum. Gegenuber derselben Therapiegruppe mit Radio-
therapie war der antiangiogene Cocktail ab dem 15.Tag signifikant kleiner be-
zuglich der Grole.

Der antiangiogene Cocktail war gegentber dem gleichen Therapieansatz in
Kombination mit der Strahlentherapie bereits ab Tag 7 signifikant verringert im

Tumorwachstum.
267
> 4_' —®— Ant.Cocktail+RT
: —@— Ant.Cocktail
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S 207 — W SU6668+SU5416
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Abb. 35: Ubersicht tiber Therapieansétze mit jeweils unterschiedlichen Kombinationen von An-
giogeneseinhibitoren im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die folgenden Therapien sind in der Dar-
stellung berticksichtigt: Kombinationstherapie von SU5416 und SU6668, Kombinationstherapie
von S247 und Celecoxib, antiangiogener Cocktail bestehend aus SU6668, SU5416, S247 und
Celecoxib ohne Strahlentherapie, antiangiogener Cocktail in Kombination mit Bestrahlung, Kon-
trollgruppe. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM.
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4.3.2 Wachstumsverzbégerung

Aus obigen Daten wurden nun die Wachstumszeiten T, durch lineare Interpola-
tion in Tagen berechnet. Sie gibt die Zeit an, die die Tumoren zum Wachstum

auf die vierfache GroR3e ihres Ausgangsvolumens bendtigten.

Wachstums-
verzogerung - 9,1 1,2 17,2
(in Tagen)
30
28 %0
26 -
24 ] T
22 l
20
S 18] *
g 164 1
E 14 1
— 12
E 10 +
8 T
6] I =
4]
2]
0 T T T T T T T
Kontrolle Antiangiogener Cocktail RT Antiangiogener Cocktail + RT

Abb. 36: Tumorwachstumszeiten T,und Wachstumsverzégerungen der Therapieansatze des
antiangiogenen Cocktails, des antiangiogenen Cocktails in Kombination mit Strahlentherapie,
der Kontrollgruppe sowie der Strahlenkontrollgruppe. Die Balken représentieren die Mittelwerte
+/- SEM. Statistisch signifikante Unterschiede sind durch folgende Symbole gekennzeichnet: * p
< 0,01 vs. Kontrolle, “p < 0,05 vs. Kontrolle ° p < 0,05 vs. antiangiogenen Cocktail. Die Wachs-
tumsverzdgerung stellt die Differenz der Zeiten T, (Mittelwerte) zwischen den Behandlungs-
gruppen und der Kontrollgruppe dar. Deutlich wird die Wachstumsverzégerung der Therapie-
gruppen des antiangiogenem Cocktail mit und ohne Strahlentherapie im Vergleich zur Kontroll-
gruppe. Die Verzdgerungszeiten sind bei der mit Radiotherapie behandelten Gruppe besonders
eindrucksvoll.

4.3.3 Tumorhistologie

Die Tumorgewebe wurden in den jeweiligen Therapiegruppen an Tag 15 ent-
nommen und anhand von histologischen HE-Schnitten exemplarisch verglichen.
Neben Zellverbdnden mit hoher Kern-Plasma-Relation, chromatinreichen und
hochgradig polymorphen Zellkerne und multiplen Mitosefiguren zeigten sich bei
den histologischen Schnitten der multiantiangiogenen Cocktail-Therapie mit und
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ohne Radiotherapie vermehrt Bindegewebsstrénge. Eine Infiltration der Tumor-
zellen in das umliegende Gewebe war kaum feststellbar.

Abb. 37: Reprasentative histologische Ausschnitte (HE-Farbung) des U87-Glioblastoms der un-
terschiedlichen Versuchsgruppen der Versuchsreihe C (VergréRerung = 200x): A = antiangio-
gener Cocktail, B = antiangiogener Cocktail mit Radiotherapie, C = Kontrolle, D = Strahlenkon-
trollgruppe. Typisch fir das Glioblastom sind die dichten astrozytér differenzierten Zellen mit
aufgeblahtem Zytoplasma. Die Zellkerne zeigen sich chromatinreich und polymorph. Vereinzelt
(insbesondere auf Bild A) sind nekrotische strangartige Bezirke zu erkennen.

4.3.4 Tumorzellproliferation

Von den Gewebeproben der einzelnen Gruppen wurden Ki67-gefarbte Schnitte
angefertigt, um die Zellen in Teilungsstadien immunhistochemisch nachweisen
zu konnen.

Im folgenden Diagramm ist das Ergebnis der quantitativen Auswertung erlau-
tert:
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30+

Ki67"-Tumorzellproliferation (%)

Kontrolle Antiangiogener Kontrolle Antiangiogener
Cocktail RT Cocktail + RT

Abb. 38: Immunhistochemische quantitative Analyse der Ki67-Schnitte der Therapiegruppe des
antiangiogenen Cocktails, der Therapiegruppe des antiangiogenen Cocktails in Kombination mit
Strahlentherapie, der Kontrollgruppe sowie der Strahlenkontrollgruppe. Die einzelnen Balken
geben die Mittelwerte +/- SD der in den Zahlfeldern ermittelten Proliferationsrate der Tumoren
wieder (mind. jeweils 10 Messungen). Statistisch signifikante Unterschiede sind durch folgende
Symbole gekennzeichnet: * p < 0,05 vs. Kontrolle. Veranschaulicht wird die deutlich erniedrigte
Zellteilungsrate der behandelten Gruppen im Vergleich zur Kontrolle.
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In Abbildung 39 folgen exemplarisch Sichtfelder der einzelnen Versuchsgrup-
pen mit der immunhistochemischen Ki67-Farbung:

Abb. 39: Immunhistochemische Ki67-Gewebeschnitte, entnommen an Tag 10 nach Versuchs-
beginn (VergréRerung = 200x). Zellkerne, die sich in Teilungsphasen befinden erscheinen rot
gefarbt. A = Kontrolle, B = Kontrolle+RT, C = antiangiogener Cocktail, D = antiangiogener Cock-
tail mit Strahlentherapie. Im Vergleich zur Kontrolle (A) stellen sich die Bildausschnitte der be-
handelten Gruppen (B, C, D) insgesamt als sehr inhomogen dar. Proliferierende Tumorzellen
liegen scheinbar geblndelt oder in einer Art Gewebestrang im Tumorgewebe vor.
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4.4 Versuchsreihe D: Therapieansatz mit SU5416, SU6668 und
deren Kombination an bereits fortgeschrittenen Tumoren
des U87-Glioblastoms

In einer weiteren Versuchsreihe sollte das Wachstumsverhalten bereits fortge-

schrittener Tumoren in Bezug auf die beiden therapeutischen Substanzen

SU6668 und SU5416 sowie deren Kombination untersucht werden.

Therapieansatz Dosierung Bestrahlung
Kontrolle - -
SU6668 250 mg/kg s.c., alle 2 Tage -
SU5416 100 mg/kg s.c., 2x pro Woche -
Kombination aus SU6668: 250 mg/kg s.c., alle 2 Tage -
SU6668 und SU5416 SU5416: 100 mg/kg s.c., 2x pro Woche

Abb. 40: Ubersicht {iber die Versuchsgruppen der Versuchsreihe D mit Therapieplan.

441 Tumorwachstum

Bei den Versuchsgruppen mit bereits fortgeschrittenen Tumoren konnte fur die
Monotherapie mit SU6668 im Vergleich zur Kontrollgruppe ab Tag 7 ein signifi-
kant verringertes Wachstum ermittelt werden. Fur die Therapiegruppe mit aus-
schlieBlicher SU4516-Gabe war ebenfalls ein signifikant verzégertes Tumor-
wachstum ab Tag 7 gegeben.

Die beiden Monotherapien zeigten jedoch im Vergleich untereinander sowie im
Vergleich zur kombinierten Therapieform von SU6668 und SU5416 keine signi-
fikanten Wachstumsunterschiede.

Der Beobachtungszeitraum war jedoch im Vergleich zu allen Versuchsgruppen
der Reihen A-C vergleichsweise kurz, da die Tiere teilweise bereits ab Tag 6
nach Therapiebeginn aus Tierschutzgriinden euthanasiert werden mussten, da
die Tumoren bereits die maximal tolerierbare Gré3e von 20x20 mm erreicht hat-

ten.
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Abb. 41 veranschaulicht die Kurvenverlaufe der vier Versuchsgruppen:
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Abb. 41: Vergleich der Versuchsgruppen mit der Monotherapie mit SU6668, Monotherapie mit
SU5416 sowie deren Kombinationstherapie mit der Kontrollgruppe an bereits fortgeschrittenen
Tumoren. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM. Zu erkennen ist ein leicht verzégertes Tu-
morwachstum der mit Angiogenesenhibitoren behandelten Gruppen im Vergleich zur Kontrolle,
jedoch nicht statistisch signifikant unterschiedlich im Vergleich untereinander.

4.5 Makroskopische Aspekte

Im Folgenden wird ein exemplarischer Tumorwachstumsverlauf des humanen
U87-Glioblastoms an der Hintergliedmale der BALB/c nu/nu-Nacktmaus der
Kontrollgruppe skizziert.

Die Aufnahmen erfolgten an folgenden Tagen des Beobachtungszeitraumes:

A: 7. Tag

B 10. Tag
C: 15. Tag
D 17. Tag
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Auf den Bildern E und F ist der Tumor nach Herauspraparation an Tag 17 des

Beobachtungszeitraumes im Ganzen sowie in der Schnittflache zu erkennen:

H&aufig zu beobachten waren am Ende des Beobachtungszeitraumes Hautlasi-
onen am Rucken der Versuchstiere:

Das Tier auf Bild G entstammt der Versuchsgruppe, die SU6668 und SU5416 in
Kombination mittels subcutaner Injektion am Ricken erhielt. Die Hautbezirke
zeigten sich nach Palpation verhartet, aber fir das Tier nicht schmerzhaft. Ahn-
liche Hautverletzungen zeigten all diejenigen Tiere, die eines der oder beide
SUGEN-Pré&parate in der Therapiephase erhalten hatten.
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5.1 Material und Methoden
5.1.1 Tier- und Tumormodell/Xenograft-Modell

Weltweit existiert eine Vielzahl von etablierten in-vivo-Modellen zur Erforschung
von neuen Substanzen, die die Eigenschaft besitzen, Einfluss auf das Wachs-
tum und die Metastasierung von Tumoren zu nehmen.

Das Heterograft-Tumormodell an der immundefizienten Nacktmaus Balb/c
nu/nu ist dabei ein weit verbreitetes Xenograft-Modell zahlreicher Arbeitsgrup-
pen flr in vivo-Versuche.

Bei den Balb/c nu/nu-Mausen handelt es sich um Tiere, die eine Thymus-
depletierte Mangelmutante des Balb/c-Stammes darstellen. Durch fehlende T-
Zell-Bildung gelten sie als immundefizient. Diese Eigenschaft gewébhrleistet in
der experimentellen Onkologie ein gleichmalliges Anwachsen von spezies-
fremden Tumorzellen nach Inokulation und eignet sich deshalb fir eine Vielzahl
von Versuchen am Tiermodell (FANG et al. 1998; GAROFALO et al. 1993).

Fur die vorliegende Arbeit wurden Tumorzellen der Zelllinie U887 MG des huma-
nen Glioblastoms von der Tumorbank des DKFZ verwendet. Urspriinglich wur-
de diese von der ATCC (American Type Culture Collection) aus Rockville (USA)
bezogen. Sie entstammen einer 44-jahrigen Frau aus dem Kaukasus und wer-
den weltweit als Zelllinie in Serienpassagen fir das humane U87-Glioblastom
verwendet.

Die in Zellkultur vermehrten Tumorzellen wachsen erfolgreich nach Inokulation
in der Nacktmaus an und erlauben somit standardisierte Bedingungen fir das
Erforschen neuer Substanzen in praklinischen Testmodellen.

Zum Auffinden des optimalen Implantationsortes gibt es inzwischen eine Viel-
zahl von Untersuchungen, die Vor- und Nachteile der jeweiligen Applikationsart
auffuhren.

Je nach Fragestellung spielt die Mikroumgebung der anwachsenden Tumorzel-

len eine entscheidende Rolle.
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Die subkutane Applikation der U87 MG-Zellen stellt ein relativ kliniknahes Mo-
dell zur Austestung von Substanzen mit direkter Wirkung auf die Tumorzellen
bzw. deren ndhere Umgebung dar und ist einfach zu verabreichen.

Die Tiere werden daftr von einer Person manuell fixiert und von einer weiteren
Person subkutan, z.B. am aufReren Oberschenkel wie in dieser Arbeit, gespritzt.
Auf eine nicht unerheblich belastende Narkose der Nacktm&use konnte somit
verzichtet werden.

Zwischen dem subkutanen in-vivo-Modell im Tierversuch und dem urspriungli-
chen Spenderorgan konnten Ubereinstimmungen in Bezug auf Histologie,
Pharmakokinetik, Expression von Tumormarkern und Chemosensibilitdt bewie-
sen werden (BERGER et al. 1992), wodurch die Voraussetzungen zur Ubertra-
gung der Ergebnisse aus den Tierversuchen auf humane medizinische Frage-
stellungen gegeben sind.

Nur durch weitestgehend standardisierte Versuchsbedingungen ist es uber-
haupt mdglich im Tierversuch aussagekréftige Ergebnisse zu erhalten. Durch
Verwendung eines Inzuchtstammes mit genetisch und mikrobiologisch standar-
disierten BALB/c nu/nu Mausen werden in dieser Arbeit diese Bedingungen er-
fallt.

Als Nachteil des Systems ist grundsatzlich zu erwéhnen, dass Untersuchungen
zu Tumorentstehung und zur Aktivierung latenter Tumorinseln durch die im

Tierversuch forcierte Inokulation der Tumoren nicht mdglich sind.

5.1.2 Behandlung der Versuchstiere
Verabreichung der Therapeutika

Das Verabreichen der jeweils zu untersuchenden Substanzen stellte fur die Tie-
re eine nicht unerhebliche Belastung dar, da teilweise zweimal taglich und meh-

rere Angiogeneseinhibitoren gleichzeitig subkutan verabreicht werden mussten.

Die Losungen wurden vor Applikation zwar auf Kdrpertemperatur angewarmt
und die maximale einmalige Injektionsmenge auf 100 ul beschréankt, dennoch
verblieben bei den Tiergruppen, die mit SU6668 oder SU5416 behandelt wur-
den, gelb bzw. orange verfarbte subkutane Bereiche an den Injektionsstellen,

die teilweise verharteten und im Laufe der Zeit durch die taglichen weiteren In-
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jektionen von den Tieren als offensichtlich unangenehm empfunden wurden
(vergl. Abb. G).

Bei den beiden Behandlungsgruppen, die eine Kombination aller in dieser Ar-
beit untersuchten Inhibitoren erhielten (Multiantiangiogener Cocktail, vgl Kap.
4.3), war im Laufe des Untersuchungszeitraumes, trotz starker Wachstumsver-
zogerung der Tumoren, ein deutlich gestortes Allgemeinbefinden zu erkennen.
Dieses zeigte sich insbesondere durch hochgradige Abmagerung sowie mit-

telgradig apathisches Verhalten.

Radiotherapie

Die an funf Wochentagen durchgefuhrten fraktionierten Bestrahlung der Tumo-
ren mit 2,5 Gy pro Einzeldosis entsprach in etwa dem am Menschen standardi-
sierten Bestrahlungsschema bei deutlich reduzierter Gesamtdosis. Das Tumor-
wachstum bei den ausschlieB3lich bestrahlten Tieren zeigte sich dadurch im
Vergleich zur Kontrollgruppe nur verzégert, was Raum fir die Analyse der
Kombinationseffekte ergab.

Grundsatzlich war trotz der ausschlief3lich lokalen Strahlenexposition an der
Hintergliedmasse der BALB/c nu/nu-Nacktmaus eine Streustrahlung fur die Tie-
re nicht vermeidbar. Ebenso lag der Tumor nach Inokulation im Mausgewebe
stets subkutan am Bein, wahrend beim Menschen die Tumortiefe im Gewebe in
der Regel groRer ist. Zudem standen die Versuchstiere wahrend der Radioex-

position wegen der Fixierung an der Hintergliedmalie unter starkem Stress.

5.1.3 Volumetrie und makroskopische Therapieeffekte

Zur Quantifizierung der Tumorwachstumsverlaufe erfolgte die Messung der
Tumore mittels eines Kalipers (Schieblehre) in zwei orthogonalen Raumachsen.
Das Volumen ergab sich anschlieRend aus der Formel (V=4/3 ©t b2 | = 0.5 b2 )
mit b = kurzer Durchmesser, | = langer Durchmesser).

Ebenso spielte bei den ersten Messungen die Messungenauigkeit durch die
noch sehr kleinen Tumoren eine Rolle, die aber mit zunehmender Tumorgréf3e

nur noch einen geringen Einfluss auf den Messwert besitzt.
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Sicherlich scheint die Messung anhand eines Kalipers auf den ersten Blick un-
genau. In computertomographischen Untersuchungen (DEBUS 1992) konnte
jedoch gezeigt werden, dass die Abweichung der Kalipermessung gegentber
der exakt bestimmten Gro3e mittels CT kleiner als 10% war und damit unter der
biologischen Schwankungsbreite der einzelnen Wachstumsgruppen lag.

Auch die Tumorform scheint fur die Schatzung des Volumens keine wesentliche
Rolle zu spielen (FEIN 1992). Trotz manchmal ungleichmafliger Form einzelner
Tumoren, die sich in diesen Versuchen als kugel- oder ellipsenférmig oder als
Tumoren mit unebener Oberflache oder in Ulzerationen an der Tumoroberfla-
che &aufRerten, kann eine aussagekraftige statistische Auswertung erfolgen.
Vielmehr ist die Fehlerhaftigkeit der Messung mittels Kalipers zu einem guten
Teil auf die Nichtbertcksichtigung der Hautdicke zurtckzufuhren (STEEL 1977).
Beim murinen Tumormodell ist hingegen anzunehmen, dass aufgrund der ge-

ringen Hautdicke dieser darauf zurtickzufihrende Fehler weniger stark ausfallt.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

In der Krebstherapie ist das Anwenden unterschiedlicher Wirkungsmechanis-
men gegen das Tumorwachstum und dessen Uberlebenstrategien ein vielver-
sprechender Ansatz.

Die Grundvoraussetzung einer antiangiogenen Therapie besteht darin, mog-
lichst viele durch den Tumor und seine Mikroumgebung produzierten angioge-
nen Stimuli zu hemmen, deren Produktion von vornherein zu verhindern oder
die Signalweiterleitung in deren Rezeptoren zu unterbrechen.

Da die einzelnen Angiogeneseinhibitoren an sehr unterschiedlichen Stellen in
den komplexen Vorgang der Angiogenese eingreifen — nicht zuletzt durch die
Einteilung in direkte und indirekte Inhibitoren — liegt es nahe zu vermuten, dass
eine kombinierte Therapie effektiver die Gefal3neubildung inhibiert als eine Mo-
notherapie.

Insbesondere die Tatsache, dass Tumoren wahrend einer Therapie mit Angio-
genese-Inhibitoren dazu in der Lage sind, die inhibitorische Wirkung der Sub-
stanzen zu umgehen, indem teilweise ein alternatives Umschwenken zu ande-
ren proangiogenen Faktoren erfolgt (YOSHIJI et al. 1997; FIDLER 2001), lasst
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die Idee aufkommen, eben diese weiteren Faktoren der GefalRneubildung
gleichzeitig im Therapieansatz zu hemmen.

Sowohl in-vivo als auch in-vitro konnte in Bezug auf das Tumorwachstum dieser
Wechsel auf alternative proangiogene Faktoren beobachtet werden.

Die Kombination von Angiogenesehemmern mit der Strahlentherapie lasst dar-
auf hoffen, dass genau die bislang unerwiinschten Effekte von bestrahlten Zel-
len — beispielsweise Uberlebensstrategien nach Exposition zu entwickeln — mit
Hilfe der Inhibitoren eingedammt werden kénnen und somit der Effekt beider

Therapieansatze in Kombination effektiv gesteigert werden kann.

5.2.1 Konzept der Monotherapien sowie der bimodalen Anwendung von
SU6668 und SU5416 und deren Kombination mit der Radiotherapie

In der Monotherapiegruppe mit SU6668 konnte eine Wachstumsverzdgerung
von 0,9 Tagen ermittelt werden, die der Tumor bendtigte, um das Funffache
seines Ausgangsvolumens zu erreichen. Desgleichen konnte fur die Gruppe mit
der SU5416-Monotherapie eine Wachstumsverzdgerung von 1,1 Tagen festge-
stellt werden.

Signifikant vermindertes Tumorwachstum zeigte sich bei mit SU6668 behandel-
ten Tieren ab Tag 13.

Ebenfalls ab dem 13. Tag war das Wachstum bei der mit SU5416 behandelten
Versuchsgruppe signifikant verzogert.

Nach dem Ergebnis der exemplarischen Untersuchung zur Tumorperfusion mit-
tels der bolus-kontrastverstarkten Sonographie konnte fir die Tiere der Ver-
suchsgruppe mit der Monotherapie SU5416 ein deutlich reduzierter Blutfluss im
Tumorgewebe festgestellt werden.

Die Tatsache, dass die Substanz SU6668 mit ihrer Wirkung auf die Rezeptoren
von PDGF, FGFR und VEGF ein deutlich breiteres Spektrum als SU5416 be-
sitzt, welches nur den VEGF-2-Rezeptor inhibiert, I&sst die Vermutung zu, dass
auch der Effekt auf die Wachstumshemmung ein groRRerer sein sollte (GRIFFIN
et al.; NING et al. 2002). Bei diesen Untersuchungen am schnellwachsenden
Glioblastom konnte jedoch fur beide Therapeutika ein nahezu gleich groRRes
Wachstum festgestellt werden. SU5416 zeigte gegenuber SU6668 sogar eine
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minimal bessere Effektivitat ab Tag 7 des Beobachtungszeitraumes, die sich je-
doch im weiteren Verlauf der Beobachtung relativierte.

In weiteren Versuchen der Arbeitsgruppe konnte am Beispiel des PC3-Tumors
nachfolgend jedoch eine hohere Effektivitat von SU6668 in Bezug auf SU5416
in der Monotherapie ermittelt werden (ZIEHER 2007). Als Ursache dafur wurde
die zusatzliche Wirkung von SU6668 auf die Perizyten herangezogen. Diese
soll die Anlagerung von Perizyten verhindern und dadurch die Gefél3dichte
vermindern. Diese Eigenschaft von SU6668 zeigt sich insbesondere bei gréiie-
ren Tumoren mit einem ausgepragten Gefal3netz. Eine Erklarung dafur, dass
SU6668 am Beispiel des U87-Glioblastoms keine bessere Wirkung im Vergleich
zu SU5416 zeigte, ware, dass das Glioblastom mehr von VEGF Signalen ab-
hangt und insgesamt ein deutlich aggressiveres Wachstum aufweist als das
Prostatakarzinom. Der bei diesen Versuchen maximal tolerierbare Tumor-
durchmesser von 2 cm wurde sehr viel eher erreicht, teilweise schon am 15.
Tag nach Therapiestart. Im Falle des PC3-Tumors konnte diese Grol3e erst fri-
hestens an Tag 50 gemessen werden.

Aus diesem Grunde ist es denkbar, dass die Tiere bereits euthanasiert wurden,
bevor der Einfluss auf die Perizyten von SU6668 am Beispiel des humanen Gli-
oblastoms messbar werden konnte.

In den Versuchsgruppen, die eine kombinierte Therapie von SU6668 und
SU5416 erhielten, ergab sich im Vergleich zur Kontrollgruppe eine Wachstums-
verzogerung von 6,2 Tagen in Bezug auf das Fiunffache des Ausgangsvolu-
mens.

Ab Tag 10 konnte bei der Kombinationsgruppe ein signifikanter Wachstumsun-
terschied im Wachstum zur Monotherapiegruppe mit SU6668 und ab Tag 13
zur Monotherapiegruppe mit SU5416 ermittelt werden.

In der Kombinationsgruppe von SU6668 mit SU5416 war das Ansprechen auf
die Therapie also im Vergleich zur Monotherapie mit SU6668 signifikant gestei-
gert, im Vergleich zur Monotherapie mit SU5416 jedoch nicht.

Es ist davon auszugehen, dass durch den teilweise unterschiedlichen Wir-

kungsansatz beider Inhibitoren erganzende bzw. komplementare Effekte erzielt
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werden konnten, die im Falle des U87-Glioblastoms zu einer deutlich gesteiger-
ten Hemmung des Tumorwachstums fuhrten.

Ahnliche Ergebnisse konnten bereits am C6-Gliom der Ratte sowie am Pankre-
as-Inselzell-Karzinom-Tumormodell der Maus ermittelt werden (ERBER et al.
2004).

Von daher liegt die Vermutung nahe, dass SU6668 nur eine inkomplette Blo-
ckade des VEGF-Signals bewirkt. Diese kann moglicherweise durch eine zu-
satzliche Verabreichung von SU5416 komplettiert werden.

Auf der anderen Seite ist es denkbar, dass SU5416 ein Ausweichen des Tu-
mors auf andere Angiogenesefaktoren verursacht, um sein Wachstum aufrecht
zu erhalten. Bei diesem sog. Bypass-Mechanismus werden vermehrt Perizyte-
nansammlungen um TumorgeféalRe vorgefunden, die den Endothelschutzfaktor
Angiopoetin-1 ausbilden. Angiopoetin-1 bewirkt in der Folge eine deutliche Sta-
bilisierung der GefaRe. Wirkt nun zusatzlich SU6668 auf die Perizyten, kann
dieser Schutzmechanismus der Tumorzellen moéglicherweise verhindert wer-
den.

Beide Inhibitoren zeigen vermutlich durch die Vervollstdndigung der VEGF-
Blockade sowie durch das Ausschalten des Bypass-Mechanismus nicht nur ei-
ne additive Wirkung auf die Hemmung des Tumorwachstums, sondern ergan-
zen sich dahingehend, dass ein synergistischer Effekt erzielt werden kann.

Bei den bestrahlten Tieren, die eine Monotherapie von SU6668 erhielten, ergab
sich eine Wachstumsverzégerung von 8,5 Tagen, die der Tumor bendtigte, um
das Funffache seines Ausgangsvolumens zu erreichen. Ebenso verhielt sich
das Tumorwachstum der Radiotherapiegruppen mit SU5416 mit einer Wachs-
tumsverzogerung von 8,5 Tagen.

In der Kombinationstherapie von SU6668 mit SU5416 mit zusatzlicher Strah-
lenexposition ergab sich hingegen eine gesteigerte Verzégerung des Tumor-
wachstums um 10,6 Tage.

Durch Bestrahlung erfahrt das Tumorgewebe stets eine Aktivierung von Wachs-
tumsfaktoren (wie z.B. VEGF) in den Zellen sowie eine verstarkte Expression
der korrespondierenden Rezeptoren. Diese Aktivierung wiederum bewirkt durch

Steigerung der Phosphatidylinositol-3-Kinase/Akt-Signaltransduktion einen wei-
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teren antiapoptotischen Tumorzellschutz (GERBER et al. 1998; EDWARDS et
al. 2002; BISCHOF et al. 2004; BROWN et al. 2004).

Inzwischen weil3 man, dass neben der VEGF/VEGFR-2-Aktivierung aber auch
andere Rezeptor-Tyrosinkinasen der EGFR-Familie eine Phosphorylierung an
Akt verstarken kénnen und dadurch den antiapoptotischen Effekt steigern
(CONTESSA et al. 2002). Die Ursache fur die nur unvollstandige Blockade von
SU6668 durch das VEGF/VEGFR-System auf die Akt-Expression ist deshalb
entweder am Repzeptorsystem selbst oder aber in der inkompletten Wirkung
auf die Phosphatidylinositol-3-Kinase/Akt-Signaltransduktion zu suchen.

Laut LU et al. 2004 wirkt SU6668 aber genau durch diesen zusatzlichen Me-
chanismus unter Radioexposition verstarkend auf die Inhibition der Tumor-
zellproliferation.

Da die Blockade von SU6668 nur insuffizienter Natur ist, spielen also weitere
Aktivierungsfaktoren eine Rolle, die zur Akt-Phosphorylierung fihren kénnen.
Dass SU5416 die inkomplette Inhibition des VEGF/VEGFR-2-System durch
SU6668 erganzen kann, passt aber zu den Resultaten derjenigen Behand-
lungsgruppen, die zusétzlich bestrahlt wurden.

Am Beispiel des PC3-Prostatakarzinoms konnte in nachfolgenden Untersu-
chungen der Arbeitsgruppe mithilfe der beiden Inhibitoren SU6668 und SU5416
in Kombination mit Radiotherapie sogar eine derart gesteigerte Hemmung auf
das Tumorwachstum beobachtet werden, dass die Versuchstiere im gesamten
Beobachtungszeitraum von 99 Tagen nur das zweifache Tumorausgangsvolu-
men erreichten bzw. bei zwei Mausen sogar eine Ruckbildung des Tumors er-
folgte (ZIEHER 2007). Allerdings wirkten bei diesen Untersuchungen die jewei-
ligen Monotherapien von SU6668 und SU5416 mit gleichzeitiger Strahlenexpo-
sition sehr unterschiedlich. Dies wiederum lasst die Vermutung zu, dass die
VEGFR-Inhibition im Falle des U87-Glioblastoms in Bezug auf das Tumor-
wachstum eine in etwa gleich grof3e Rolle wie die Inhibition von PDGFR und
FGFR besitzt, ganz im Gegensatz zum Fall des PC3-Prostatakarzinoms.
Samtliche Gewebe zeigten im Vergleich zum Gewebe der Kontrollgruppe histo-

logisch deutliche Veréanderungen.
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Je starker die Wirkung der Inhibitoren auf das Wachstum des Tumors ausge-
pragt war, desto haufiger fanden sich histologische Veranderungen, die auf eine
mangelnde Versorgung des Tumors mit Nahrstoffen zuriickzufiihren waren.
Nekrotische Areale, besonders stark ausgepragt in der Mitte der Tumorflache,
konnten in samtlichen Therapiegruppen ermittelt werden. Teilweise durchzogen
Bindegewebsstrukturen das Tumorgewebe. Ebenso waren viele im Zellunter-
gang begriffene Zellen sowie eine verminderte Gefal3dichte im Gewebe zu beo-
bachten.

Die Proliferationsrate der Tumorzellen war in allen Therapiegruppen durchge-
hend signifikant verringert. Diese Beobachtungen gehen konform mit den Er-
gebnissen zur Tumorwachstumsverzogerung bzw. TumorgroéRe. Dazu in Ein-
klang stand weiterhin die per Ki67 gemessene signifikant verminderte Prolifera-
tionsrate am Ende des Beobachtungszeitraumes.

Insgesamt lassen die Ergebnisse der Histologie darauf schliessen, dass die
Veranderungen im Gewebe durch die antiangiogenen bzw. antitumoralen Effekt
der Angiogenese-Inhibitoren bzw. der Radioexposition verursacht wurden.
Zusammenfassend wird deutlich, dass neben dem wirksamen Konzept der An-
giogeneseinhibitoren-Monotherapien die Kombination der Substanzen SU6668
und SU5416 einen gesteigerten positiven Effekt auf die Wachstumsverzége-
rung der Tumorzellen des U87-Glioblastoms besitzt.

Auch die Vermutung, dass SU5416 eine komplettierende Wirkung auf die nur
insuffiziente Wirkung von SU6668 auf die Blockade des VEGF-Signals besitze,
wird durch die hier vorgestellten Ergebnisse bekraftigt. Auf der anderen Seite
verhindert SU6668 vermutlich wiederum den Bypass-Mechanismus uber die
Perizyten, der unter SU5416-Einfluss eine Uberlebensstrategie des Tumorge-
webes darstellt.

In der bimodalen Kombination beider jeweiligen Angiogeneseinhibitoren mit der
Radiotherapie sowie in deren Dreifachkombination konnte der Effekt auf die
Tumorwachstumsverzdgerung sogar weiter gesteigert werden. Diese nachge-
wiesene Radiosensibilisierung durch verschiedene RTK-Hemmstoffe konnte in-
zwischen in unterschiedlichen Versuchen ebenfalls nachgewiesen werden
(GORSKI et al. 1999; Ning et al. 2002; GRIFFIN et al. 2002; LU et al. 2004).
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Eine Kombination der Angiogeneseinhibitoren SU6668 und SU5416 mit lokaler
Strahlentherapie beim U87-Glioblastom stellt also einen insgesamt vielverspre-

chenden Ansatz zur Krebstherapie dar.

5.2.2 Konzept der Monotherapien sowie der bimodalen Anwendung von
S247 und Celecoxib und deren Kombination mit der Radiotherapie

In der Monotherapie mit dem Integrin-Inhibitor S247 ergab sich eine Wachs-
tumsverzogerung von 2,4 Tagen, die der Tumor brauchte, um das Vierfache
seines Ausgangsvolumens zu erlangen. Signifikant unterschiedliches Wachs-
tum der S247-Versuchsgruppe im Vergleich zur Kontrolle zeigte sich ab Tag 4.
Integrinen wie owfBs3, owPs und asP wird inzwischen bei der Angiogenese und
dem Tumorwachstum eine Schlusselrolle zugeschrieben (HOOD et al. 2002;
REINMUTH et al. 2003). Bislang konnte der genaue Mechanismus jedoch noch
nicht vollstandig abgeklart werden.

In einer Vielzahl von Untersuchungen konnte allerdings gezeigt werden, dass
die Substanz S247, ein Peptid-Antagonist des avB3-Integrins, eine bedeutende
antitumorale Wirkung, sowohl in-vitro als auch in-vivo, zeigt.

Die Tatsache, dass verschiedene invasive Tumoren eine charakteristisch hohe
Ausbildung von Integrinen wie o,f3 zeigen (HOOD et al. 2002; SEFTOR 1998;
BROOKS et al. 1994), lasst weiterhin die Vermutung zu, dass die Signalkaska-
de dieser Integrine eine direkte Wirkung auf das Tumorwachstum bzw. dessen
Neovaskulisation besitzen kdnnte.

Einige Autoren beschreiben die Wirkungen Integrin-abhangiger Signalwege a-
ber als aul3erst komplex (BRAKEBUSCH et al. 2002; CARMELIET 2002; REY-
NOLS et al. 2002; SHEPPARD 2002). Bislang geht man davon aus, dass das
Integrin o, B3 zu einer verstarkten VEGF-Signalwirkung durch Unterstiitzung der
VEGFR2-Ausbildung fuhrt. Wird die Signalkaskade von o[ aktiviert, tritt sie in
Interaktion mit dem VEGFR2 und vermittelt das Aufrechterhalten der Endothel-
zellproliferation, die Zellmigration sowie Uberlebenssignale (HYNES 2002; RU-
OSLAHTI 2002).

Laut RUOSLAHTI 2002 ist auch die bFGF-vermittelte Angiogenese abhangig

von oy Ps.
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In weiteren Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass ei-
ne Inhibition des Integrins o,f3 durch die Substanz S247 auch in-vitro zu einer
starken Hemmung der Proliferation und zu einer erhéhten Apoptose bei den
Endothelzellen fiihrt (ABDOLLAHI et al. 2005). Dieser Befund steht in Einklang
mit den in dieser Versuchsgruppe ermittelten Ergebnissen.

Bei der kombinierten Therapie von S247 mit der Radiotherapie ergab sich eine
Verzdgerung des Tumorwachstums im Verhaltnis zum Vierfachen des Aus-
gangsvolumens um 6,1 Tage.

In dieser Versuchsgruppe war das Wachstum ab Tag 6 signifikant unterschied-
lich zur Strahlenkontrollgruppe (exklusive Tag 18).

Eine Kombination der antiangiogenen Substanz S247 mit der Strahlentherapie
macht im Ansatz deshalb Sinn, weil im Tumorgewebe eine durch die Bestrah-
lung verstarkte Ausbildung der Integrine zu beobachten ist.

Weiteren Untersuchungen der Arbeitsgruppe zufolge fihren neben der strahlen-
induzierten Hochregulierung von Akt (vergl. Kapitel 1.1.1) auch die Integrin-
vermittelten Signalwege zu einer gesteigerten Expression des phosphorylierten
Akt (pAkt). Somit steht S247 in Verdacht, zusatzlich zu seiner Wirkung auf den
VEGFR-2 sowie seiner Wirkung auf die bFGF-vermittelte Angiogenese, die Akt-
Expression in den Endothelzellen zu hemmen (ABDOLLAHI et al. 2005).

Wirkt nun S247 auf diese Akt-vermittelte Uberlebensstrategie der Tumorzellen,
so sollte der hemmende angiogene Effekt der Substanz in Kombination mit der
Radiotherapie eine deutliche Steigerung erfahren und das Tumorwachstum sig-
nifikant gebremst werden.

Den Ergebnissen dieser Versuchsreihe zufolge, in der S247 als Monotherapie
und als kombinierte Therapie mit Bestrahlung eingesetzt wurde, zeigte die
Kombinationsbehandlung eine signifikante Tumorwachstumsverzégerung ab
Tag 6.

Dazu in Einklang stand die per Ki67 gemessene signifikant verminderte Prolife-
rationsrate am Ende des Beobachtungszeitraumes.

Neben diesen Versuchen am U87-Tumormodell konnten &hnliche Ergebnisse
fur das PC3-Tumormodell ermittelt werden (ZIEHER 2007).
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In weiteren Versuchen der Arbeitsgruppe konnte in der Folge gezeigt werden,
dass durch Bestrahlung zusatzlich eine verstarkte Durchlassigkeit (Migration)
fur Endothelzellen durch die extrazellulare Matrix erfolgt. Diese weitere Uberle-
bensstrategie der Tumorzellen konnte experimentell durch gleichzeitige Gaben
des Integrin-Antagonisten S247 stark — um bis zu 80% - verringert werden
(ABDOLLAHI et al. 2005).

Des Weiteren konnte fur die kombinierte Behandlung mit S247 und Bestrahlung
eine nur unzureichende Ausbildung der Endothelzellrdhren beobachtet werden.
Die Bildung dieser Tuben stellt aber eine Grundvoraussetzung fur eine gesunde
Gefallneubildung und gesundes GefalRwachstum dar.

Der Befund, dass die kombinierte Anwendung des Integrininhibitors S247 mit
fraktionierter lokaler Bestrahlung einen signifikant gesteigerten Effekt hinsicht-
lich beider Monotherapien aufweist, stitzt die Hypothese, dass sich die Wirk-
mechanismen beider Therapieformen in Kombination positiv erganzen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bezlglich der Monotherapie mit S247 unterstitzen
die These, dass Integrin-Inhibitoren hemmenden Einfluss auf das Tumorwachs-
tum besitzen.

Das Tumorwachstum der Celecoxib-Monotherapiegruppe zeigte sich ab Tag 12
im Vergleich zur Kontrolle signifikant vermindert. Mit Bestrahlung zeigte sich
dieser signifikante Unterschied bereits ab Tag 6.

Das Tumorwachstum in der Celecoxib-Versuchsgruppe war in Hinblick auf das
vierfache Tumorausgangsvolumen nur um 0,1 Tage verzdgert. In der Kombina-
tionstherapie von Celecoxib mit Bestrahlung wurde eine Wachstumsverzdge-
rung um 3,8 Tage erreicht.

Im Fall von Celecoxib wird in Bezug auf die Angiogeneseinhibition unterschie-
den in eine COX-2-abhangige und eine COX-2-unabhangige Wirkung. Als
COX-2-Antagonist wirkt die Substanz vor allem Uber die reduzierte Expression
von COX-2 und die damit in Verbindung stehende verhinderte PGEZ2-
Ausbildung.

Sowohl COX-2 als auch PGE2 sind beispielsweise in der Lage, die natlrliche
Zellapoptose im Gewebe zu unterbinden. PGE2 steht des Weiteren in Verdacht,

aktivierend auf die VEGF-Expression zu wirken (TIJIU et al. 2006). Eine ver-
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gleichbare Wirkung auf die Angiogenese soll DANIEL et al. 1999 zufolge das
COX-2-Produkt Thromboxan A2 besitzen.

Die apoptotische Wirkung von COX-2 wird durch Inhibition des sog. ,Death re-
ceptors* erreicht, wahrend PGE2 Uber den Weg der bcl-2 (engl. fur B-cell
lymphoma 2)-Stimulation auf diesen Mechanismus wirkt. Bei bcl-2 handelt es
sich um ein Protein, welches an der Regulation der natirlichen Apoptose betei-
ligt ist, anti-apoptotische Wirkung zeigt und heute auch aufgrund seiner fatalen
Auswirkungen bei fehlerhafter Expression als Protoonkogen gilt.

PGE2 besitzt neben der Apoptoseinhibition eine Vielzahl weiterer Wirkmecha-
nismen, die fur die Aktivierung der Angiogenese eine Rolle spielen.

So wirkt es beispielsweise immunsuppressiv durch verhinderte Produktion von
Lymphokinen, Verminderung der T- und B-Zellproliferation und Inhibition von
nattrlichen Killerzellen (BALCH et al. 1984; WEITZMAN et GORDON 1990).
Des Weiteren vermindert es die TNF-Produktion und induziert Interleukin 10,
welches ebenfalls eine weitere immunsuppressive Wirkung besitzt (KAMBAY-
ASHI et al. 1995).

In chronischen Wunden sowie in einer Vielzahl von Tumorgewebearten wird
stets eine Uberexpression von COX-2 vorgefunden. Die COX-2-Induktion ist je-
doch gewebeabhéangig und wird von einer Vielzahl unterschiedlicher Faktoren
aktiviert (Hypoxie, SIP, UV-Exposition u.a.). Im Tumorgewebe produzieren die
Zellen selbst weitere Faktoren, die dazu fuhren, dass Monozyten und
Makrophagen die Synthese von COX-2 weiter anregen.

Celecoxib steht aber ebenso in Verdacht, iber COX-2-unabhéngige Wege die
Angiogenese zu reduzieren. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass
Celecoxib durch Induktion der Cyclin-abhangigen Kinase p21"™%¢P! ynd p27+P*
sowie durch seine Wirkung auf weitere Proteine des Zellzyklus direkt in diesen
eingreifen und einen Zellzyklusarrest im Ubergang von der G1-Phase in die S-
Phase bewirken kann (HAN et al. 2004; HAN et ROMAN 2006; SRINATH et al.
2003). Zusatzlich wirkt Celecoxib weiteren Studien zufolge direkt hemmend auf
die Akt-Phosphorylierung (LENG et al. 2003)

Ob die antiangiogene Wirkung von Celecoxib nun hauptsachlich auf der COX-2-

Inhibition oder auf der COX-2-unabhéngigen Inhibition der Akt-
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Phosphorylierung beruht, wird in der Literatur allerdings sehr widersprichlich
diskutiert.

HSU et al. 2000 folgerten beispielsweise eigenen Studien zufolge, dass die
durch Celecoxib induzierte Apoptose ausschlief3lich auf der COX-2-Expression
der Tumorzellen beruhe, auch wenn sie ebenfalls eine Hemmung von Celeco-
xib auf die Phospholylierung von Akt beobachten konnten.

Zu einer kontraren Einschéatzung kommt eine Untersuchung von KULP et al.
2004, in deren Rahmen das Celecoxib-Analog DMC im Parallelversuch mit Ce-
lecoxib untersucht wurde. DMC und Celecoxib waren beide in der Lage, die
Phosphorylierung von Akt zu unterbinden und so eine Apoptose zu begtinsti-
gen. Das Celecoxib-Analog hemmt jedoch nicht die COX-2-Aktivitat. Daraus
schlossen die Autoren, dass der Effekt von Celecoxib unabhangig von der
COX-2-Wirkung sein musse.

Neben der Angiogenese spielt bei der Tumorgenese auch die Migration von
Tumorzellen eine wichtige Rolle.

In Untersuchungen von TSUJII et al.1997 konnte bei mit COX-2 transfizierten
Darmzellen eine erhohte Invasivitat begleitet von einer ebenfalls erhdhten Akti-
vitdt der Metalloproteinase MMP-2 ermittelt werden. Bei der Metalloproteinase
MMP-2 handelt es sich um eine Gelatinase, die die Invasivitat und Migration
von Zellen durch Degradation der zellularen Matrix ermdglicht.

Eine Inhibition der COX-2-Expression durch Celecoxib dirfte also ebenfalls ei-
ne hemmende Wirkung auf die Migration von Zellen haben.

COX-2 wird neben den Wachstumsfaktoren und weiterer Faktoren auch von io-
nisierender Strahlung induziert. Die darauf folgende PGE2-Expression wirkt zu-
satzlich radioprotektiv (ASHIDA et al. 2003; BUCKMAN et al. 1998; CHOY et
MILAS 2003; MAHNS et al. 2004; STEINAUER et al. 2000).

Diese Aspekte ermdglichen in der Theorie die Hoffnung auf ein gesteigertes
Ansprechen der Tumorzellen auf eine bimodale Therapieform von Celecoxib mit
lokaler ionisierender Bestrahlung.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstiitzen diese These, da ein signi-
fikanter Unterschied dieser Versuchsgruppe im Vergleich zur Strahlenkontroll-

gruppe ab Tag 22 ermittelt werden konnte.
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Weiteren Studien zufolge ist es moglich, durch COX-2-Inhibitoren wie Celecoxib
direkt in den Zellzyklus einzugreifen (CUI et al. 2005; GROSCH et al. 2001;
KARDOSH et al. 2004; PATEL et al. 2005; TAKADA et al. 2004).

Durch Wirkung auf die durch Bestrahlung ausgelOste Arrestierung von prolife-
rierenden Zellen in der G2-M-Phase ist es der Zelle mdglich, die Mitose zu voll-
enden, aber im Anschluss daran zu sterben (SHIN et al. 2005).

NAKATA et al. 2004 und RAJU et al. 2005 zufolge besitzt Celecoxib bei gleich-
zeitiger lokaler Bestrahlung des Gewebes einen weiteren COX-2-unabh&ngigen
Weg, der auf die natirlichen Reparaturmechanismen bestrahlter Zellen einwirkt.
Die Substanz verhindert demzufolge durch hemmende Wirkung auf verschie-
dene Proteine die Reparatur von DNA-Doppelstrangen, die in der Regel nach
Strahlenexposition im Gewebe auftritt.

Die in dieser Arbeit bestatigte antiangiogene Wirkung einer gemeinsamen The-
rapie von COX-2 mit Bestrahlung fallt jedoch im Gegensatz zur bimodalen An-
giogenesehemmung anderer Substanzen deutlich schwacher aus. So zeigte die
Celecoxib-Versuchsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe erst ab Tag 22 ei-
nen signifikanten Unterschied (SU6668 ab Tag 11, SU5416 ab Tag 15 und
S247 ab Tag 6). Ein Grund daftr ist sicherlich die auf3erst komplexe Vernet-
zung von Faktoren, die eine Ausbildung von COX-2 aktivieren und auf die Cele-
coxib nur einen geringen bis zu gar keinen Einfluss auf die Angiogeneseinhibiti-
on besitzen dirfte. Ebenso kdnnte die Dosierung von Celecoxib einen wesentli-
chen Einfluss besitzen, da in diesen Versuchen nur eine klinisch relevante Do-
sis des COX-2-Inhibitors verwendet wurde.

Kombiniert angewendet mit Celecoxib zeigte S247 im Vergleich zum vierfachen
Ausgangstumorvolumen eine Wachstumsverzdgerung von 3,8 Tagen.
Signifikant verzdgertes Wachstum konnte bei der Kombinationsbehandlung
beider Inhibitoren im Vergleich zur Monotherapie mit S247 ab Tag 17 bzw. zur
Monotherapie mit Celecoxib ab Tag 8 ermittelt werden. Deren Kombination mit
der Strahlentherapie ergab keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe
mit Radioexposition.

Die beiden Angiogeneseinhibitoren S247 und Celecoxib wirken an sehr unter-

schiedlichen Stellen im Prozess der Gefal3neubildung, der Apoptose und des
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Zellzyklus. Gemeinsam ist beiden Substanzen jedoch eine Wirkung auf die
Phosphatidylinositol-3-Kinase/Akt-Signaltransduktion und daran anschlielend
eine Verhinderung der Akt-Uberexpression, die wiederum in Verdacht steht,
den naturlichen Zelluntergang zu inaktivieren.

Die Ergebnisse in Bezug auf die Kombination von Celecoxib mit der Substanz
S247 zeigen, dass die Tumorwachstumsgeschwindigkeit durch diese Therapie-
form zwar weiter verzogert werden konnte, jedoch deutlich geringer ausfiel als
beispielsweise die Kombination mit den SUGEN-Préaparaten aus der Versuchs-
reihe A.

Zusammenfassend lasst sich fur die Versuchsreihe B sagen, dass sowohl Ce-
lecoxib als auch S247 eine signifikante Wachstumsverzégerung im Tumor aus-
l6sen. Deren Kombinationstherapie ermoéglicht eine weitere Steigerung des
Hemmeffekts auf das Tumorwachstum, der jedoch geringer ausféllt als der in
Versuchsreihe A. Die zusatzliche Strahlenexposition zeigte nur in den jeweili-
gen Monotherapien eine gesteigerte Wirkung, in der Kombinationstherapie von
Celecoxib mit S247 jedoch nicht.

5.2.3 Multiantiangiogener Cocktail

Die Versuchsgruppe mit der kombinierten Anwendung aller vier in dieser Arbeit
untersuchten Angiogeneseinhibitoren SU6668, SU5416, S247 und Celecoxib
war im Vergleich zur bimodalen Therapiegruppe mit SU6668 und SU5416 so-
wie zur Kombinationsgruppe S247 mit Celecoxib ab Tag 15 signifikant unter-
schiedlich.

Im statistischen Vergleich zum Versuchsansatz mit zusatzlicher Radiotherapie
zeigte der multiantiangiogene Cocktail bereits ab Tag 7 einen signifikanten Un-
terschied.

Das Wachstum des Tumors im Vergleich zum vierfachen Ausgangsvolumen
war bei dem multimodalen Therapieansatz in Bezug auf die Kontrollgruppe um
9,1 Tage verzogert. Der gleiche Therapieansatz mit zusatzlicher Radiotherapie
erreichte im Vergleich zur Strahlenkontrollgruppe sogar eine Wachstumsverzo-

gerung um 17,2 Tage.
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Die Idee dieses Versuchsansatzes war herauszufinden, ob eine gleichzeitige
Kombinationsanwendung von vier unterschiedlich wirkenden Angiogeneseinhi-
bitoren auf das Tumorwachstum eine noch grof3ere Hemmung bewirken kann

als die mono- bzw. die bimodalen Therapieanséatze.
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Abb. 41: Schematische Ubersicht tiber die Wirkungsorte der Angiogeneseinhibitoren des multi-
antiangiogenen Cocktails am Endothelium.
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Den Ergebnissen dieser Arbeit zufolge konnte der Effekt der Inhibitoren durch
gemeinsame Anwendung tatsachlich noch deutlich gesteigert werden. Von allen
Kombinationsgruppen war der multiantiangiogene Cocktail sowohl mit als auch
ohne Bestrahlung die MaRnahme mit der gré3ten Tumorwachstumshemmung.
Scheinbar wirkten die Inhibitoren an so vielen unterschiedlichen Signalwegen
des Angiogeneseprozesses, dass die Wirkungen sich wechselseitig erganzten
und/oder den Tumorzellen wenig Moéglichkeiten lie3en, die Angiogenese Uber
alternative Aktivierungswege in Gang zu setzen. Mit zuséatzlicher lokaler Strah-
lenexposition war der hemmende Einfluss auf das Tumorwachstum sogar noch
grofer.

In Abb. 41 sind die unterschiedlichen Wirkungen der einzelnen Angiogenesein-
hibitoren auf das Endothelium veranschaulicht.

Deutlich wird, dass die hemmende Wirkung auf das GefalRwachstum bei allen
vier Substanzen u.a. Uber die Signaltransduktion der Phosphatidylinositol-3-
Kinase/Akt erfolgt. Akt besitzt also insofern eine wichtige Rolle bei der Tumo-
rangiogenese, als dass sein hemmender Effekt auf die nattrliche Zellapoptose
es dem Tumor erst ermoglicht, das GefalRwachstum zu unterhalten.

Bis auf Celecoxib wirken alle drei anderen Angiogeneseinhibitoren zudem
hemmend auf den VEGFR. Neben seiner aktivierenden Wirkung auf Akt fordert
er die Migration von Zellen. Durch Inhibition dieses Rezeptors wird den Tumor-
zellen die Ausbreitung im Gewebe verwehrt. Unterstitzt wird dieser Effekt bei
dem hier untersuchten multiantiangiogenen Cocktail interessanterweise durch
Celecoxib, welches ebenfalls einen hemmenden Effekt auf die Zellmigration
ausubt.

Neben diesen gemeinsamen Angriffspunkten der Angiogeneseinhibitoren ad-
dieren sich deren weitere singulare Effekte, etwa ihre hemmenden Effekte auf
Zellschutzmechanismen, auf den Zellzyklus sowie auf die mit dem Tumor ein-
hergehende Immunsuppression. Neueren Studien zufolge soll VEGF sogar ein
downstream-Effektor fir die COX-2-induzierte Angiogenese sein (TIJIU et al.
2006; WANG et DUBOIS 2004).

Zudem konnte gezeigt werden, dass PGE2 die Expression von VEGF stimulie-

ren kann. So scheinen zumindest die Effekte von Celecoxib, SU6668 sowie
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SU5416 noch an weiteren Punkten der Angiogeneseaktivierung miteinander
gekoppelt zu sein.

Auf den ersten Blick erscheint dieses Ergebnis als ein dul3erst vielversprechen-
der Ansatzpunkt fur weitere Untersuchungen. Jedoch litten die Mause der Ver-
suchsgruppen unter starken Nebenwirkungen. Die Tiere zeigten trotz regelma-
Biger Futteraufnahme eine stark ausgepragte Abmagerung, wirkten apathisch
und zeigten bei Behandlung mittelgradige Schmerzreaktionen. Aus Tierschutz-
grinden mussten sie spatestens an Tag 25 nach Therapiebeginn euthanasiert
werden, obwohl die Tumoren bis dahin im Vergleich zu den Tumoren der ande-
ren Versuchstiere noch verhaltnismafig klein geblieben waren.
Zusammenfassend lasst sich flr den multiantiangiogenen Cocktail in Bezug auf
das verzogerte Tumorwachstum eine &aul3erst positive Aussage treffen. Die
Versuchsgruppen mit und ohne Radiotherapie zeigten beide ein deutlich ge-
steigertes Ansprechen auf die Tumorwachstumshemmung. Eine Tumorkontrolle
in Form eines Wachstumsstillstandes konnte jedoch nicht erreicht werden.
Aufgrund der massiven Nebenwirkungen, deren genaue Ursachen noch unklar
sind, ist jedoch die Anwendung fiir die Klinik fraglich und bedarf weiterer For-
schung in Bezug auf eine mégliche Dosisanderung oder alternativer Cocktail-

Zusammensetzungen.

5.2.4 Konzept der Monotherapien sowie der bimodalen Anwendung von
SU6668 und SU5416 und deren Kombination an bereits fortgeschrit-
tenen Tumoren

Ziel dieser Versuchsreihe war es herauszufinden, ob das in der Literatur disku-
tierte gute Ansprechen auf die Substanz SU6668 bei bereits fortgeschrittenen
Tumoren auch auf das U87-Glioblastom zutrifft.

Sowohl bei der Monotherapie mit SU6668 als auch mit SU4516 zeigte sich ab
Tag 7 im Vergleich zur Kontrollgruppe ein signifikanter Unterschied in Hinblick
auf das Tumorwachstum. Die Kombinationstherapie von SU6668 mit SU5416
zeigte jedoch im Vergleich zu den Monotherapien keine signifikante Steigerung
der Wachstumshemmung, war also im Vergleich zur Kontrollgruppe ebenfalls

ab Tag 7 signifikant unterschiedlich im Wachstum.
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Alle drei Therapieformen zeigten eine hemmende Wirkung auf das Tumor-
wachstum. Jedoch war der Effekt von SU6668 sowohl im Vergleich zu SU5416
als auch zur Kombination mit SU5416 nicht signifikant unterschiedlich, so dass
im Falle dieses schnell wachsenden Tumors davon ausgegangen werden
muss, dass keine der Substanzen bzw. deren Kombination einen Therapievor-
teil aufweist.

Beriicksichtigt werden muss bei diesem Versuchsansatz jedoch der nur aul3erst
kurze Beobachtungszeitraum von hdchstens 9 Tagen, in dem die Tumoren die

maximal tolerierbare Tumorgrol3e bereits erreichten.

5.2.5 Nebenwirkungen

Unter dem Einfluss von Angiogeneseinhibitoren sind beim Menschen Neben-
wirkungen vor allem auf solche Prozesse im Kérper denkbar, die mit Gefal3-
wachstum einhergehen. Wundheilungsstérungen (BREM u. FOLKMAN 1993),
Fertilitatsstorungen (FERRARA et al. 1998) sowie das embryonale Wachstum
konnten bei einer Therapie mit antiangiogen Hemmstoffen stark in Mitleiden-
schaft gezogen werden.

Nicht zuletzt seit der ,Contergan-Affare” Ende der 60er Jahre sollte die Gefahr
fur den Embryo durch Angiogenesehemmer im Vorfeld genauestens untersucht
werden. Die damals verwendete Substanz Thalidomid ist heute als ein potenter
Angiogeneseinhibitor bekannt (SINGHAL et al. 1999). D'’AMATO et al. 1994
vermuten die Wurzeln ihres schadigenden Einflusses vor allem in der Tatsache,
dass sie einen hemmenden Einfluss auf die GefalRausbildung des Feten besitzt.
Langzeituntersuchungen sind bislang bei keinem der Inhibitoren der Gefal3neu-
bildung in ausreichender Menge vorhanden.

Theoretisch sollten die Angiogeneseinhibitoren aber bis auf die oben erwéhnten
Nebenwirkungen kaum einen negativen Einfluss auf den menschlichen Stoff-
wechsel besitzen. Im Gegensatz zu konventionellen Krebstherapeutika sind die
Wirkungen sehr spezifisch und daher vermutlich nur auf Zellen wirksam, die an

der GefalRneubildung beteiligt sind.
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Dennoch traten in der Versuchsreihe C (multiantiangiogener Cocktail) dieser
Arbeit starke Nebenwirkungen auf, deren Ursache noch unklar ist und weiterer
Abklarung bedarf.

In der Literatur werden die Nebenwirkungen fur die Substanz SU5416 wider-
spruchlich diskutiert. Bei langer Verabreichung von SU5416 (> 4 Wochen) trat
laut BERGERS et al. 2003 bei den Versuchstieren starke Abmagerung auf. In
den ersten klinischen Studien wird von Thromboembolien, Kopfschmerzen und
Mudigkeit bei den Patienten berichtet (HEYMACH et al. 2004; PETERSON et
al. 2004; COONEY et al. 2005). Bei den Versuchstieren des gleichen Therapie-
ansatzes in dieser Arbeit konnten jedoch bis auf die intracutanen Verfarbungen
(vgl. Kap. 4.5) keine Nebenwirkungen fur die Substanz festgestellt werden. Je-
doch ist dabei der verhaltnismafiig kurze Beobachtungszeitraum von durch-
schnittlich nur 15 Tagen zu bericksichtigen.

Die mit S247 und Celecoxib behandelten Versuchsgruppen in Monotherapie
und Kombinationen zeigten bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes weder
in Verhalten und Gewicht, noch morphologisch nach Obduktion Verdnderungen
im Organsystem. Von daher kann fur diesen zeitlich begrenzten Beobachtungs-
zeitraum in Bezug auf die Therapieansétze eine gute Toleranz und geringe To-
xizitat der Therapieformen angenommen werden.

Im Fall von Celecoxib ist jedoch sicherlich seit dem Skandal von 2004 mit dem
Praparat Vioxx® (vgl. Kap. 2.2.2) auf mogliche Nebenwirkungen auf das Herz-

Kreislauf-System zu achten.

5.3 Ausblick

In der aktuellen Krebstherapie sind kombinierte Anwendungen der klassischen
drei Therapieformen Chemo- und Radiotherapie sowie der Chirurgie die Grund-
lage nahezu aller Therapieschemata am Patienten.

Jede Therapieform stdf3t jedoch nicht zuletzt wegen ihrer Nebenwirkungen bzw.
ihrer nur begrenzten Wirkung hinsichtlich einer wirklichen Tumorkontrolle an ih-

re Grenzen.
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Im Falle der chirurgischen Intervention kénnen beispielsweise mikroskopisch
kleine Tumoren und Metastasen nicht beeinflusst werden. Ebenso gibt die Tu-
morlokalisation im Gewebe natirliche Grenzen vor.

Bei Anwendung von Chemotherapie und Strahlentherapie besteht der Nachteil
in der geringen Selektivitat des Gewebes, durch welche teilweise erhebliche
Nebenwirkungen in Kauf genommen werden missen.

Der Bedarf an alternativen, selektiveren Behandlungsverfahren ist von daher
grof3.

Das Prinzip der Antiangiogenese erflllt in der Theorie diese Eigenschatft, indem
der Einfluss der Angiogeneseinhibitoren trotz systemischer Applikation nur lokal
am Ort der aktivierten Angiogenese im Tumorgewebe wirkt. Grol3ere Nebenwir-
kungen auf gesundes Gewebe sollten daher nicht zu erwarten sein. Ebenso
sind Resistenzen gegen antiangiogene Therapeutika zwar wahrscheinlich, aber
weniger stark ausgepragt als bei klassichen Chemotherapeutika (ABDOLLAHI
et al. 2005) (vgl. auch Kap. 2.2). Lediglich die Tatsache, dass Angiogenese-
hemmer zur Therapie vermutlich eine sehr lange Zeit bzw. lebenslang einge-
nommen werden mussten, da sich Tumorzellen in kleinen Verbadnden durch Dif-
fusion ernéhren kdnnen, ware als ein negatives Kriterium zu erwahnen.

Es ist also nicht verwunderlich, dass ein groRes Feld der aktuellen Forschung
Schwerpunkt auf die Untersuchung der genauen molekularen Mechanismen der
Angiogenese und deren Beeinflussung gelegt hat. In praklinischen und Kklini-
schen Studien werden eine Vielzahl von Angiogeneseinhibitoren auf ihre Wirk-
samkeit an unterschiedlichen Tumormodellen erprobt.

Bei den beiden SUGEN-Praparaten SU6668 und SU5416 hat sich die klinische
Wirksamkeit am Patienten als nicht ganz so gut, wie zuvor erhofft, erwiesen.
Ursache dafir ist neben den aufgetretenen Nebenwirkungen der Substanz
SU5416 auch deren nur ungenigende Wasserloslichkeit. Das Folgepraparat
SU11248 bzw. Sunitinib ist jedoch in Tablettenform als Sutent® seit Februar
2006 auf dem Markt und darf zur Behandlung von gastrointestinaler Stromatu-
moren und fortgeschrittenen Nierenzelltumoren angewandt werden. Studien zur

Anwendung bei weiteren Tumorarten laufen bereits.
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Trotzdem werden beide Vorlauferpaparate SU6668 und SU5416 als geeignete
Hilfsmittel zur Grundlagenforschung bei der antiangiogenen Therapie angese-
hen, ohne die die Entwicklung von Sutent® beispielsweise nicht méglich gewe-
sen ware.

Die Antiangiogenese durch Blockade von Integrinen scheint ein sehr vielver-
sprechender neuer Therapieansatz zu sein, zumal die bisher bekannten Ne-
benwirkungen aus den Cilengitide Studien insgesamt als milde zu bezeichnen
sind (NABORS et al. 2007).

In Bezug auf die antiangiogene Wirkung von selektiven COX-2-Inhibitoren wird
es zukulnftig sicherlich nur auf kombinierte Therapieanséatze mit anderen Angio-
geneseinhibitoren hinauslaufen, da ihre Wirkung als Monotherapie in Bezug auf
die Tumorwachstumshemmung nur ungentigend ist.

Aufgrund der positiven Befunde dieser Arbeit in Bezug auf die Tumorwachs-
tumshemmung aus Versuchsreihe C (multiantiangiogener Cocktail) scheint eine
multiple Kombination unterschiedlicher Angiogeneseinhibitoren sehr sinnvoll zu
sein. Geeignete Kombinationen sowie effektivere Dosierungen der Angiogene-
seinhibitoren zusammen mit Radiotherapie sollten auch weiterhin Schwerpunkt
der Antiangiogeneseforschung sein.

Den Ergebnissen dieser Arbeit sowie diverser anderer Studien (MAUCERI et al.
1998; MILAS et al. 1999; HUBER et al. 2005) zufolge erweist sich die Kombina-
tion von Angiogenese-Hemmern untereinander sowie mit Strahlen- oder Che-
motherapie als aufRerst sinnvoll. In diversen experimentellen und praktischen
Untersuchungen konnte eine gesteigerte Wirkung auf den Therapieeffekt ge-
zeigt werden. Somit wird in diesen Forschungszweig der Onkologie viel Hoff-
nung auf zukinftig effektivere Therapieschemata zur Behandlung maligner Tu-

moren gesetzt.
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6 Zusammenfassung

Die Aktivierung der Angiogenese, also die Induktion des Gefallwachstums aus
bereits bestehenden BlutgefalRen, ist eine essentielle Voraussetzung fur das
Wachsen und die Metastasierung von Tumorgewebe.

In diesen komplexen Vorgang hemmend — bis hin zur Tumorkontrolle bzw. -
ruckbildung — einzugreifen ist das Ziel der Antiangiogeneseforschung. Durch ei-
ne Vielzahl von an unterschiedlichen Anséatzen wirkenden Angiogenesehem-
mern wird es mdglich, verschiedene dieser Inhibitoren therapeutisch kombiniert
einzusetzen und dadurch deren hemmenden Effekt auf das Tumorwachstum
noch zu steigern.

Strahlentherapie als wirksamste nichtchirurgische Tumortherapie kann zur Ku-
ration oder zur Tumorwachstumsverzogerung fuhren, kann aber im exponierten
Tumorgewebe als Folge eines ,Tumor Escape Mechanismus® auch eine Ver-
starkung der Angiogenese sowie eine Radioresistenz hervorrrufen. Diese mit
Hilfe von gleichzeitigen Gaben von Angiogeneseinhibitoren zu unterbrechen
scheint ein sinnvoller therapeutischer Ansatz zu sein.

Die in dieser Arbeit verwendeten Angiogeneseinhibitoren SU6668, SU5416,
S247 und Celecoxib (Celebrex®) wurden sowohl als Monotherapien als auch in
kombinierten Therapieschemata mit und ohne Radiotherapie am Beispiel des
U87-MG-Xenograft-Tumormodells des humanen Glioblastoms in vier verschie-
denen Versuchsreihen untersucht.

Die Inokulation der in-vitro angeziichteten Tumorzellen erfolgte dabei subkutan
an der HintergliedmalRe von BALB/c nu/nu-Nacktmausen. Nach erfolgreichem
Anwachsen der Tumoren begann die Therapie mit den unterschiedlichen Angi-
ogeneseinhibitoren sowie die lokale fraktionierte Bestrahlung mittels einer
®0Cobalt-Strahlenquelle. Die Tumormessung erfolgte in regelméRigen Abstan-
den mittels des Kalipers. Histologische sowie immunhistologische Untersu-
chungen erfolgten zu definierten Zeitpunkten.

Die erste Fragestellung dieser Arbeit beschaftigte sich mit den beiden indirekten
Angiogeneseinhibitoren SU6668 und SU5416, die in Kombination als auch als
Monotherapie mit und ohne Strahlentherapie auf ihren Effekt auf das Tumor-
wachstum des humanen Glioblastoms hin untersucht werden sollten. Tatsach-
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lich konnte in dieser Versuchsreihe eine deutlich gesteigerte Tumorwachstums-
verzogerung durch die Kombination sowohl mit als auch ohne Radiotherapie im
Vergleich zu den jeweiligen Monotherapien ermittelt werden.

Eine weitere Untersuchung verglich die Monotherapien mit den kombinierten
Therapieansatzen des kleinmolekularen a,ps-Antagonisten S247 und dem se-
lektiven COX-2-Inhibitor Celecoxib. Beide Substanzen zeigten in ihrer kombi-
nierten Anwendung im Vergleich zu den Einzeltherapien einen gesteigerten Ef-
fekt auf die Tumorwachstumshemmung. Ihre Kombination mit der Radiothera-
pie ergab ebenfalls eine gesteigerte Wirkung. Das Tumorwachstum war durch
die Medikamente deutlich verzogert.

Interessante Ergebnisse lieferte die dritte Versuchsreihe dieser Arbeit, in der al-
le vier Angiogeneseinhibitoren in einem multiantiangiogenen Cocktail verab-
reicht wurden. Die Tumorwachstumsverzdgerung dieser Versuchsgruppe fiel
deutlich gesteigert aus und zeigte sich im gleichen Therapieansatz kombiniert
mit der Radiotherapie als besonders stark ausgepréagt. Das Tumorwachstum
kam jedoch auch hier nicht vollig zum Stillstand.

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe scheinen hinsichtlich des Tumorwachs-
tums am humanen U87-MG-Tumormodell eine vielversprechende Kombination
zu sein. Die Versuchstiere litten jedoch hochgradig an Nebenwirkungen und
mussten noch vor Ende des eigentlichen Beobachtungszeitraumes euthanasiert
werden.

Die histologischen sowie immunhistochemischen Untersuchungen der einzel-
nen Versuchsreihen standen grundsatzlich in Einklang mit den Ergebnissen der
Wachstumsverzégerung.

In einer letzten Fragestellung wurden die Angiogeneseinhibitoren SU5416 und
SU6668 kombiniert und einzeln an bereits sehr fortgeschrittenen Tumoren des
humanen U87-Glioblastoms angewandt und verglichen. Es zeigte sich, dass
zwar eine signifikante Tumorwachstumshemmung sowohl bei der Einzel- als
auch bei der bimodalen Therapie auftrat; signifikante Unterschiede in den Grup-
pen konnten jedoch im Falle der bereits fortgeschrittenen Tumoren nicht ermit-

telt werden.
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Zusammenfassend lasst sich den Ergebnissen dieser Arbeit zufolge feststellen,
dass der kombinierte Einsatz von Angiogeneseinhibitoren — sowohl mit als auch
ohne Radiotherapie — einen zumindest additiven Effekt auf die Angiogenesein-
hibition bzw. die damit zusammenhangende Tumorwachstumshemmung zeigt
und somit kombinierte Therapieschemata aussichtsreiche Strategien fur zukinf-
tige Krebstherapiekonzepte darstellen.

In Hinblick auf tiermedizinische Behandlungen ist aufgrund der derzeit nur be-
dingten Therapieerfolge in der Humanmedizin sowie aufgrund der hohen Betei-
ligung der Tierhalter an den Therapiekosten nicht davon auszugehen, dass sich
Antiangiogenese hier bald als ernstzunehmende Erganzung zu den bislang tb-
lichen Methoden etabliert. Grundsatzlich jedoch ist langfristig, auch vor dem
Hintergrund der an sich preiswerten Herstellungskosten der kleinmolekularen
chemischen Hemmestoffe eine antiangiogene Therapie auch in der Tiermedizin

maglich.
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7 Summary

7/  Summary

The activation of angiogenesis, or rather the induction of vascular growth from
existing blood vessels, is an essential prerequisite for the growth and dissemi-
nation of tumor tissue.

Anti-angiogenesis research is aimed at inhibiting this complex process — to the
point of tumor control or even degeneration. Through a variety of anti-
angiogenic compounds used in different approaches, it becomes possible to
combine these inhibitors and apply them therapeutically in order to increase the
inhibiting effect on the tumor growth even more.

Radiation therapy has been considered the most effective non-surgical tumor
therapy and can lead to recovery or inhibit growth of the tumor, but it can also
evoke a “Tumor Escape Mechanism” in the exposed tumor tissue, consequently
amplifying angiogenesis as well as resistance to the radiation. It seems to be a
more sensible therapeutic approach to interrupt this by simultaneously adminis-
tering angiogenesis inhibitors.

The angiogenesis inhibitors used in this work - SU6668, SU5416, S247 and
Celecoxib (Celebrex®) — were examined both as a monotherapy and in a com-
bined therapy scheme both with and without radiation therapy using the exam-
ple of the U87-MG-Xenograft tumor models of the human glioblastoma in four
different series of experiments.

The inoculation of the in-vitro tumor cells was carried out subcutanously on the
lower extremitiy of BALB/c nu/nu nude mice. After the tumors had successfully
grown, the therapy began with various angiogenesis inhibitors as well as the lo-
cally fractionated irradiation by means of a ®*Cobalt radiation source. The tumor
was measured at regular intervals using a caliper. Histological and immunhisto-
chemical examinations were conducted at set times.

The first question of this work focuses on the indirect angiogenesis inhibitors
SU6668 and SU5416, which were to be examined both in combination and as a
monotherapy with and without radiation therapy with regards to their effect on
the growth of the tumor of the human glioblastoma. In fact, in this series of ex-

periments the growth of the tumor was distinctly slowed in the combination of
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inhibitors both with and also without radiation therapy as opposed to the respec-
tive monotherapies.

A further experiment compared the monotherapies with the combined therapy
approaches of the small molecular a,83; antagonist S247 and the selective COX-
2-Inhibitor Celecoxib. Both substances show an enhanced ability for blocking
the tumor growth when combined rather than in the singular therapies. Their
combination with the radiation therapy also yielded an increased effect. The
growth of the tumor was significantly delayed by the medications.

Interesting results were yielded by the third series of experiments in this work, in
which all four angiogenesis inhibitors were administered in a multiangiogenic
cocktail. The tumor growth blockage in this test group was significantly en-
hanced and proved to be even more highly pronounced when the same therapy
approach was combined with the radiation therapy. However, the tumor growth
also did not come to a complete halt here.

The results of this series of experiments appear to be a promising combination
with regards to the tumor growth on the human U87-MG tumor model. However,
the laboratory animals suffered profoundly from side effects and had to be put
to sleep before the end of the observation period.

The histological and immunhistochemical experiments in each of the series of
experiments were fundamentally led to a delay in the growth of the tumor.

In a final test the angiogenesis inhibitors SU5416 and SU6668 were combined
and applied individually to tumors that were already advanced in the human
U87 glioblastoma and then compared. While this showed that the tumor growth
was significantly inhibited both in the singular as well as in the bimodal therapy,
significant distinctions among the groups could not be found in the case of the
already advanced tumors.

Overall, the results of this work show that the combined application of angio-
genesis inhibitors — both with and without radiation therapy — proves to have at
least an additive effect on the angiogenesis inhibition and the corresponding de-
lay in tumor growth, and, thus, combined therapy schemes constitute promising

strategies for future concepts in cancer therapy.

-110 -



7 Summary

With regards to veterinary care one cannot assume that antiangiogenesis will
soon be a serious supplement to the current methods, due to the current limited
therapeutic success in human medicine as well as the high costs for the pet
owners. However, in a long term view the use of antiangiogenesic therapy in
veterinary medicine could principally be possible, especially when considering

the inexpensive production costs for small molecular chemical inhibitors.
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