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2. Einleitung

2.1. Einfiihrung

Das Enzym Cyclooxygenase (COX) ist ein Schliisselenzym im Arachidonsdurestoffwechsel.
Es katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Prostaglandinsynthese.

COX existiert in zwei Isoformen (109). Die konstitutive Isoform, COX 1, kommt in einer
Vielzahl von Zelltypen vor und beeinflusst die Homoostase der Gewebe. Im Gegensatz dazu
stellt COX 2 eine induzierbare Form dar. Auf unterschiedliche Reize, wie zum Beispiel Ent-
ziindungen, kommt es zu einer vermehrten Expression von COX 2 und somit zu einer verin-
derten Prostaglandinsynthese (23).

Im Gehirn konnten erhohte Prostaglandinlevel nach traumatischen, entziindlichen und isché-
mischen Ereignissen festgestellt werden (68, 88, 106, 107).

COX 2 wurde auBerdem in verschiedenen Carcinomen, wie gastralen (95), dsophagealen
(125, 132), intestinalen und pulmonalen Tumoren (48, 128) nachgewiesen und steht im Zu-
sammenhang mit der Tumorzellfunktion. Vor diesem Hintergrund wurde der Einfluss von
selektiven COX 2-Inhibitoren auf Tumorzellen iiberpriift. Man konnte nachweisen, dass durch
den selektiven COX 2-Inhibitor NS-398 sowohl das Wachstum als auch die Proliferation von

Tumorzellen gehemmt und Apoptose induziert werden kann (24, 75).

Im Rahmen dieser Dissertation soll das Vorkommen der Isoformen COX 1 und COX 2 in
Gliomen verschiedener Grade anhand etablierter Gliomzellkulturen und humanen Biopsien
nachgewiesen werden.

Des Weiteren werden funktionelle Einfliisse von selektiven und unselektiven Inhibitoren der
Cyclooxygenase beziiglich des Wachstums- und Apoptoseverhaltens von Gliomzellen in Kul-

tur untersucht.
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2.2. Gliome

Gliome sind Neoplasien der Gliazellen, dem Stiitzgewebe des Gehirns, und damit neuroe-
pithelialen Ursprungs.
Man rechnet sie zu der groen Gruppe der primiren Hirntumoren. Etwa 30-40% der intracra-

niellen Tumoren sind Gliome (99).

Zur Gruppe der Gliome rechnet man astrozytire, oligodendrogliale und ependymale Tumo-
ren.
Die hidufigsten Vertreter der Gliome sind Astrozytome. Aufgeteilt werden sie nach dem Klas-

sifikationsschema der Weltgesundheitsorganisation (WHO) von 1993 (63) in:

(1) Pilozytisches Astrozytom (WHO Grad I)
(2) Astrozytom (WHO Grad II)
(3) Anaplastisches Astrozytom (WHO Grad III)
(4) Glioblastoma multiforme (WHO Grad 1IV)

Seltenere Varianten:

(5) Pleomorphe Xanthoastrozytome (WHO Grad II und III)
(6) Subependymale Riesenzellastrozytome (WHO Grad I).

Die unterschiedliche Verteilung der Hiufigkeiten der Gliome stellt die Abbildung 1 dar.
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Prozentuale Aufteilung der Haufigkeiten von Gliomen

2-6%

3-8%

mmmm (Glioblastome

Astrozytome WHO I-11I

Oligodendrogliome

Ependymome und Tumoren des Plexus choroideus
seltene Varianten

111

Abb. 1: 50% aller Gliome sind Glioblastome, 20-30% sind Astrozytome WHO Grad I-III.
Wesentlich seltener sind Oligodendrogliome, die nur zu 3-8% in Erscheinung treten. In nur
2-6% werden Ependymome und Tumoren des Plexus choroideus diagnostiziert. Seltene Vari-

anten nehmen einen sehr geringen Antelil ein (99).
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2.2.1. Pilozytisches Astrozytom WHO I

Das pilozytische Astrozytom (WHO Grad I) ist ein Tumor, der fast ausschlieBlich im Kindes-
und jungen Erwachsenenalter auftritt.

Bevorzugt befindet es sich als gut abgrenzbare, relativ umschriebene Raumforderung in Mit-
tellinienstrukturen des ZNS, wie zum Beispiel im Nervus und Tractus opticus, Chiasma opti-
cum, 3. Ventrikel, Thalamus, Basalganglien, medialen Temporallappen, Kleinhirn oder Hirn-
stamm. Hiufig findet man groBere fliissigkeitsgefiillte Zysten und Verkalkungen.
Histologisch stellt sich dieser Tumor als médBig zelldichtes, fortsatz- und faserreiches Gliom
dar. Kennzeichnend fiir ein pilozytisches Astrozytom sind haarférmig bipolar ausgezogene
Zellfortsdtze, sowie eosinophile Auftreibungen von Zellfortsitzen, sogenannte Rosenthalfa-
sern.

Eine Besonderheit dieser Astrozytome WHO Grad I ist das mogliche Auftreten von anapla-
sieverddchtigen Merkmalen wie zelluldre und nukleédre Polymorphie, pathologische Gefal3pro-
liferate und Tumorgewebsnekrosen, die jedoch nicht mit Malignitit assoziiert sind.

Die Progression in einen malignen Tumor wird sehr selten beobachtet (104).
Molekulargenetisch sind von Deimling et al. (21) Allelverluste auf dem langen Arm des
Chromosom 17 nachgewiesen worden.

Klinisch fallen diese langsam wachsenden Tumoren hdufig durch Krampfanfille oder Hirn-
drucksymptomatik durch Liquorabflussbehinderung auf (90).

Durch eine komplette chirurgische Resektion konnen einige der giinstig gelegenen und gut
begrenzten pilozytische Astrozytome als einzige Gliome kurativ behandelt werden. Bei inope-

rablen Tumoren kann eine externe Bestrahlung durchgefiihrt werden.

2.2.2. Astrozytom WHO 11

Das von der WHO als Grad II eingestufte Astrozytom ist ein diffus infiltrierender, differen-
zierter, niedrigmaligner Tumor (64), der im jungen bis mittleren Erwachsenenalter, mit einem
Gipfel im 3. und 4. Lebensjahrzehnt, auftritt.

Der Anteil an Astrozytomen an gehirneigenen Tumoren betriagt 5% (99).

Makroskopisch findet man meist in den GroBhirnhemisphiren eine weiliche, diffuse Gewe-

beauftreibung ohne scharfe Grenze zum umliegenden Gehirn.
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Mikroskopisch ldsst sich dieses méBig zellreiche, gut differenzierte Gliom in drei Typen ein-

teilen: dem fibrilldren Typ, dem gemistozytiren Typ und einer Mischform.

Das astrozytidre Gliom Grad II vom fibrillaren Typ ist fortsatzreich, hat eine mikrozystisch
aufgelockerte Matrix und groBere fliissigkeitsgefiillte Zysten.

Gemistozytdre Astrozytome kennzeichnen sich durch grofle angulierte Tumorzellen mit ex-
zentrisch gelegenen Kernen und aufgetriebenem eosinophilem Zytoplasma aus.

Sowohl bei den fibrilldren, als auch bei den gemistozytdren Astrozytomen lassen sich kaum
mitotische und proliferative Aktivitdten nachweisen. Pathologische Endothelproliferate und
Nekrosen sowie andere Malignitétskriterien fehlen.

Bei allen Astrozytomen Grad II tritt im Verlauf eine maligne Progression auf. Diese ist ge-
kennzeichnet durch erhohte zelluldre und nukleédre Polymorphie, erhdhte mitotische und proli-
ferative Aktivitdt sowie beginnende Endothelproliferate. Bei Astrozytomen Grad II vom ge-

mistozytdren Typ ist die maligne Progression rascher als beim fibrilldren Typ (66, 71, 96).

Molekulargenetische Untersuchungen haben gezeigt, dass 60% der Patienten mit Astrozyto-
men Grad II Mutationen des p53 Tumorsuppressorgens auf dem kurzen Arm des Chromo-
soms 17 aufweisen. Somit sind Regulation und Transkription zahlreicher anderer Gene sowie
die Einleitung der Apoptose betroffenen Zellen und die Reparatur von DNA Schiden gestort.
Dieses bewirkt eine Kumulation sekundédrer Verinderungen bei bekannter genetischer Instabi-

litdt (99).

Die Uberlebenszeit nach Diagnosestellung und eingeleiteter Therapie betrigt bei einer Vari-
anz von 1-15 Lebensjahren im Mittel 7-8 Jahre (66, 70, 104, 115). Im Verlauf von einigen
Jahren tritt bei mindestens 60% der Patienten ein Rezidiv auf, wobei eine maligne Progression
von einem Astrozytom Grad II zu einem Astrozytom Grad III oder Grad IV beobachtet wer-
den kann (115).

Die primire Therapiemoglichkeit ist die operative chirurgische Resektion. Bei umschriebenen
sphirischen Prozessen kommt weiterhin eine interstitielle Strahlentherapie mit temporéren
Jod-125 Strahlern (sogenannte Radio-Neurochirurgie) in Betracht. Uber den Nutzen einer
postoperativen Radiatio wird bislang noch diskutiert. Die Gefahr, eine Strahlenencephalo-
pathie oder eine Strahlennekrose mit folgender Demenz, Ataxie und/oder neurologisch-

fokalen Ausfillen zu entwickeln, ist hierbei nicht zu vernachlédssigen (99).
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2.2.3. Anaplastisches Astrozytom WHO III

Zu den hohergradig malignen Tumoren rechnet man das anaplastische Astrozytom (WHO
Grad III).

Die Hiufigkeit des Auftretens eines anaplastischen Astrozytoms ist vergleichbar mit der von
Grad II Astrozytomen. Ein Héiufigkeitsgipfel ist im Kindesalter und im 4. und 5. Lebensjahr-
zehnt (99) zu verzeichnen. Ungefdhr die Hilfte aller anaplastischen Astrozytome entstehen
aus Astrozytomen Grad II. Die iibrigen Tumoren sind de novo entstanden.

Wie die meisten Gliome sind Grad III Tumoren hiufig in den GroBhirnhemisphiren und im
Stammganglienbereich lokalisiert. Sie werden hiufig von einem ausgeprigten perifokalen
Odem begleitet.

Mikroskopisch unterscheidet man den fibrilldren, gemistozytdren und kleinzelligen Typ.
Typisch fiir anaplastische Astrozytome sind eine fokale oder diffuse Erhohung der Zelldichte,
das Auftreten von Zell- und Zellkernpolymorphien, Mitosereichtum und eine erhohte Prolife-
rationsaktivitat.

Die Fraktion proliferierender Tumorzellen, bestimmt durch Markierung des Ki67 Antigens
durch MIB-1 Antikorper, liegt meist oberhalb von 5%. Zusitzlich zeigen Grad III Astrozyto-
me teils in geringem Male, teils ausgeprigte Endothelproliferate, die allerdings keine glome-
ruloide Auspriagung aufweisen. Tumorgewebsnekrosen kommen nicht vor (64).
Anaplastische Astrozytome weisen verschiedene molekulargenetische Veridnderungen auf.
Ein hoher Prozentsatz zeigt Mutationen des Tumorsuppressorgens pS3. Héufig findet man
einen Verlust eines Genortes auf dem langen Arm des Chromosom 19, in der Region 19q13.
Zusitzlich sind Verdnderungen der Tumorsuppressorgene MTS1 (p16) und MTS2 (pl15) auf
dem kurzen Arm von Chromosom 9 beschrieben. Diese Gene nehmen durch Steuerungsme-
chanismen und Zellzyklus beschleunigende Einfliisse eine zentrale Rolle bei der Zellteilung

ein.

Die mittlere Uberlebenszeit nach der Diagnosestellung eines anaplastischen Astrozytoms be-

tragt 3-4 Jahre (87, 118, 126).

Die therapeutischen MaBBnahmen bestehen in einer operativen Resektion des Tumors und ei-
ner externen konventionellen Strahlentherapie mit einer Gesamtdosis von 55-60 Gy. Da iiber
90% der Tumorrezidive bei anaplastischen Astrozytomen und Glioblastomen in einem Saum

von 2 cm um den urspriinglichen Tumor herum entstehen (17, 31, 49), erfolgt die Bestrahlung



Einleitung 12

des Tumorbettes mit 20 Gy und die eines Gebietes von 2-3 cm um das urspriingliche Tumor-
bett mit 40 Gy. Die Bestrahlung erfolgt in Einzelfraktionen von 1,8-2 Gy (73).

Fiir Patienten unter 65 Jahren, mit einem Karnowsky-Index von mindestens 70 wird nach ope-
rativer Resektion und Strahlentherapie zusitzlich eine Polychemotherapie durchgefiihrt.
Wihrend frithere prospektive Studien die adjuvante Gabe von Nitrosoharnstoffen, insbeson-
dere BCNU, als geeignete adjuvante Therapie etablierten, konzentrierten sich aktuellere Stu-
dienprotokolle auf kombinierte Behandlungen, insbesondere Procarbacin, CCNU und Vinc-
ristin (PCV), die ein verlingertes Uberleben bei anaplastischen Astrozytomen zeigten.

Dabei konnte gezeigt werden, dass es bei einer zusitzlichen Chemotherapie von anaplasti-
schen Astrozytomen zu einer signifikanten Verlingerung der mittleren Uberlebenszeit um 10-

15% kommt (28).

2.2.4. Glioblastom WHO IV

15-20% der intracraniellen Tumoren sind hochmaligne Glioblastome. Diese nach der Klassi-
fizierung der WHO den Grad IV zugeteilten Neoplasien nehmen mit 50% den groten Teil
der Gliome ein (99).

In jeder Altersgruppe ist das Auftreten dieser Tumorentitit moglich, ein Hiufigkeitsgipfel
findet sich im 5.-6. Lebensjahrzehnt. Die mittlere Uberlebenszeit betriigt ungefihr neun Mo-
nate (87).

Typische Lokalisation eines Glioblastoms ist die weie Substanz der Konvexitidt der Grof3-
hirnhemisphiren, sowie ein geringerer Anteil in tiefen Mittellinienstrukturen. Pridilekti-
onsstelle ist der Balken, tiber den sich Astrozytome Grad IV in beide Hemisphéren ausbreiten.
Diese Tumoren werden als Schmetterlingsgliome bezeichnet.

In computertomographischen Untersuchungen zeichnet sich typischerweise eine ringformige
kontrastmittelanreichernde Lésion mit hypodensem Zentrum ab. Dieses Zentrum entspricht
einer zentralen Nekrose. In der Umgebung des Tumors findet sich ein ausgeprigtes perifoka-
les Odem, hiufig begleitet von Massenverschiebungen in Folge der Raumforderung.
Makroskopisch ist die Schnittfliche von Glioblastomen gepridgt vom gleichzeitigen Vorliegen
vitaler Tumorgewebsanteile, Nekrosen, Einblutungen, zystischen Verdnderungen sowie nar-
bigen Reaktionen. Das Erscheinungsbild ist somit bunt und begriindet die historische Na-

mensgebung: Glioblastoma multiforme.
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Die makroskopisch scharfe Begrenzung des Tumors bestétigt sich mikroskopisch nicht. Vitale
Tumorzellen sind mehrere Zentimeter iiber den sichtbaren Infiltrationsraum auszumachen und
infiltrieren weite Teile des Gehirns (12).

Die unterschiedlich vorkommenden Zelltypen - fibrilldr, kleinzellig, spindelzellig und die
hiufig auftretenden gemistozytidren und riesenzelligen Formen - zeichnen sich alle durch eine
hohe Zelldichte, zelluldre und nukleidre Polymorphie und eine hohe mitotische und prolifera-
tive Aktivitdt aus. Pathognomonisch fiir Grad IV Astrozytome sind pathologische, oft glome-
ruloide Endothelproliferate und Tumorgewebsnekrosen, die hdufig in palisadenartiger Struk-

tur von einem Tumorzellsaum umgeben sind.

Molekulargenetisch kennzeichnen sich Glioblastome durch eine hohe genetische Heterogeni-
tiat aus. So konnten Allelverluste auf dem Chromosom 10 bei bis zu 75% der Glioblastome
nachgewiesen werden. Aber auch andere Chromosomen konnen Deletionen in verschiedenen
Bereichen aufweisen. Zum Beispiel werden Allelverluste auf den Chromosomen 9, 13, 17
und 19 gefunden.

AuBlerdem liegen bei einer Vielzahl von Glioblastomen einige Gene amplifiziert im Tumor-
zellgenom vor. Dieses Phdnomen findet man héufig fiir das EGF-Rezeptor-Gen, das CDK4-
Gen und das MDM2-Gen.

Glioblastome lassen sich in zwel molekulargenetische Gruppen einteilen. Man unterscheidet
hierbei die Varianten: Glioblastom Typ 1 und Glioblastom Typ 2.

Typ 1-Glioblastome kennzeichnen sich durch Allelverluste auf dem Chromosom 17p aus und
zeigen keine Amplifikation des EGF-Rezeptor-Gens.

Bei Typ 2-Glioblastomen kann hingegen eine Deletion auf dem Chromosom 17p nicht nach-
gewiesen werden. Das EGF-Rezeptor-Gen wird jedoch amplifiziert.

Auffallend ist, dass Typ 1-Glioblastome sekundidr durch Malignisierung aus Astrozytomen
und Typ 2-Glioblastome de novo entstehen.

Des Weiteren sind Typ 1-Glioblastom-Patienten ungefihr 15 Jahre jiinger als Typ 2-
Glioblastom-Patienten und haben eine durchschnittlich ldngere Uberlebenszeit (19, 20, 122).
Diese Erkenntnisse lassen vermuten, dass der genetische Tumortyp von entscheidender Be-
deutung fiir das Verhalten der Tumoren, die Behandelbarkeit und die unterschiedliche Uber-

lebenszeit ist.

Die Therapie der Glioblastome dhnelt der anderer Astrozytome. Nach chirurgischer Tumorre-

sektion erfolgt eine palliative externe Strahlentherapie mit 55-60 Gy (8, 99). Bei Verabrei-
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chung von Dosen oberhalb von 70 Gy ist das Risiko, Spétschdden, wie Radionekrosen, zu
verursachen, grof. Die Wahrscheinlichkeit eine Radionekrose bei Bestrahlungen mit 50-60
Gy zu bekommen, ist kleiner 1%. Niedrigere Dosen als 55 Gy sind allerdings mit einer gerin-
geren mittleren Uberlebenszeit vergesellschaftet.

Chemotherapien von Glioblastomen mit ACNU/BCNU und TMZ fiihren zu effektiven, aber
palliativen Behandlungsergebnissen (111).

Geltend fiir alle malignen Gliome ist festzuhalten, dass eine zusitzliche Therapie mit Nitroso-
harnstoffen, wie BCNU, nach Operation und Radiatio zu einer statistisch signifikanten Le-
benszeitverlingerung fiihrt. Die Uberlebenszeit ohne zusitzliche Chemotherapie betrigt im
Mittel 36 Wochen und verldngert sich mit Chemotherapie auf 51 Wochen (99). Fiir selektier-
te Patienten, die mit einer intensivierten Chemotherapie behandelt werden, konnen die Uber-
lebenszeiten zwei bis drei Jahre betragen. Als gesichert gilt, dass es weniger Therapierespon-
der gibt als bei anaplastischen Astrozytomen (72).

Fir andere Therapieverfahren, wie zum Beispiel Interferon Alpha, Beta und Gamma sowie

Tamoxifen, sind keine entscheidenden Erfolge beschrieben worden (27).

2.3. Atiopathogenese

Die Atiopathogenese der Hirntumoren ist bislang noch ungeklirt. Es lieBen sich bislang keine
statistisch signifikanten Koinzidenzen mit dem Auftreten von Hirntumoren im Zusammen-
hang mit Schiddel-Hirn-Traumen, spezifischen Noxen oder Auswirkungen von elektromagne-
tischen Feldern feststellen.

Ein geringfiigig erhohtes Risiko fiir die Entstehung von Gliomen wird bei einigen chemischen

Stoffen, wie z.B. bei Umgang mit Vinylchlorid oder in der Gummiherstellung, diskutiert.
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2.4. Eigenschaften der Gehirntumoren

Fiir Gehirntumoren kennzeichnend sind verschiedene Eigenschaften, die sie von extrazerebra-
len Tumoren unterscheiden lassen.

Raumfordernde Prozesse konnen im Schédelinneren zu lebensbedrohlichen Hirndrucksteige-
rungen fithren. Selbst kleine oder niedrig maligne Tumoren konnen so akut bedrohliche Zu-
stande fiir den Patienten bedeuten. So spielt nicht nur die Dignitét in der Einschidtzung dieser
Tumoren eine Rolle, sondern auch die Gré8e und die Lage.

Des Weiteren zeichnen sich niedrigmaligne neuroepitheliale Tumoren im Gegensatz zu nied-
rigmalignen extrazerebralen Tumoren durch eine Infiltration in gesundes Gehirnparenchym
aus.

Die bei gutartigen extracerebralen Tumoren auftretende Kapselbildung fehlt bei den hirneige-
nen Tumoren vollig.

Ein weiteres Charakteristikum, besonders bei Astrozytomen, besteht in der Tendenz zur Ma-
lignisierung.

Die bei extrazerebralen Tumoren immer zu beriicksichtigende Metastasierung in andere Ge-
webe ist bei Gehirntumoren sehr selten.

Des Weiteren ist nicht immer das Tumorvolumen von Bedeutung, sondern die Lokalisation.
Kleinste Tumoren konnen somit groBe klinische Bedeutung haben. Andererseits konnen
selbst grole Tumoren in nicht eloquenten Arealen asymptomatisch bleiben.

Die lokale Invasion ist eine charakteristische Eigenschaft von Gliomen. Sie kennzeichnet sich
durch eine ausgesprochene Tendenz zur Ausbreitung entlang prédformierter, anatomischer
Strukturen in das umgebende Hirn aus. Einzelne Tumorzellen nutzen dafiir bevorzugt myeli-
nisierte Faserbahnen, Basalmembranen von Blutgefien und Ventrikelwinde, ohne nen-
nenswerte Gewebedestruktion (36, 41). Hierfiir werden konstitutive extrazelluldre Liganden,
die entlang der bevorzugten Disseminationswege exprimiert werden, sowie eine tumorprodu-
zierte Matrix, die entlang der Disseminationswege deponiert ist, benutzt. Dieses invasive Ver-
halten erfordert zelluldire Mechanismen wie beispielsweise Adhdsion, Matrixdegeneration und
Fortbewegung der Tumorzellen. Matsukado et al. konnten schon 1961 in einer Gruppe von
100 Glioblastompatienten bei 47% eine primédr vorhandene histologische Ausbreitung der
Tumorzellen in die kontralaterale Hemisphidre nachweisen (79). Daher gehort eine postopera-
tive Bestrahlung bei den anaplastischen Astrozytomen und Glioblastomen zum therapeuti-

schen Standard.
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Die Prognose und der Verlauf einer intracraniellen Tumorerkrankung muss daher immer indi-
viduell anhand der Histologie, der Lage des Tumors und seiner Wachstums- und Ausbrei-
tungsgeschwindigkeit festgemacht werden. Der klinische Zustand und das Alter des Patienten

sind zuséatzlich mitentscheidend.

2.5. Klinische Symptomatik

Die Symptomatik der Patienten mit Gehirntumoren ist vielfaltig. Das wichtigste Erst- und
Einzelsymptom ist der erstmalige cerebrale Krampfanfall im Erwachsenenalter. Bei ungeféihr
50% gehoren Kopfschmerzen als Folge tumorbedingter intrakranieller Druckerhdhung zur
initialen Symptomatik. Uncharakteristische Symptome wie Personlichkeitsveridnderung, er-
hohte Reizbarkeit und Erschopfbarkeit sind nicht zu vernachldssigende und hiufig tibersehene
Hinweise auf einen kranialen Prozess.

Des Weiteren konnen zum Beispiel neurologisch fokale Symptome, Hirndrucksymptomatik,

Kopfschmerzen, sowie psychische, endokrine und Gerinnungsstorungen auftreten (99).

2.6. Therapieoptionen

2.6.1. Chirurgische Resektion

Zu den bereits in Kapitel 2.2. erwidhnten Therapieoptionen der einzelnen Astrozytomgrade
lasst sich zusammenfassend sagen, dass bei den malignen Hirntumoren heute nach wie vor die
radikale chirurgische Resektion die effektivste Behandlungsmethode ist (97). Die Operati-
onsmortalitédt liegt dabei unter 2%. Das Ziel einer kurativen Resektion des Tumors ist jedoch
auf Grund der Lage, der Ausbreitung und der Art, bzw. der Invasivitdt des Tumors nie zu er-
reichen. Ein kurativer Ansatz ergibt sich lediglich bei den niedrig malignen pilozytischen

Astrozytomen und den benignen Ependymomen.
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Mittels neuer Therapietechniken konnte die operative Therapie von Gliomen optimiert wer-
den. Durch den Einsatz von Neuronavigation, funktioneller Bildgebung und intraoperativer
Elektrophysiologie kann die operative Entfernung von Tumoren sicherer und moglicherweise
radikaler durchgefiihrt werden und dadurch woméglich noch die Uberlebenzeit der Patienten

verlidngert werden (41).

2.6.2. Postoperative Radiatio

Die Wirksamkeit einer postoperativen Radiatio mit 55-60 Gy ist bei Glioblastomen durch
Studien belegt. Die Uberlebenszeit konnte bei einer postoperativen Ganzhirnbestrahlung mit
50-60 Gy von 17,5 auf 37,5 Wochen verldngert werden (119). Eine hohere Strahlendosis von
55-60 Gy stellte sich spiter als noch wirksamer heraus (120). Auf Grund der hohen Anzahl
von Tumorrezidiven in unmittelbarer Nihe zur Resektionskavitit stellte man die postoperati-
ve Ganzhirnbestrahlung auf eine Feldbestrahlung von zwei bis vier Zentimetern um das ur-
spriingliche Tumorbett von 40 Gy mit einem anschlieBendem Boost von 20 Gy auf das ur-

spriingliche Tumorbett um. Dabei betrugen die Einzelfraktionen 1,8-2 Gy.

2.6.3. Systemische Chemotherapie

Lingere Zeit spielte die systemische Chemotherapie im Rahmen der Gliomtherapie trotz aus-
giebiger Forschung eine untergeordnete Rolle.

Eine statistisch signifikante Verlingerung der Uberlebenszeit von 36 auf 51 Wochen fand
man nur bei jiingeren Patienten in gutem neurologischem Funktionszustand, die nach einer
Resektion mit folgender Radiatio und einer Therapie mit Nitroseharnstoffen, wie BCNU (Car-
mustin) behandelt wurden (84, 121).

Patienten mit anaplastischen Astrozytomen profitieren von einer Polychemotherapie mit Pro-
carbazin, CCNU und Vincristin (PCV). AuBerdem hat sich bei anaplastischen Oligo-
dendrogliomen eine postoperative systemische Chemotherapie mit PCV als Standard etabliert
(15, 41, 65). Die Suche nach neueren und effektiven Substanzen, sowie der optimalen Reihen-

folge und der Applikationsweise wird fortgefiihrt.
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Stupp et al. veroffentlichten im Frithjahr 2005 neue Erkenntnisse in der Therapie neu diagnos-
tizierter Glioblastome bei adjuvanter Chemotherapie mit Temozolomid. Die Zwei-Jahres-
Uberlebensrate bei einem Patientenkollektiv von 573 Personen, die zusitzlich zur operativen
Tumorresektion und Radiatio mit Temozolomid behandelt wurden, lag bei 26,5%. Im Gegen-
satz dazu betrug die Zwei-Jahres-Uberlebensrate der Patienten mit chirurgischer Resektion

und Strahlenbehandlung nur 10,4% (111).

2.6.4. Lokale Therapie

Aufgrund der extrem seltenen systemischen Metastasen und der lokalen Invasivitit maligner
Gliome werden immer wieder Strategien zur lokal begrenzten Therapie diskutiert.

Die bisherige Standardtherapie der Resektion mit nachfolgender Radiatio fiihrt bei 80% der
Patienten mit malignen Gliomen zu Lokalrezidiven. Direkt an den Resektionsrdndern, bzw.
innerhalb weniger Zentimeter von der Resektionshohle entfernt, finden sich 90% der Rezidi-
ve. Nur 10% der Rezidive hat keine erkennbare Beziehung zum Primértumor. Daher ist der

Anreiz, eine wirkungsvolle lokale Therapie zu finden, groB.

Ein Ansatz der lokalen Tumortherapie ist die lokale Chemotherapie. Man unterscheidet:

1. Superselektive, intraarterielle Applikation
2. Lokale, intrakavitdre Depotapplikation

3. Direkte intratumorale Infusion (Convection Enhanced Delivery)

Bei der superselektiven intraarteriellen Applikation von hochdosierten Chemotherapeutika
versuchte man den toxischen Effekt der Medikamente auf den Gesamtorganismus zu reduzie-
ren. Jedoch stellte sich heraus, dass bei Injektionen in die A. carotis interna bis hin zu superse-
lektiven tumornahen Injektionen mittels Mikrokatheter durchaus Komplikationen auf Grund
der hohen lokal erreichten Konzentrationen auftraten. Hierzu zidhlen die Leukoenzephalo-
pathie (103) und die Endotheltoxizitit, so dass sich diese Methode fiir das Glioblastom nicht
bewihrt hat (18).



Einleitung 19

Ein weiterer Ansatz der lokalen Chemotherapie ist die intrakavitdre Depotapplikation. Hierbei
wird zum Beispiel Carmustin (BCNU) in biodegradierbaren Polymerplittchen (Gliadel®) in
die Resektionshohle eingebracht (10, 11). Die applizierten Stoffe verteilen sich in das umge-
bene Parenchym durch Diffusion.

Mittels dieser Therapie konnte eine statistisch signifikant erhohte Uberlebensquote von 56%
nach sechs Monaten erreicht werden. Patienten mit implantiertem Placebo hatten eine sechs-
monatige Uberlebensquote von 36% (11, 89).

In Tierstudien konnte die Kombination von lokaler Immuntherapie (IL-2) mit biodegradierba-
ren Polymerplidttchen (BCNU) bei Ratten mit Gliosarkomen zu synergistischen Effekten und
einer verbesserten Therapie mit verlingerter Uberlebensdauer fiihren (94). Vogelhuber et al.
konnten sogar teilweise eine komplette Remission bei Miusen mit humanen U-87 MG Gli-

oblastomen unter Therapie mit BCNU und Paclitaxel zeigen (116).

Eine weitere Option der lokalen Therapie ist die direkte intratumorale Infusion (Convection
Enhanced Delivery). Bei diesem Verfahren wird das Chemotherapeutikum mittels eines ste-
reotaktisch platzierten Katheters mit einer konstanten Uberdruckinfusion in das Tumorparen-
chym geleitet (69, 74). Ein bestdandiger Fluss von interstitieller Fliissigkeit aus dem Tumor in
das sich um alle anaplastischen Tumoren bildende Odem, transportiert das Chemotherapeuti-
kum in das angrenzende Marklager (93). Hierdurch gelingt es, therapeutisch wirksame Sub-
stanzen durch den Tumor hindurch und iiber die Grenzen hinaus in das peritumorale Odem zu
verteilen.

Da sich der Odemfluss nach einer Tumorresektion in Richtung der Resektionshohle umkehrt,
ist diese Therapie auf kleine, chirurgisch nicht angehbare Tumoren, die stereotaktisch erreich-
bar sind, beschrinkt. In Studien zeigte sich, dass bei 50% der Patienten die Tumormasse auf
die Hilfte der GroBBe abnahm. Einen vollstindigen Riickgang des Tumors sah man sogar bei

zwei Patienten (69).

Zur Verbesserung der lokalen Strategien ist das Verstehen der biologischen Funktionen und
Eigenschaften dieser Tumoren notwendig.

Glioblastome kennzeichnen sich durch eine hohe Invasivitit aus. Ein nicht zufilliger Prozess
ist die Migration von Gliomzellen von der Tumormasse weg. Invasive Gliomzellen nutzen
dabei kleine BlutgefiBBe und myelinisierte Faserbahnen. Diese Affinitit zu den myelinisierten
Fasern erklért die typischen Opticusgliome, die sich weit entlang der Sehbahn erstrecken kon-

nen, und Schmetterlingsgliome, die das Corpus Callosum befallen. In einer Serie von 100
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konsekutiven, unbehandelten Glioblastomen wurde in 47% die histologische Tumorausdeh-
nung in die kontralaterale Hemisphidre nachgewiesen (79). In 96% der Fille entstehen die
Tumorrezidive direkt an den Resektionsrand angrenzend oder innerhalb 3 cm der Resektions-
hohle (13). Das Versagen einer lokalen Therapie ist demnach entscheidend von der Fahigkeit
der Dissemination, bzw. der Entfernung der Gliomzellen vom Primértumor abhéngig.

Des Weiteren muss bei der Therapie beriicksichtigt werden, dass invasive Gliomzellen eine
Fraktion der Tumorzellen unterschiedlichen Phédnotyps darstellen. Burger und Kleihues (14)
vermuten, dass einzelne invasive Tumorzellen, weit entfernt von der Tumormasse, meist ho-
mogene wenig entdifferenzierte Zellen darstellen. Im Gegensatz dazu stehen die Zellen, die
sich im Tumorzentrum befinden. Diese zeigen eine heterogene Morphologie und zeichnen
sich durch eine in vitro geringe migratorische aber hohe proliferative Aktivitit aus. In weite-
ren Experimenten wurde gezeigt, dass zur Migration stimulierte Zellen eine deutliche Reduk-
tion der Proliferationsrate zeigen (37). Daraus folgt, dass invasive Zellen moglicherweise re-
sistenter gegeniiber einer antiproliferativen Therapie sind. So konnten Identifikationen von
Genen, die den invasiven Phénotyp und damit das zelluldre Verhalten beeinflussen, ein wirk-
samer Therapieansatz gegen Glioblastome sein. McDonough et al. fanden in hoch migratori-
schen Gliomklonen ein iiberexprimiertes Gen, die Thromboxansynthetase — ein Enzym des

Arachidonsidurestoffwechsels (81).

2.7. Cyclooxygenase und Arachidonsiurestoffwechsel

Die Metaboliten der Arachidonsdure dienen im Organismus als Vorstufen einer Vielzahl reak-
tiver Regulationsstoffe.

Die Arachidonsdure wird auf verschiedene Wege, wie zum Beispiel dem Cyclooxygenase-
und dem Lipoxygenase-Weg, metabolisiert. Hierbei entstehen kaskadenartig eine Reihe meta-
bolisch aktiver Substanzen. Sie haben einen groen Einfluss auf viele wichtige zellulidre Me-
chanismen. Die Entstehung von Schmerz und Fieber, die Beteiligung an Entziindungsreaktio-
nen sowie Beeinflussung der Thrombozytenaggregation sind nur eine geringe Auswahl der
physiologischen Beteiligung der Arachidonsduremetaboliten. Auch Mitose, Migrationscha-
rakteristika (113), Zelladhisionen (110), Invasion und Apoptose (51, 117) werden unter ande-
rem durch sie moduliert (6).

Die Arachidonsidure-Derivate liegen nicht gespeichert, bzw. in aktiver Form, in der Zelle be-

reit. Sie werden erst nach Stimulation aus Vorstufen synthetisiert. Hierbei ist der begrenzende
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Schritt der Synthese die Freisetzung der Arachidonsdure aus Phospholipiden der Zellmemb-
ran. Nach dem Freisetzen erfolgt aufgrund unterschiedlicher Stimuli die Trennung in ver-
schiedene Stoffwechselwege.

Durch die Lipoxygenase entstehen eine Reihe hydroxylierter, vielfach ungesittigter Fettsdu-
ren und Leukotriene. Die Cyclooxygenase bildet zyklische Peroxide, wie PGG; und PGH,.
Diese Endoperoxide wiederum werden entweder enzymatisch verstoffwechselt oder spontan
reduziert. So entstehen Thromboxan A, mittels der Thromboxansynthetase, Prostacyclin mit-
tels der Prostacyclinsynthetase und durch spontane Reduktion Prostaglandin F,,. Eine Isome-
rase katalysiert die Synthese von Prostaglandin D, und E,.

Fiir die Cyclooxygenase konnten zwei Isoformen identifiziert werden, bezeichnet als COX 1
und COX 2, welche verschiedene subzelluldre Verteilungen zeigen. COX 1 ist eine konstitu-
tiv exprimierte Isoform, die in den meisten Geweben vorkommt. Man vermutet, dass COX 1
die Synthese von Prostanoiden, die fiir physiologische Funktionen des Gewebes notwendig
sind, vermittelt.

Einen Uberblick iiber den Stoffwechsel der Arachidonsiure und die in den Stoffwechsel ein-

greifende Medikamente gibt die Abbildung 2.
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Abb. 2: Die Phospholipase A, setzt die Arachidonsdure aus Phospholipiden der Zellmembran frei.

Durch die Katalysation der Arachidonsiure durch die Lipoxygenase entstehen Leukotriene, durch COX 1
und COX 2 PGG; und PGHo,.

Die Verstoffwechselung dieser Metaboliten erfolgt durch weitere Enzyme: PGI,-Synthetase, Isomerasen,

Reduktasen und Thromboxansynthetase.

Hemmstoffe der entsprechenden Enzyme blockieren den Syntheseweg.

Enzym

Metabolit
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Die biologische Wirkung der Metaboliten der beiden Stoffwechselwege ist sehr unterschied-

lich und vielféltig. Eine Auswahl an Funktionen und Beteiligungen an physiologischen Pro-

zessen wird in der Tabelle 1 veranschaulicht.

Prostaglandine

Prostacyclin

Thromboxan

Leukotriene

¢ Vasodilatation

O GetiBtonus 4

O Thrombozytenaggregation 1
O Entziindung

O Fieber

Q Schmerz

O Magensiure l

O Magenschleim T

O GIT-Motilitit T

QO Wehen, Uteruskontraktion

O renale Na* und H,O Exkretion T

¢ Vasodilatation

O GetiBtonus 4

O Thrombozytenaggregation 1
O entziindungshemmend

O Nierendurchblutung T

O Vasokonstriktion
O GefiBtonus T
O Thrombozytenaggregation T

O Nierendurchblutung |

¢ Vasokonstriktion

O GetiBtonus T

O Thrombozytenaggregation T

O Entziindung

¢ Chemotaxis

O Anaphylaxie

O GefiBpermeabilitit T

O Kontraktion glatter Muskulatur
¢ Bronchialmuskelkontraktion

¢ Darmtonus T

O Suppression von NK-Zellen

O lokale Durchblutungs- O Induktion von T-Suppressor-

regulation Lymphozyten

O endo- und exokrine Driisenfunktion

Tab. 1: Physiologische Antwort des Organismus auf Arachidonsduremetaboliten

In vielen verschiedenen Tumorentititen iibersteigt die Hohe der Prostanoidsynthese die von
normalem Gewebe. Dies konnte unter anderem bei Lungen-, Mamma-, Colon-, Magen- und
neuroepithelialen Tumoren des zentralen Nervensystems gezeigt werden (5, 7, 16). Daher
kann man annehmen, dass die Synthese von Prostanoiden eine Rolle in der Pathogenese und
Progression von Tumoren spielt.

Vergleicht man die Konzentrationen von Prostaglandinen und Thromboxanen von humanen
malignen Gliomen zu Meningeomen und normalem Hirngewebe, zeigen die malignen Gliome
hohere Konzentrationen von Prostaglandinen und Thromboxanen.

Der zelluldre Ursprung dieser Metabolite in glialen Tumoren und deren funktionelle Relevanz
bleibt unklar.

Die totale Synthesekapazitit von Arachidonsduremetaboliten in diesen Tumoren ist mit Hoch-
Auflosungs-Gas-Chromatographie (HPLC) in Tumorlysaten gemessen worden. Gaetani et al.
konnten eine Korrelation der Synthesekapazitidt, besonders von Thromboxan B, und

Prostaglandin D»,
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mit dem Anteil an Zellen, die sich in der S-Phase befanden, herstellen (30).

Veridnderungen im Arachidonsduremetabolismus, die zu einer Konzentrationserhohung von
Prostaglandinen und/oder Thromboxanen fiihrten, sind mit einem maligneren Verhalten von
vielen Tumoren verbunden (29).

Mittels eines Monolayer-Migrations-Assays selektierten McDonough et al. hoch migratori-
sche Gliomzellen in vitro. Mittels differential mRNA display wurde eine Uberexpression von
Thromboxansynthetase in diesen hoch migratorischen Zellen identifiziert (81). Immunhisto-
chemisch konnte die Expression der Thromboxansynthetase in Gliomen durch Giese et al.
bewiesen werden (39).

Spéter wurde gezeigt, dass die Migration von Gliomzellen in vitro mit spezifischen Thrombo-
xansynthetasehemmern dosisabhingig geblockt werden kann. Die Thromboxansynthetase
nimmt demnach eine wichtige Rolle in der Regulation der Migration ein. Die Inhibition der
Motilitdt durch Thromboxansynthetaseinhibitoren geht mit einem verminderten Zellwachstum
einher. Dieser anti-migratorische Effekt scheint mit einer Caspase Aktivierung, gefolgt von
DNA-Fragmentation und spédterem apoptotischem Zelltod, in den migrations-geblockten Zel-
len verbunden zu sein (131). Die Thromboxansynthetase stellt damit einen wichtigen Faktor
der Invasivitit und der erhohten Apoptoseresistenz dar.

Kim et al. zeigten, dass das Gen, das fiir die Thromboxansynthetase codiert, in direkter Be-
ziehung mit dem Tumorsuppressorgen p53 und dem Protoonkogen ets-1 steht. Diese beiden
Gene sind wichtige Regulatoren fiir zum Beispiel Zellwachstum, Invasivitdt, Neoangiogenese
und erhohte Apoptoseresistenz von Tumorzellen. P53 und ets-1 regulieren unter anderem die
Expression der Thromboxansynthetase in antagonistischer Weise. Ets-1 ist ein potenter
Transkriptionsaktivator. P53 hemmt die ets-1 abhédngige Transkription. Kim et al. zeigten
aullerdem, dass der Verlust der p53-vermittelten negativen Kontrolle iiber ets-1 abhédngiger

Transkription zum invasiven Phenotyp von Tumorzellen fiihrt (57).

Diese Beobachtungen werfen die Frage auf, ob diese Mechanismen zu einer anti-invasiven
Strategie der Gliomtherapie erweitert werden konnen. Es bleibt jedoch immer noch unklar, ob
die geringere Synthese von Thromboxanen oder ein gestortes Verhiltnis von Thromboxanen,
Prostaglandinen und Arachidonsiure diesen Effekt vermittelt.

Nicht zu vernachlédssigen ist auch die mogliche Zusammenwirkung der Thromboxansyntheta-
se mit der Cyclooxygenase in Hinblick auf die Regulation der Motilitdt und Invasion, da das

geschwindigkeitsbestimmende Enzym in diesem Syntheseweg die Cyclooxygenase ist.
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Wie bereits erwihnt, gibt es zwei Isoformen der Cyclooxygenase. COX 1, die konstitutionelle
Form und COX 2, die induzierbare Form.

COX 2 ist in den meisten Geweben nicht nachweisbar, wird aber in einigen malignen Tumo-
ren induziert (22, 56, 91, 95, 98). Eine ﬁberexpression von COX 2 in intestinalen Endothel-
zellen bewirkt eine gehemmte Bindung von extrazelluldrer Matrix, verminderter interzellula-
rer Adhédsion und eine verminderte Anfélligkeit fiir Apoptose (129). Jede dieser Veridnderun-
gen kann das maligne Potential der Zellen steigern.

Tsujii et al. zeigten, dass die Uberexpression von COX 2 in Coloncarcinomzellen die Invasi-
vitdt dieser Zellen steigert, welche wiederum durch Cyclooxygenaseinhibitoren herabgesetzt
wird (130).

Es wurde in verschiedenen Studien gezeigt, dass Cyclooxygenaseinhibitoren die Inzidenz von
Colon- und Mammacarcinomen herabsetzen und dass Inhibitoren des Arachidonsduremetabo-
lismus sogar protektiv auf Mamma-, Osophagus-, orale und Coloncarcinomen wirken (42, 45,
78, 80, 101). So wird zum Beispiel die Anzahl und GroBe von Colonpolypen in Min-Méusen
(9) und in Menschen mit familidrer adenomatdsen Polyposis durch den selektiven COX 2-
Inhibitor Sulindac herabgesetzt (33).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass sowohl die Thromboxansynthetase als auch die
Cyclooxygenasen eine Rolle in der Regulation der Progression und Invasivitdt von Neopla-

sien, moglicherweise auch Gliomen, spielen.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit soll die Expression der Cyclooxygenase, sowie die Rolle der
Cyclooxygenase in der Regulation von Motilitét, Proliferation und Apoptose in menschlichen

Gliomen untersucht werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. RT-PCR

Zelllinien:

G-22  Astrozytom-F
G-28  Glioblastom—M
G-44  Glioblastom—F
G-59  Astrozytom-M
G-62  Glioblastom—F
G-112 Glioblastom—M
G-120 Glioblastom—M
G-130 Glioblastom—M
G-168 Glioblastom—M
U-251

Astrozyten

Hirnzellen

Gene Quant pro RNA/DNA Calculator
First Strand Synthesis Kit

Primer design

Nukleotide-design

Taq Gold Polymerase

Taq Polymerase

Thermocycler UNO II

Gelelektrophorese:
DNA-molecular weight marker VI
2% Agarosegel
Agarosepuffer-Trisporat-EDTA
Ethidiumbromid

BigDye Terminator Sequencing

3.1.2. Western Blotting

PBS

Proteaseinhibitoren:
Traylol=Aprotinin 1000x

5 mg/ml H,0/50 % Glycerol
Leupeptin 1000x

5 mg/ml PBS/50% Glycerol
Pefabloc 200x

25 mg/ml H,0/50% Glycerol
Pepstatin 200x

1 mg/ml MeOH

Lysispuffer E1A:
50 mM HEPES
150 mM NaCl
0,1 % NP 40

pH mit KOH

(Amersham Pharmacia Biotech, Cambridge, England)
(Stratagene, La Jolla, Ca, USA)

(Oligo 4.0)

(Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland)
(Perkin Elmer/Cetus, Foster City, Ca, USA)

(Perkin Elmer)

(Biometra, Gottingen, Deutschland)

(Bohringer, Manheim, Deutschland)

(Eurogentec, Deutschland)

(Gibco)

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
(Qiagen, QIA quick PCR Purification Kit)

(ICN Biomedicals Inc. Aurora, Ohio)

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim Deutschland)
(Sigma)

(Bohringer Mannheim)

(Sigma)

(Roche)

(Sigma)

(Bohringer Mannheim)

(Merck, Darmstadt, Deutschland)

(Biochrom KG, Berlin, Deutschland)

(Fluka BioChemica, Deisenhofen, Deutschland)
(Sigma)

(Merck)
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E1A-Normalpuffer:

5 ml E1A-Puffer (Roche)

50 ul 1000x Trasylol ~ 5/50 pg/ml (Roche)

5 ul 1000x Leupeptin 5 pg/ml (Bohringer Mannheim)

25 ul 200x Pefabloc 125/12,5 pg/ml  (Roche)

25 ul 200x Pepstatin 5 pg/ml (Bohringer Mannheim)

BCA Protein Assay (Pierce Chemicals Company, Rockford IL, USA)
Loading buffer 6x:

7 ml 4x Tris/SDS pH 6,8 (Gibco/ICN Biomedicals Inc.)
3,6 ml Glycin (Merck)

1 g SDS (ICN Biomedicals Inc)

0,93 g DIT (Sigma)

1,20 mg BPB (Sigma)

Stammlosung fiir Polyacrylamid Gel Stock:

1,5 M Tris 108,9 g Tris (Gibco)

0,4 % SDS 2,4 g SDS (ICN Biomedicals Inc.)

auf 600 ml H,0 (Millipore)

pH mit HCL 6N auf 8,8 einstellen (Merck)

10% SDS-Polyacrylamid Gel:
4,0 ml Stammlosung:

5,3 ml Acrylamide Losung 30% (Gibco)

6,7 ml H,O (Millipore)

80 ul 10% APS (Sigma)

8 ul TEMED (Sigma)
Laufpuffer 10x:

720 g Glycin (ICN Biomedicals)
150 g Tris pH 8,3 (Gibco)

50 g SDS (ICN Biomedicals Inc.)
auf 5000 ml H,O (Millipore)

lagern bei 4°C

Gebrauchslosung-Laufpuffer 1x:

40 ml Laufpuffer 10x + 360 ml H,O (Millipore)
Transferpuffer (Tris/Glycin-Puffer) 10x:

292,8 g Glycin (2 M) (Merck)

121,1 g Tris (0,5 M) (Gibco)

auf 21 H,O (Millipore)

Gebrauchslosung-Transferpuffer 1x:
100 ml Transferpuffer 10x + 900 ml H,O  (Millipore)

TBS-Stammlosung 10x:

fiir 21 10x TBS (Gibco)

200 ml 1 M Tris pH 8 (Gibco)

500 ml 5 M NaCl (Fluka BioChemica)

Gebrauchslosung-TBS/Tween:

100 ml TBS 10x (Gibco)

900 ml H,O (Millipore)

2 ml Tween 0,2 % (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland)
Standardpuffer (Biorad - Prestained SDS Page Standard low range

161-0306, Biorad-Laboratories, Hercules, CA, USA)

polyklonaler IgG-Ziegen Antikorper gegen Cox 1 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA)
polyklonaler IgG-Ziegen Antikorper gegen Cox 2 (Santa Cruz)
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Anti-Ziegen Antikorper, Peroxidase-konjugiert (Jackson Immuno Research)
ECL Reagenzien (Amersham International, Buckinghamshire, UK)

SuperSignalR West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce, Illinois, UK)

Nitrocellulosemembranen
Immobilon-P, Transfer-Membranes
Filter Type: PUDF, Pore Size: 0,45 um

Biorad Power Pac 200
Rontgenfilme

3.1.3. Prostaglandin-Elisa

Zelllinien: s.o.

T 25 Kulturflasche

MEM - 10 % FCS

serumfreies Medium: (50% / 50%, v/v)
Ham's F 12 Medium

DMEM

1 mM Glutamine

2 mM Sodiumpyruvat

10 pg/ul Insulin-transferrin

Hepes

Linoleic Acid Albumin

1 mg/ml BSA - 1% linoleic acid complex
6-keto-PGF, a-Enzym-Immunoassay
PGE,-Enzym-Immunoassay
PGF,y-Enzym-Immunoassay
PGD,-MOX Enzym-Immunoassay

3.1.4. Immunhistochemie

Paraffinschnitte

Xylol

Alkoholreihe

Aqua. dest. Milli-Q academic

H202

Pferdeserum

Schweineserum

polyklonalen IgG Ziegen Antikorper

(Millipore Corporation, Bedford, MA)

(Fuji Medical x-Ray Film 100 NIF 18x24, Tokyo, Japan)

(Falcon BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland)
(Gibco)

(Gibco)

(Biochrom KG)

(Dubecco)

(Biochrom)

(Sigma)

(Gibco)

(Seromed)

(Sigma)

(Sigma)

(R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland)
(R&D Systems)

(R&D Systems)

(Cayman Chemicals, Coulter-Immunotech Diagnostics, Krefeld,
Deutschland)

(SDS-Peypin, Frankreich)

(Apotheke Universitits-Krankenhaus Eppendorf, HH, Deutschland)
(Millipore)

(Merck)

(DAKO, Hamburg DAKO Diagnostika GmbH)

(DAKO)

(Santa Cruz)

biotinylierter Pferdeantikorper Anti-Ziegen (Vector Laboratories, Inc. Burlinghame)

Vectastatin ABC Reagenz
DAB Substrat Kit
Kaninchen GFAP Antikorper
Strept-AB Komplex/AP
PAP-Kaninchen

BCIP-NBT

(Vector Laboratories)
(Vector Laboratories)
(DAKO)
(DAKO)
(DAKO)
(DAKO)
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3.1.5. Zellwachstum

Zelllinien: s.o.
96-Napf-Platten: TC Microwell 96 F
Nuncbu™ Delta Surface
Brutschrank 37° C, 5% CO,
Aspisol® - Acetylsalicylsdure
Piroxicam® - Piroxicam
Sulindac® - Sulindac

1% Glutaraldehyd
PBS-Tablets

Kristallviolett

10% SDS

Reader El, 808

3.1.6. DNA-Fragmentation

Cell Death Detection Elisa Plus
Zelllinie G 59

Zelllinie G 130

96 well plate

Medium

Sulindac

Lysispuffer

streptavidinbeschichtete MTP
Inkubationspuffer
Immunoreagenzmix

1/20 Monoklonaler Maus Antikorper
(Klon H11-4) anti-Histon,biotinyliert
1/20 Monoklonaler Maus Antikorper

(NUNC Brand Products, Roskilde, Danemark, Nalge NUNC Int.)

(Hera Cell, Hereaus)

(Bayer, Leverkusen, Deutschland)
(Sigma-Aldrich)

(Sigma-Aldrich)

(Serva)

(ICN Biomedicals)

(Merck)

(ICN Biomedicals)

(Bio-Tek Instruments Inc, Wilrijk, Belgien)

(Bohringer Mannheim)

(Gibco)
(Sigma-Aldrich)
(Bohringer Mannheim)
(Bohringer Mannheim)
(Bohringer Mannheim)
(Bohringer Mannheim)
(Bohringer Mannheim)

(Bohringer Mannheim)

(Klon MCA-33) anti-DNA, peroxidase konjugiert

18/20 Inkubationspuffer
Substratlosung

Brutschrank

Zentrifuge Incubator Shaker
Photometer

(Bohringer Mannheim)

(Bohringer Mannheim)

(Hera Cell, Hereaus)

(New Brunswick Scientific Co., Inc. New Jersey, USA)
(Elx 808, Bio Tek Instruments, Inc., Winooski, USA)
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3.2. Methoden

3.2.1. Zellkulturen

Die verwendeten Zelllinien werden kontinuierlich in regelmédBigen Abstdnden von 5-8 Tagen
passagiert und in MEM-Néahrmedium im Brutschrank bei 37° C und 5% CO, in gesittigter

Wasserdampfatmosphire gehalten.

3.2.2. RT-PCR

Prinzip der RT-PCR

Mit der 1987 entwickelten Technik der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) von Kary B. Mullis
(85) wurde die Moglichkeit geschaffen, eine millionenfache Kopie bestimmter Nucleotidse-
quenzen enzymatisch herzustellen. Mittels dieser sogenannten Amplifikation kdnnen selbst
geringe Mengen DNA in vitro nachgewiesen und analysiert werden. Ahnlich der natiirlichen
Replikation werden bei der PCR durch eine DNA-Polymerase neue DNA-Stringe an ein-
zelstrangigen Nucleinsdurematrizen gebildet. Die synthetisch hergestellten Startermolekiile,
sogenannte Primer, hybridisieren an die DNA-Matrize und bestimmen den Startort von dem
aus die Polymerase mit der Synthese des neuen DNA-Stranges beginnt. Eine gezielte Verviel-
faltigung wird durch den Einsatz zweier gegenldufiger Oligonucleotid-Primer gewéhrleistet.
Die Ausgangsmenge an DNA kann so durch zyklische Wiederholung der einzelnen Reakti-
onsschritte bis auf etwa das 10’-fache gesteigert werden. Die einzelnen temperaturabhingigen
Reaktionsschritte bestehen aus der Denaturierung des zu amplifizierenden DNA-
Doppelstranges, der Primer-Hybridisierung an die Einzelstrang-DNA und die Synthese des
Gegenstranges. Die Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCT) ist eine spezielle Technik der PCR
bei der RNA-Sequenzen spezifisch amplifiziert werden. Mit Hilfe von viralen Polymerasen,
den reversen Transkriptasen, wird aus der Gesamt-RNA ein cDNA-Erststrang synthetisiert.
Dieser DNA/RNA-Erststrang stellt in der anschlieBenden PCR die Ausgangsmatrize fiir die
Amplifikation dar.
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Es wurde in dieser Studie anhand einer RT-PCR die Expression der Nucleotidsequenzen von
COX 1 und COX 2 in Glioblastomzelllinien und Astrozyten sowie in Gliomen und normalem

Hirngewebe untersucht.

Methode der RT-PCR

Die RNA-Isolation aus monolayer-Zellkulturen, bzw. Geweben erfolgte mit dem TRI Rea-
gent"™ RNA/DNA/Protein Isolation Reagent und erfolgt in fiinf Arbeitsschritten: (1) der Ho-
mogenisation, (2) der Phasenseparation, (3) der RNA-Prézipitation, (4) dem RNA-Waschen
und (5) dem RNA-Lo6sen.

Die RNA-Gewinnung aus monolayer-Zellkulturen und Tumorgeweben verlief bis auf die
Homogenisation gleichermafBen. Im ersten Arbeitsschritt wurden jeweils 50-100 mg Tumor-
gewebe in 1 ml TriStar Reagent'™ homogenisiert, bzw. wurden Zellkulturen direkt mit 1 ml
TriStar Reagent™™ pro 10 cm” in einer Zellkulturschale/Petrischale lysiert.

Anschlieend erfolgte die RNA-Isolation durch Phasenseparation. Nach Zugabe von 0,2 ml
Chloroform wurden die Proben 15 Sekunden lang kriftig per Hand geschiittelt und anschlie-
Bend fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Bei der folgenden Zentrifugation bei
12000 U/min fir finf Minuten erfolgte die Trennung in drei Phasen:

1. die Phenol-Chloroform-Phase,

2. die Interphase, die die DNA und Proteine enthalten und

3. die RNA-haltige wissrige Phase.

Die Prizipitation der RNA erfolgte nach Uberfiihren von 1 ml der RNA-haltigen wissrigen
Phase in eine neue Kiivette und Zugabe von 0,5 ml Isopropanol. Nach einer Prizipitationszeit
von 15 Minuten bei Raumtemperatur wurde durch zehnminiitige Zentrifugation bei 12000
U/min und 4 °C das RNA-pellet gewonnen.

AnschlieBend wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und das pellet mit
1 ml 75% Ethanol versetzt und erneut wie oben beschrieben zentrifugiert.

Das gewonnene RNA-pellet wurde nach kurzem Trocknen in 50 pul RNAse-freiem Wasser
(DEPC-Wasser) gelost und bei -80°C aufbewahrt. Die RNA-Konzentration wurde photomet-
risch bei einer Absorbtion von 260/280 nm bestimmt.

Zur Herstellung der cDNA aus der gewonnenen RNA wurde das Ready-To-Go™ Kit ver-
wendet. Hierbei wurden 5 pg RNA auf ein Totalvolumen von 28 ul DEPC-behandeltem Was-
ser gebracht, fiir zehn Minuten bei 65°C erhitzt und anschliefend fiir zwei Minuten auf Eis

inkubiert. Danach wurde die RNA-Losung zu den First Strand Reaction Mix Beads iiberfiihrt.
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Die Mix Beads enthielten Puffer, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Reverse Transkriptase, RNA-
guard und RNAse/DNAse-freies BSA. Zu diesem Mix wurden die 5 pl Oligo(dT)-Primer und
DEPC-behandeltes Wasser auf ein Endvolumen von 33 pl hinzugefiigt und eine Minute bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach vortexen und zentrifugieren des Rohrchens erfolgte eine
einstiindige Inkubation bei 37°C und die Einlagerung der gewonnenen cDNA bei —20°C.
Primer fiir COX 1 und COX 2 wurden mit Hilfe von Oligo 4.0 entworfen. Die Nukleotidse-
quenz der Primer fiir COX 1 und COX 2 und die Produktlingen lauteten:

COX'1 COX 2
Upper Primer 5 CTT GAC CGC TAC CAG TGT GA3  5°ATC TAC CCT CCT CAA GTCC 3°
Lower Primer 5° AGA GGG GAG AAT ACG AGT GT3'  5°ATT TCA TCT GCC TGC TCT G 3.
Produktliange (bp) 309 559

Tab. 2: Primer-Nukleotidsequenzen fiir COX 1 und COX 2

Zur Amplifikation wurde 1 ul cDNA auf ein Endvolumen von 20 pl folgenderweise gelost:

steriles Wasser 12,9 pl
Primer 1 1 ul
Primer 2 1 ul
Nukleotide 1-2ul
Taq Gold Polymerase (COX 1) 0.1 pl
Taq Polymerase (COX 2)

10x Puffer 2ul
cDNA Tul

Tab. 3: Zusammensetzung der Amplifikationslosung

Nachdem jede Probe mit fliissigem Wachs iiberschichtet wurde, erfolgte die einminiitige De-

naturierung bei 56°C. AnschlieBend wurde die Temperatur fiir zwei Minuten auf 72°C erhoht,
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um die Annealing-Temperatur der Primer zu erreichen. Die folgenden Synthesephasen dauer-
ten jeweils eine Minute und durchliefen bei COX 1 40 Zyklen und bei COX 2 36 Zyklen.

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte elektrophoretisch auf 2%igem Agarosegel. Zur
Herstellung der Agarosegele wurden 3 g Agarosepulver in 150 ml 0,5 x TBE in der Mikro-
welle aufgekocht. Fiir ein Agarosegel wurden jetzt 30 ml in eine entsprechende Gelkammer
gegossen. Nach dem Abkiihlen der gefertigten Gele, wurden sie in Gelelektrophoresekam-
mern iiberfiihrt und mit 0,5 x TBE iibergossen. Das PCR-Produkt wurde jetzt 10:1 mit 10 x
loading-buffer verdiinnt und je 10 pl in eine Geltasche eingesetzt. Zur Bestimmung der Ba-
senpaarlidngen des PCR-Produktes wurden zusitzlich 5 pl des DNA molecular weight marker
VI als Liangenstandard eingesetzt. Nach der anschlieBenden elektrophoretischen Auftrennung
bei 100 V fiir 30 Minuten, wurde das Gel weitere 30 Minuten in 50 pg/ml Ethidiumbromidlo-
sung gefdrbt und wiederum 30 Minuten in Wasser entfadrbt.

Unter UV-Fluoreszenz wurde das Gel mittels einer Polaroid-Kamera mit einem Kodak Pola-
roid 667 Film bei Blende 8 und einer Belichtungszeit von 1,5 Sekunden fotografiert.

Die spezifische Amplifikation wurde durch BigDye-Terminator Sequencing des PCR-
Produktes bestétigt.

3.2.3. Western Blotting

Zur Verifizierung der Proteinexpression der Zelllinien wurde ein Western Blot von Zelllysa-

ten durchgefiihrt.

Prinzip des Western Blotting

Diese immunologische Technik erlaubt es, selbst geringe Mengen eines bestimmten Proteins
nachzuweisen. Hierbei unterwirft man die Probe einer SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese,
um die Proteine der Probe nach ihrer Grofle aufzutrennen. Das ,Blotten an sich stellt das
Ubertragen der aufgetrennten Proteine von dem Gel auf eine Polymerschicht dar. Hierdurch
sind die Proteine fiir die folgende Reaktion mit dem anschlieBend hinzugegebenen spezifi-

schen Antikorper besser zugédnglich. Zum Sichtbarmachen des Antigen-Antikorper-
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Komplexes wurde in diesem Versuch eine lichtemittierende Methode angewandt, die eine

Inkubation mit einem Peroxidase-konjugierten Zweitantikorper erforderte.

Methode des Western Blotting

Zellen von zehn Gliomzelllinien und Astrozytenzellkulturen wurden auf 10 cm Petrischalen
ausgesit und bis zur Subkonfluenz im Brutschrank belassen. Nach zweimaligem Waschen mit
4° C kaltem PBS wurden die Zellen zweimal mit je 5 ml PBS abgeschabt und in je einem
15 ml Rohrchen gesammelt. Diese wurden fiinf Minuten bei 4° C und 1000 U/min zentrifu-
giert. Nach Abnehmen des Uberstandes wurden die gewonnenen Zellpellets in 1 ml PBS re-
suspendiert, in Eppendorf-Rohrchen iiberfiihrt und erneut fiinf Minuten bei 4° C und 1000
U/min zentrifugiert.

Nach Entfernen des Uberstandes wurden die Zellpellets in E1 A-Normalpuffer und den bein-
halteten Proteaseinhibitoren 30 Minuten auf Eis lysiert. Wihrend dieser Inkubationszeit wur-
den die einzelnen Proben mehrmals durchgemischt. Nach der 25-miniitigen Zentrifugation der

Proben bei 0° C und 14000 U/min wurden die Uberstinde in vorgekiihlte Rohrchen iiberfiihrt.

Mittels des BCA Protein Assays wurden anschliefend die Proteinkonzentrationen nach Her-
stelleranleitung gemessen. Die verschiedenen Konzentrationen der Proben wurden mit E1A-
Normalpuffer angeglichen. Somit erhielt man gleiche Mengen an Protein in gleicher Menge
Losung. Darauffolgend wurden entsprechend der Gesamtvolumina der Proben Loading buffer
in einem Verhiltnis von 1:6 hinzugefiigt, gemischt und fiir fiinf Minuten bei 100° C aufge-
kocht. Danach wurden die Proben bei -80° C tiefgefroren.

Vor der elektrophoretischen Auftrennung wurden die einzelnen Proben fiir eine Minute bei
94° C erhitzt. 120 ug Protein pro Gliomzelllinie, bzw. Astrozytenzelllinie und ein Standard
wurden dann auf 10% Sodium Dodecyl Sulfat-Polyacrylamid Gelen unter Verwendung des

einfachen Laufpuffers bei 0,05 Ampere aufgetrennt.

Die fiir das Blotten notige Nitrocellulosemembran wurde kurz in Methanol aktiviert, drei Mal
mit Aqua dest. gewaschen und in Transferpuffer bei 4° C bis zum Blotten gelagert.

Nach Abschluss der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Blot-Sandwiches herge-
stellt, indem man auf ein doppeltes Tuch zwei Whatmanfilter, ein Gel, eine Nitrocellulose-

membran, zwei weitere Whatmanfilter und ein weiteres doppeltes Tuch aufeinander legte und
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in die Haltevorrichtung einpasste. Der folgende Blotvorgang dauerte 65 Minuten und wurde
bei 100 V durchgefiihrt.

Darauf folgend wurden die Nitrocellulosemembranen in TBS/Tween gespiilt. AnschlieBend
wurden die Membranen 60 Minuten langsam auf einem Schiittler in 5% Magermilchpulver in
TBS/Tween bei Raumtemperatur geblockt. Nachdem die Membranen drei Mal fiir jeweils
15 Minuten in TBS/Tween schnell auf einem Schiittler bei Raumtemperatur gewaschen wur-
den, erfolgte die Inkubation des ersten Antikorpers (polyklonale ZiegenantikOrper gegen
menschliches Cox 1 in einer Verdiinnung von 1:100 und Cox 2 in einer Verdiinnung von
1:500) bei 4° C tiber Nacht auf einem Schiittler auf niedriger Stufe.

Am darauffolgenden Tag wurden die Membranen zunichst wieder drei Mal fiir jeweils
15 Minuten in TBS/Tween schnell auf einem Schiittler bei Raumtemperatur gewaschen, bevor
der zweite Antikorper in einer Verdiinnung von 1:5000 fiir Cox 1 und Cox 2 in 5% Mager-
milchpulver in TBS/Tween fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Schiittler mit lang-
samer Stufe inkubiert wurde. Nach einem erneuten, wie oben beschriebenen Waschgang, er-
folgte die einminiitige Inkubation mit ECL.

Die Belichtungszeiten der Rontgenfilme betrugen fiir Cox 1 30 Minuten und fiir Cox 2

zehn Minuten.

3.2.4. Prostaglandin-Elisa

Die von den Cyclooxygenasen gebildeten Prostaglandine PGE,, PGI,, PGD, und PGF,, wur-
den in zehn Glioblastomzelllinien und Astrozytenzellkulturen in enzym-linked-immuno-

sorbent-assays (ELISA) bestimmt.

Prinzip des Prostaglandin-Elisa

Dieses Testverfahren weist spezifische Antigen-Antikorper-Komplexe nach und erlangt da-
durch eine hohe Spezifitit (siehe Abb. 3). Im Allgemeinen besteht das ELISA-Protokoll der

hier angewendeten Assays aus folgenden sechs Schritten:

1. Zugabe der Probe und einer definierten Menge an Prostaglandin-Konjugat, das mit ei-

ner alkalischen Phosphatase, bzw. einer Acetylcholinesterase konjugiert ist.
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2. Zugabe und Bindung eines Antikorpers an die Probe sowie an das Konjugat.

3. Bindung des Erstantikdrpers am Zweitantikorper, der fest an einer Mikrotiterplatte ge-
bunden ist.

4. Waschvorgang

5. Farbreaktion

6. Extinktionsmessung

(siehe Abb. 3)

In dieser Versuchsreihe wurden die Konzentrationen von PGE,, PGI,, PGD, und PGF,, in
Zellkulturiiberstanden bestimmit.

PGI, ist ein kurzlebiges Eicosanoid. Die Halbwertszeiten betragen im Plasma 60 Minuten
und in Pufferlosung nur 2-3 Minuten. Daher wurden die Konzentrationen von PGI; als 6-keto-
PGF,a, ein durch nicht-enzymatische Hydration von PGI, entstandener stabiler Metabolit,
gemessen.

Die Konzentrationen von 6-keto-PGF,a, PGE; und PGF,, wurden mittels eines Enzym-
Immunoassays ermittelt, welches mit alkalischer Phosphatase-konjugierte Prostaglandin-
Konjugate verwendet. Nach der Farbentwicklung wurde die Extinktion bei 405 nm gemessen.

Die Intensitét der Farbe ist umgekehrt proportional zur Prostaglandinkonzentration.

Die PGD,-Konzentration wurde mit einem PGD,-MOX Enzym-Immunoassay gemessen, bei
dem der ebenfalls instabile Metabolit PGD; in ein stabiles Methoximderivat umgewandelt
werden musste. Methoxamin-Hydrochlorid wandelte PGD, in PGD,-MOX um. Die Farbreak-
tion wurde von einem mit Acetylcholinesterase konjugiertem PGD,-MOX-Substrat vermittelt

und bei 412 nm gemessen.

Methode des Prostaglandin-Elisa

5 x 10° Zellen wurden in einer T 25 Kulturflasche in MEM mit 10% FCS inkubiert. Nachdem
die Zellen mit serumfreiem Medium gewaschen wurden, wurden sie noch weitere 48 Stunden
in 7 ml serumfreiem Medium im Brutschrank belassen. Die Uberstinde wurden abgenommen,
zehn Minuten bei 1000 U/min zentrifugiert und bei -80° C eingefroren.

Die so gewonnenen Uberstinde wurden dann gemif der Herstelleranleitung in den jeweiligen

Enzym-Immunoassay verwendet (siche Abb. 4 und Abb. 5).
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Prinzip - Prostaglandin-Elisa

o
° @3. [
o o
ede
B
_"'\
6—ket0—PGFm, PGEz, PGFZOC, PGDz-
MOX o
Alkalische Phosphatase-, bzw.
Acetylcholinesterase-
gekoppeltes Konjugat O

Antikorper gegen PG

Mikrotiterplatte
beschichtet mit 2. Antikorper

Abb. 3: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips eines Enzym-linked-immuno-
sorbant-assays. Die Probe konkurriert mit dem Konjugat um Bindung am Erstantikorper. Der
mit der Probe und dem Konjugat besetzte Erstantikdrper bindet am auf der Mikrotiterplatte
befindlichen Zweitantikorper. Da das Konjugat an eine Alkalische Phosphatase, bzw. an eine
Acetylcholinesterase, gekoppelt ist und somit nach Substratzugabe eine Farbreaktion auslost,
kann die Farbintensitit mittels Extinktionsmessung bestimmt werden. Hieraus lassen sich

Riickschliisse auf die Prostaglandinkonzentration ziehen. Sie ist umgekehrt proportional zur
bekannten Konjugatkonzentration.
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FluBdiagramm Prostaglandin-Enzym-Immunoassay
( 6-keto-PGF 4, PGE>, PGF>4)

100 pl Standard bzw. Probe

3

50 pl Prostaglandin-Konjugat

3

50 pl Prostaglandin-Antikorper-Losung

3

Inkubation
2 Stunden/Raumtemp./Schiittler 500 U/min

3

Dekantieren

3

3 x mit Waschpuffer waschen

3

200 pl pNPP Substrat

3

Inkubation
1 Stunde bei Raumtemperatur

3

Elisa-Reader (405 nm)

Abb. 4: Flussdiagramm des 6-keto-PGF;q, PGE,, PGF,,—Elisa
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FluBdiagramm Prostaglandin-Enzym-Immunoassay

(PGD»-MOX )

1.: Vorbereitungen:

EIA-Puffer-Konzentrat
in 90 ml deionisiertem Wasser 16sen

Wasch-Puffer-Konzentrat
mit deionisiertemWasser auf 2 1 auffiillen
und 1 ml Tween 20 hinzufiigen

PGD,-MOX-Acetylcholinesterase-Tracer
in 6 ml EIA-Puffer 16sen

PGD,-MOX-Antiserum
in 6 ml EIA-Puffer 16sen

Ellman's Reagent in 20 ml deionisiertem
Wasser 16sen (erst direkt vor Gebrauch
16sen / lichtempfindlich)

2.: Derivatisation von PGD, in PGD,-MOX

Ethanol-Wasser (deionisiert) 1:10 herstellen

. s

Methoxylamin-HCl in geringer Menge
Ethanol-Wasser-Gemisch 16sen

. s

Methoxylamin-HCI-Ethanol-Wasser-Gmisch
in Sodium Acetat 16sen
(= Methyl Oximating-Reagenz)

. s

PGD,-Standard
in 900 pl deion. Wasser 16sen

. s

3.: Testdurchfiihrung:

Nipfe der Mikrotiterplatte

mit Waschnuffer sniilen

h

Trockenklopfen der Mikrotiterplatte

h

50 ul Standard / Probe pro Napf

h

50 ul PGD,-MOX-Acetylcholin-Tracer pro
Napf

h

50 ul PGD,-MOX-Antiserum pro Napf

h

Inkubation iiber Nacht bei Raumtemperatur

&
=~
1%
=
=,
o
[¢]
=

5 x mit Waschpuffer waschen

h

200 pl Ellman’s Reagenz pro Napf

PGD,-Standard und Methyl Oxima-
ting Reagenz 1:1 mischen
30 min bei 60°C inkubieren
(= Standard 20 ng/ml)

100 pl Probe in 100 pl Methyl
Oximating Reagenz 16sen
30 min bei 60°C inkubieren

h

. s

Inkubation
60 Minuten - Schiittler - lichtgeschiitzt

Zentrifugieren
Uberstand 1:5 mit EIA-Puffer
verdiinnen

h

Abb. 5: Flussdiagramm des PGD,-MOX-Elisa

Elisareader (412 nm)
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3.2.5. Immunhistochemie

Seit vielen Jahren ist das Verwenden von mono- und polyklonalen Antikorpern zur Typisie-
rung von Zellen und Geweben auf lichtmikroskopischer Ebene in den Vordergrund getreten.
Anhand dieser immunhistochemischen Detektion konnte die Expression von COX 1 und
COX 2 in Paraffinschnitten aus Tumorresektaten von Glioblastomen, anaplastischen Astrozy-

tomen, Astrozytomen und pilozytischen Astrozytomen erfolgen.

Prinzip der Immunhistochemie-Einzelfdrbung

Das Antigen in den Paraffinschnitten war COX 1, bzw. COX 2. Ein polyklonaler IgG Anti-
korper aus der Ziege gegen menschliches COX 1, bzw. COX 2 ging einen Antigen-
Antikorper-Komplex mit COX ein. Die Inkubation mit dem Zweitantikorper erfolgte mit ei-
nem Biotin-konjugiertem Anti-Ziegen-Antikorper. Dieses Immunglobulin G wurde aus dem
Pferd gewonnen. Um unspezifische Bindungen dieses Antikorpers am Paraffinschnitt zu min-
dern, wurde vor den Antikdrperinkubationen eine Inkubation mit Pferdeserum durchgefiihrt.
Nach der Bindung vom Anti-Ziegenantikorper aus dem Pferd an die Ziegenantikorper fand
eine Inkubation mit Vectastain ABC statt. Das Vectastain ABC System bestand aus einem
Avidin-Glykoprotein an das eine Peroxidase gekoppelt war. Da Avidin eine hohe Bindungsaf-
finitit zu Biotin hat, erfolgte eine irreversible Bindung am Zweitantikorper zu einem Avidin-
Biotin-Complex (ABC).

Zur Vermittlung einer braunen Farbreaktion wurde anschlieBend DAB-Losung hinzugefiigt,
die das entsprechende Substrat fiir die Peroxidase darstellt.

Um falsch positive Ergebnisse durch unspezifische Farbreaktionen auszuschliefen, wurden
die endogenen Peroxidasen der Paraffinschnitte zuvor mit 0,15% H,O, geblockt (siche

Abb. 6).
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Prinzip der Immunhistochemie-Einzelfiarbung

Fv%“:E i::”w
B ax

D
}.
IR gN]

Antigen (COX 1 /COX 2) Biotin-Komplex ZF

e

LAd

Biotinylierter IgG-Pferdeantikorper HBVCB
. Avidin-Biotin-Complex (ABC) 21 <

gegen Ziege [AEAE]

Polyklonaler IgG-Ziegenantikorper Vectastain ABC
gegen menschliches COX 1/COX 2 mit Markerenzym: Peroxidase

Abb. 6: Prinzip der Immunhistochemie-Einzelfirbung: Der polyklonale IgG-
ZiegenantikOrper gegen COX 1 / COX 2 bindet an sein Antigen. Ein ZweitantikOrper, der
gegen Ziegenantigene gerichtet ist, bindet am Erstantikorper. Dieser Zweitantikorper ist bioti-
nyliert. Es folgt eine Inkubation mit einem peroxidasekonjugiertem Avidin-Glykoprotein
(Vectastain ABC), das mit dem Biotinanteil des Zweitantikorpers ein Avidin-Biotin-Complex
eingeht. Nach Hinzugabe des entsprechenden Substrates fiir die Peroxidase, farbt sich der

Antigen-Antikorperkomplex braun.
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Prinzip der Immunhistochemie-Doppelfirbung

Zur Kontrolle der Detektion von COX-positiven Tumorzellen und zur Differenzierung von
astrozytidren Zellen und nicht-astrozytidren Zellen wurde eine Doppelmarkierung durchge-
fiihrt. Bei der Doppelmarkierung fand die Detektion von zwei Antigenen statt. Ein Antigen
stellte jeweils COX 1 oder COX 2 dar, das zweite Antigen war das saure Gliafaser-Protein
(GFAP). Da GFAP nur von Zellen astrozytiren Ursprungs exprimiert wird, deutete die An-
farbung des GFAPs auf einen zelltypspezifischen immunhistochemischen Nachweis von
astrozytiren Zellen.

Die Detektion von COX 1 und COX 2 dhnelte der der Einzelfdrbung. Anstelle der Inkubation
mit Vectastain ABC erfolgte die Inkubation mit StreptAB/AP. Auch hier erfolgte eine Bin-
dung des Avidin-Glykoproteins am Biotin des Zweitantikorpers, jedoch war dieses Avidin mit
einer Alkalischen Phosphatase konjugiert.

Das zweite Antigen war GFAP. Ein aus Kaninchen gewonnenes Anti-GFAP Immunglobulin
reagierte entsprechend mit seinem Antigen. Nach dem Blocken der unspezifischen Bindungen
mittels Schweineserum, wurden die Paraffinschnitte mit einem Briickenantikdrper, einem
IgG-Schweineantikorper gegen Kaninchen, inkubiert. Dieser Antikorper reagierte mit dem
Erstantikorper. Gleichzeitig stellte der Briickenantikorper die Verbindung zum PAP-
Kaninchen dar. PAP war ein aus Kaninchen gewonnener Antikdrperkomplex gegen Peroxida-

se. Mit DAB als Substrat fiir die Peroxidase wurde GFAP braun angefirbt (siche Abb. 7).
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Prinzip der Immunhistochemie-Doppelfirbung

COX 172
(blau)

Antigen (COX 1 /COX 2)

Polyklonaler IgG-Ziegenantikorper
gegen menschliches COX 1/2

Biotinylierter IgG-Pferdeantikorper
gegen Ziege

Biotin

Avidin

Avidin-Biotin-Complex (ABC)

Alkalische Phosphatase

StreptABComplex/AP

(Avidin-Biotin-Complex / Alkalische Phosphatase
koniugiert)

ng

GFAP
(braun)

VAN
N

o
oo

AN

o

A

Antigen (GFAP)
(saure Gliafaser Protein)

Kaninchenantikdrper gegen
menschliches GFAP

IgG Schweineantikorper gegen
Kaninchen

PAP-Kaninchen
Kaninchenantikorper gegen Peroxi-
dase

Peroxidase

Abb. 7: Prinzip der Immunhistochemie-Doppelfirbung
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Methode der Immunfirbung mit einem Antikorper

Die Paraffinschnitte wurden zunéchst in Xylol entparaffiniert und in der absteigenden Alko-
holreihe dehydriert. Zum Blockieren der endogenen Peroxidaseaktivitit wurden die Paraffin-
schnitte 30 Minuten in 0,15% H,0O, in PBS in einer feuchten Kammer inkubiert und anschlie-
Bend gewaschen. Die unspezifischen Bindungen wurden durch die Vorinkubation mit
10% Pferdeserum geblockt. Nach Dekantieren des Blockserums erfolgte die Inkubation mit
dem 1. Antikorper bei 4° C iiber Nacht. Die Konzentrationen betrugen fiir COX 1 1:250 und
fiir COX 2 1:200. Vor und nach der folgenden einstiindigen Inkubation mit dem biotinylierten
zweiten Antikorper (1:200) bei Raumtemperatur erfolgte jeweils wieder ein Waschschritt.
Danach wurden die Paraffinschnitte mit dem Vectastain ABC Reagenz inkubiert, gewaschen
und drei Minuten mit DAB Substrat Kit gefarbt. Nachdem die Paraffinschnitte unter flieBen-
dem Leitungswasser gespiilt wurden, erfolgte fiir 30 Sekunden eine Himalaum-Kernfarbung,
mit anschlieBendem Blduen in Leitungswasser. Nach der folgenden aufsteigenden Alkohol-

reihe wurden die Schnitte in Eukitt eingedeckelt (sieche Abb. 8).
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FluBdiagramm der Immunhistochemie-Einzelfdrbung

Entparaffinieren und Dehydrieren

Xylol (2x5 Minuten)
100-100-96-96-90-80-70-50 % Alkohol-
Reihe
und Aqua. Dest. (je 2 Minuten)

-

3

ABC-Reagenz
(30 Minuten)

Blockieren der endogenen Peroxidase

0,15 % H,0, in PBS (30 Minuten)

3

3

Waschen in PBS (2x5 Minuten)

Waschen in PBS (2x5 Minuten)

3

3

Farbentwicklung
DAB (3 Minuten)

Bockierung der unspezifischen Bindungen

Pferdeserum 1:10 in PBS verdiinnt (1 )

3

3

Waschen
unter flieBendem Leitungswasser
(10 Minuten)

Inkubation des 1. Antikorpers

COX1 1:250/C0OX 2 1:200
(iiber Nacht bei +4° )

3

3

Himalaum-Kernféirbung
(30 Sekunden)

Waschen in PBS (2x5 Minuten)

3

3

Blduen unter Leitungswasser
(2 Minuten)

Inkubation des 2. Antikorpers (1:200)
(I'h)

3

3

Waschen in PBS (2x5 Minuten)

Aufsteigende Alkoholreihe

Aqua. Dest.-50-70-80-90-96-96-100-100 %
Alkohol
(je 3 Minuten)
Xylol (2x5 Minuten)

3

Eindeckeln der Paraffinschnitte in Eukitt

Abb. 8: Flussdiagramm der Immunhistochemie-Einzelfirbung
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Methode der Immunfdrbung mit zwei Antikorpern

Die Doppelimmunfirbungen erfolgten mit einem Kaninchen-GFAP-Antikorper und jeweils
einem der beiden polyklonalen IgG-Ziegenantikorpern gegen menschliches COX 1 und
COX 2.

Wie bei der Einzelfirbung beschrieben, wurden die Paraffinschnitte zunédchst entparaffiniert,
dehydriert und die endogene Peroxidase geblockt. Nach dem folgenden Waschvorgang erfolg-
te das Blocken der unspezifischen Bindungen mit Pferdeserum (1:10) und Schweineserum
(1:10). Die Ubernachtinkubation der ersten Antikorper erfolgte mit der Konzentration 1:500
fiir COX 1 und COX 2. Der GFAP-Antikorper wurde in einer Konzentration von 1:250 einge-
setzt. Die zweiten Antikorperkonzentrationen waren 1:200 fiir den biotinylierten Anti-
Ziegeantikorper und 1:30 fiir den Anti-Kaninchenantikdrper. Zwischen den Inkubationen mit
den ersten und zweiten AntikOrpern und den folgenden Inkubationen mit StreptAB-
Complex/AP, PAP-Kaninchen sowie den Detektionsreagenzien DAB und BCIP/NBT erfolgte
jedesmal ein Waschvorgang. Die Dauer der Farbreaktionen betrugen mit DAB drei Minuten

und mit BCIP-NBT zwdlf Minuten. Es erfolgte keine Kernfiarbung (siehe Abb. 9).
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FluBdiagramm der Immunhistochemie-Doppelfirbung

Entparaffinieren und Dehydrieren

in Xylol (2x5 Minuten)
100-100-96-96-90-80-70-50 % Alkohol-
Reihe
und Aqua. Dest. (je 2 Minuten)

-

Waschen in PBS (2x5 Minuten)

3

3

Blockieren der endogenen Peroxidase
0,15 % H,0, in PBS (30 Minuten)

Inkubation mit PAP-Kaninchen
(40 Minuten)

3

3

Waschen in PBS (2x5 Minuten)

Waschen in PBS (2x5 Minuten)

3

3

Bockierung der unspezifischen Bindungen
Pferdeserum 1:10 und Schweineserum 1:10
in PBS verdiinnt (1 )

Farbentwicklung
DAB (3 Minuten)

3

3

Inkubation des 1. Antikorpers

COX 1-AK und COX 2-AK je 1:500
GFAP-AK 1:250
(iiber Nacht bei +4° )

Waschen in PBS (2x5 Minuten)

3

3

Farbentwicklung
BCIP-NBT (/2 Minuten)

Waschen in PBS (2x5 Minuten)

3

3

Waschen in PBS (2x5 Minuten)

Inkubation des 2. Antikorpers

Anti-Ziege (1:200) / Anti-Kaninchen (1:30)
(1 h)

3

3

Waschen in PBS (2x5 Minuten)

Aufsteigende Alkoholreihe

Aqua. Dest.-50-70-80-90-96-96-100-100 %
Alkohol
(je 3 Minuten)
Xylol (2x5 Minuten)

3

3

Inkubation mit Strept-AB-Komplex-AP
(30 Minuten)

Eindeckeln der Paraffinschnitte in Eukitt

Abb. 9: Flussdiagramm der Immunhistochemie-Doppelfarbung
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3.2.6. Zellwachstum

Anhand von Wachstumskurven wurde der Einfluss von unselektiven COX-Hemmstoffen
(Acetylsalicylsdure) und selektiven COX 2-Hemmstoffen (Piroxicam und Sulindac) auf das
Wachstum von Gliomzelllinien untersucht. Dazu wurden die Zelllinien G-28, G-44,

G-112, G-120 und G-168 verwendet.

Methode der Wachstumskurven

In jede der 96 Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurden 2000 Zellen ausgesit. Anschlie-
Bend wurde die Platte 30 Minuten auf Eis inkubiert, um ein gleichméfiges Anheften der Zel-
len zu gewihrleisten. Nach dem Anwachsen der Zellen iiber Nacht im Brutschrank bei 37° C
und 5% CO,, wurden die Zellen tdglich mit den im FluBdiagramm (siehe Abb. 10) angegebe-
nen Konzentrationen der Hemmstoffe behandelt. Nur Aspisol konnte direkt in MEM gelost
werden. Die selektiven COX-Hemmstoffe wurden in DMSO gelost. Um einen wachstums-
hemmenden Effekt des DMSOs auszuschlieBen, wurden Kontrollen mit entsprechenden
DMSO-Konzentrationen durchgefiihrt.

Téglich wurde eine Reihe der Platte, die alle eingesetzten Konzentrationen der Hemmstoffe
enthielt, 15 Minuten mit 1% Glutaraldehyd fixiert und anschlieBend drei Mal mit PBS gewa-
schen. Nachdem alle Zellen fixiert waren, erfolgte eine einstiindige Firbung der Zellen mit
50 pl Kiristallviolett pro Napf. Darauffolgend wurde das Kristallviolett aspiriert und die Platte
unter flieBendem Leitungswasser gespiilt. Jede Vertiefung wurde dann mit 100 pul 10% SDS
entfarbt. AnschlieBend wurde die Extinktion bei 540 nm im Elisa-Reader gemessen und aus

den Extinktionswerten eine Wachstumskurve erstellt.



Material und Methoden 49

FluBdiagramm: Zellwachstum

Aussden von 2000 Zellen pro Napf
in eine 96-Napf-Platte

. .

30 min auf Eis stellen

. .

Brutschrank
37°C, 5% CO,

3

. .

Tigliches Behandeln mit Tigliches Fixieren (15 Min.) einer Reihe
Aspisol, Sulindac und Piroxicam mit 1% Glutaraldehyd

2

Unselektiver COX -Hemmer: ASPISOL

N 0 mg/ml 3x Spiilen mit PBS
B. 0,025 mg/ml
C. 0,05 mg/ml
D. 0,075 mg/ml
E. 0,1 mg/ml Bei vollstidndiger Fixation der Platte:
F. 0,25 mg/ml Trocknen durch Ausklopfen
G. 0,5 mg/ml
H. 1 mg/ml l
Selektiver COX 2-Hemmer: SULINDAC Inkubation (1 h)
N 0 mM mit 50 pl Kristallviolett pro Napf
B. 0,025 mM
C. 0,05 mM
D. 0,075 mM
E. 0,1 mM Spiilen unter flieBendem Leitungswasser
F. 0,25 mM
G. 0,5 mM
H. 0,1% DMSO
Selektiver COX 2-Hemmer: PIROXICAM Trocknen der Platte durch Ausklopfen
B. 0,25 mM
C. 0,35 mM Entfirben der Zellen (2 h)
D. 0,45 mM mit 100 pl 10% SDS pro Napf
E. 0,55 mM
F. 0,65 mM
G. 0,1% DMSO
H. 0,25% DMSO

Extinktionsmessung bei 540 nm

Abb 10: Flussdiagramm der Wachstumskurven iiber sieben Tage mit dem unselektiven COX-

Hemmstoff Aspisol und den selektiven COX 2-Inhibitoren Sulindac und Piroxicam
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3.2.7. DNA-Fragmentation

Mittels eines Enzym-Immunoassays wurde die Art des Zellunterganges nach Behandlung
verschiedener Glioblastomzelllinien mit selektiven und unselektiven COX-Hemmstoffen un-
tersucht.

Es gibt verschiedene Zelltodarten eukaryonter Zellen, die sich morphologisch und bioche-
misch unterscheiden: Apoptose, Nekrose und andere.

Im Rahmen der Apoptose kommt es unter anderem zur Aktivierung der endogenen Endo-
nuklease, welche Ca**- und Mg**- abhiingig doppelstringige DNA in Mono- und Oligonucle-
osomen spaltet. Die Anreicherung von Mono- und Oligonucleosomen im Zytoplasma apopto-
tischer Zellen ist darauf zuriickzufithren, dass der DNA-Abbau einige Stunden vor Zusam-
menbruch der Plasmamembranen auftritt.

Im Gegensatz dazu kommt es bei der Nekrose zur erhohten Ionenpermeabilitit der Plasma-
membran. Nach wenigen Minuten folgt das Anschwellen der Zellen und das Auseinanderbre-
chen der Plasmamembranen. Somit findet man DNA-Fragmente beim nekrotischen Zelltod
schon frith im Zellkulturiiberstand.

In dem verwendeten in vitro-Assay wurden zytoplasmatische Histon-assozierte-DNA-
Fragmente photometrisch quantifiziert, indem die intrazelluldre Anreicherung von Mono- und

Oligonucleosomen apoptotischer Zellen gemessen wurde.

Prinzip der DNA-Fragmentationsmessung

Bei diesem quantitativen Sandwich-Enzym-Immunoassay wurden sowohl Zelllysate als auch
Zellkulturiiberstdnde untersucht. Sie wurden jeweils mit biotinylierten monoklonalen Mau-
santikorpern (Klon H11-4) gegen Histone und peroxidase-konjugierten monoklonalen Mau-
santikorper (Klon MCA-33) gegen DNA auf einer Streptavidin beschichteten Mikrotiterplatte
inkubiert. Wihrend der Inkubationsphase konnten die Anti-Histon-Antikdrper an den Histon-
komponenten der Nukleosomen binden. Dieser Immunkomplex wurde mittels Biotinylation
an der streptavidinbeschichteten Mikrotiterplatte fixiert. Die hinzugefiigten Anti-DNA-
Antikorper reagierten mit der DNA-Komponente der Nukleosomen. Nach mehrfachen
Waschschritten zum Entfernen ungebundener Antikorper wurde die Menge an Nukleosomen
mittels einer Peroxidasereaktion quantifiziert. Als Substrat fiir die photometrische Bestim-

mung der Peroxidasereaktion wurde ABTS verwendet. In Abhéngigkeit vom Vorhandensein
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von Mono- und Oligonukleosomen in den Zelllysaten, bzw. im Zellkulturiiberstand lassen

sich Riickschliisse auf apoptotischen oder nekrotischen Zelltod ziehen (siche Abb. 11).

Methode der DNA-Fragmentationsmessung

20000 Zellen wurden in einer 96-well Platte ausgesidt. Damit die Zellen adhérieren konnten,
wurden sie vier Stunden im Brutschrank belassen. Darauffolgend wurden die Zellen mit Me-
dium gespilt und mit unterschiedlichen Konzentrationen eines selektiven COX 2-
Hemmstoffes (0 mM, 0,5 mM, 0,1 mM, 0,05 mM Sulindac) behandelt. Nach einer 48-
stiindigen Inkubation bei 37°C und 5% CO, wurde die Mikrotiterplatte zehn Minuten zentri-
fugiert und anschlieBend der Uberstand abgenommen und aufbewahrt. Das Zellpellet wurde
in 200 pl Lysispuffer resuspendiert und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bzw.
lysiert. Nach erneuter Zentrifugation fiir zehn Minuten mit 200 U/min wurden je 20 pul vom
Lysatiiberstand und vom Zellkulturiiberstand in die streptavidinbeschichtete MTP {iiberfiihrt.
Hinzugefiigt wurden je 80 pl vom Immunoreagenzmix. Nach Abdecken der MTP erfolgte
eine zweistiindige Inkubation auf einem Schiittler mit 300 U/min bei Raumtemperatur. Jetzt
wurde die MTP drei Mal mit 250 pl Inkubationspuffer je Napf gewaschen. Die Substratreak-
tion erfolgte mit 100 ul Substratlosung pro Napf fiir 10-20 Minuten bei 250 U/min. Nach aus-
reichender Farbentwicklung erfolgte die photometrische Messung bei 405 nm. Zur Berech-
nung des spezifischen ,,enrichment factor* von Mono- und Oligonukleosomen wurde die Ab-
sorption der behandelten Proben durch die Absorption der korrespondierenden unbehandelten
Kontrolle dividiert. Die gezeigten Daten entsprechen jeweils dem Mittelwert dreier mit glei-

chen Konzentrationen behandelten Proben.
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Prinzip des Cell Death Detection Elisa

nr ¢

Streptavidin beschichtete
Mikrotiterplatte

Monoklonaler Mausantikorper .\

(Klon H11-4) Anti Histon Monoklonaler Mausantikorper
(Klon MCA-33) Anti DNA

Biotin-konjugiert - i
Peroxidase-konjugiert

L Biotin ° Peroxidase

D Proben ol ABTS-Substrat

Abb. 11: Prinzip des Cell-Death-Detection-Elisa. Ein Anti-Histonantikorper ist iiber einen
Avidin-Biotin-Complex mit einer Mikrotiterplatte verbunden. Dieser AnitkOrper reagiert mit
den in der Probe enthaltenen Histonen. Ein peroxidasekonjugierter Zweitantikorper,der gegen
DNA gerichtet ist, bindet ebenfalls an der Probe. Nach Waschvorgingen und nachfolgender
Zugabe des Substrates fiir die Peroxidase, ldsst sich eine Farbreaktion hervorrufen. Die ge-
messene Extinktion korreliert mit der in der Probe vorhandenen DNA.
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4. Ergebnisse

4.1. COX-Expression und Prostaglandinprofil in Gliomzelllinien

4.1.1. RT-PCR

Die mRNA-Expression von COX 1 und COX 2 wurde mittels RT-PCR analysiert. Es wurden
zehn Glioblastomzelllinien und Astrozyten untersucht.

In sieben Glioblastomzelllinien konnte COX 1 detektiert werden. Sechs von zehn Zelllinien
waren positiv fiir COX 2.

Insgesamt exprimierten vier Zelllinien sowohl COX 1 als auch COX 2 (G-22, G-28, G-44, G-
59). In drei Zelllinien konnte lediglich die Nucleotidsequenz fiir COX 1 und nicht fir COX 2
nachgewiesen werden (G-62, G-112, U-251). Zwei der sechs COX 2-positiven Zelllinien
exprimierten ausschlieflich diese Isoform des Enzyms (G-120, G-130).

Die aus Zellkultur gewonnenen Astrozyten exprimierten mRNA sowohl fiir COX 1 als auch

fiir COX 2 (sieche Abb. 12).
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Abb. 12: RT-PCR von COX 1 und COX 2 in humanen Gliomzelllinien und Astrozyten.
COX 1-Amplifikation mit 40 Zyklen, COX 2-Amplifikation mit 36 Zyklen
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4.1.2. Western Blot Analyse

Die Proteinexpression der Enzyme COX 1 und COX 2 wurde durch Western Blot Analyse
mit polyklonalen IgG-ZiegenantikOrpern bestéatigt.

Alle zehn Glioblastomzelllinien synthetisierten das Protein fiir COX 1. Auch COX 2 wurde
bis auf die Zelllinie G-112 von allen untersuchten Zelllinien exprimiert.

In der Western Blot Analyse zeigte sich, dass alle Glioblastomzelllinien, die in der PCR
COX 1- oder COX 2-positiv waren, auch das Protein exprimieren.

Bei den Astrozyten konnte nur fiir COX 2 die Proteinexpression bestétigt werden. Die in der
PCR COX 1-positiven Astrozyten synthetisierten keine detektierbaren Proteinmengen.

Drei Glioblastome exprimierten COX 2 Protein, hatten jedoch in der PCR keine mRNA-
Expression gezeigt. Mogliche Ursache hierfiir konnten unterschiedliche Kulturbedingungen
zu den Untersuchungszeitpunkten sein. Abhédngig von verschiedenen Wachstumsphasen und
Konfluensgraden konnten sich unterschiedliche biologische Phinomene zeigen.

Die Glioblastomzelllinie G-112 zeigte sowohl in der PCR als auch in der Western Blot Ana-
lyse keine detektierbare Proteinexpression fiir COX 2 (siehe Tab. 4).
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COX2 +++  ++ ++ - ++ - ++ + ++ + +

COX 1  ++  ++ 4+t +++ + -+ +++ +++ ++ — :
Tab. 4: Western Blot Analyse der COX 1- und COX 2-Proteinexpression in  Gli-

oblastomzelllinien und Astrozyten
( + = schwach positiv; ++ = positiv; +++ = stark positiv)

( "=Zelllinien in PCR positiv)
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4.1.3. Prostaglandin-Elisa

Zusitzlich wurde das Profil der Prostaglandinsynthese durch Elisa-Detektion von PGE,,
PGD;.Mmox, PGF>q und 6-keto PGF;, in Zellkulturiiberstinden von zehn Glioblastomen und

Astrozyten untersucht.

Prostaglandinsynthese von PGE,

Nur bei den Zelllinien G-59 und G-130 lief sich eine hohe Konzentration des PGE, in Zell-
kulturiiberstdnden feststellen. Von den Zelllinien G-22 und G-168 wurden mittlere Mengen an
PGE, produziert. Die sechs iibrigen Zelllinien sowie die Astrozyten synthetisierten nur gerin-

ge Mengen an PGE, (siche Abb. 13).

Prostaglandinsynthese von PGF>,

Das Verteilungsmuster der Konzentration an PGF, dhnelte dem der PGE,-Synthese. Auch
hier konnten ausschlieBlich bei den Zellen der Linien G-59 und G-130 hohe Konzentrationen
konstatiert werden. Die iibrigen Zellen synthetisierten nur geringe Mengen an PGF,, (siehe

Abb. 13).

Prostaglandinsynthese von PGD>_pox

Bei dem PGD».mox-Elisa wurde festgestellt, dass bei der G-168 und der G-130 sehr hohe Kon-
zentrationen an PGD, Mox im Zellkulturiiberstand gemessen werden konnten.

Fiinf Zelllinien (G-22, G-28, G-44, G-59, G-112) synthetisierten geringe Mengen, drei Gli-
oblastomzelllinien (G-62, G-120, U-251) sowie Astrozyten mittlere Mengen an PGD;.pox
(siche Abb. 14).

Prostaglandinsynthese von 6-keto PGF 4

Bei der Untersuchung des Syntheseprofils von 6-keto PGFq fiel auf, dass wie in den voran-

gegangenen Darstellungen bei der Zelllinie G-130 hohe Konzentrationen an 6-keto PGFq
gemessen wurden. Die Mehrheit der Glioblastomzelllinien (G-22, G-28, G-44, G-59, G-120,
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G-168) sowie die Astrozyten produzierten mittlere Mengen des Prostaglandins und nur drei

Zelllinien (G-62, G-112, U-251) geringe Mengen (siche Abb. 14).

In Zusammenfassung ergaben diese Daten keine homogene Verteilung der Prostaglandin-
synthese. Auffallend waren die konstant hohen Konzentrationen aller untersuchter
Prostaglandine bei der Zelllinie G-130.

Bei der Glioblastomzelllinie G-59 fielen bei der Untersuchung der Prostaglandine E, und F;q
deutlich hohere Konzentrationen als bei der Mehrheit der untersuchten Zelllinien auf. Bei den
beiden anderen untersuchten Prostaglandinen lagen die gemessenen Konzentrationen im unte-
ren Bereich.

PGE; und PGF,4 wurde bis auf die Zelllinien G-59 und G-130 in nur sehr geringen Konzent-
rationen synthetisiert. Bei PGDa.yox und 6-keto PGF, lag die durchschnittliche Konzentrati-
on etwas hoher.

Die Astrozyten synthetisierten PGE,, PGF,, und 6-keto PGF;, in nur sehr geringen Mengen.
Die Konzentrationen fiir PGD;.mox lagen im mittleren Bereich (siehe Abb. 13 und Abb. 14).

Die stark prostaglandinexprimierenden Zelllinien G-59 und G-130 ergeben in Hinblick auf
den mRNA-Nachweis in der RT-PCR und den Proteinnachweis in der Western Blot Analyse
unterschiedliche Ergebnisse:

Die Glioblastomzelllinie G-59 war in der RT-PCR sowohl fir COX 1 als auch fir COX 2
positiv. Die Proteinexpression, bestitigt durch die Western Blot Analyse, war ebenfalls stark
positiv.

Bei der Zelllinie G-130 wurde lediglich die mRNA fiir COX 2 nachgewiesen. Die Western
Blot Analyse ergab hier fiir COX 2 einen schwach positiven und fiir COX 1 einen stark posi-

tiven Proteinnachweis.
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Abb. 13: Prostaglandinsynthese: Elisa-Detektion von PGE; und PGF,q aus serumfreiem

Zellkulturiiberstand von Gliomzelllinien und humanen Astrozyten
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4.2. COX-Expression in Biopsien

4.2.1. RT-PCR

Mittels RT-PCR wurde die mRNA-Expression in Biopsien von acht humanen Glioblastomen,
zwel Astrozytomen Grad II, einem Astrozytom Grad I und gesundem Hirngewebe untersucht.
Es konnte festgestellt werden, dass sieben von acht Glioblastomen COX 1-positiv und vier
von acht COX 2-positiv waren. In allen COX 2-positiven Glioblastomen konnte auch
COX 1-mRNA nachgewiesen werden. Ein Glioblastom exprimierte weder COX 1 noch
COX 2-mRNA in relevanter Menge.

Beide Astrozytome Grad II exprimierten COX 1, aber nur eines von ihnen exprimierte zusatz-
lich auch COX 2. Das Astrozytom Grad I zeigte sowohl fiir COX 1 als auch fiir COX 2 ein

positives Signal. Normale Hirnzellen exprimierten keine mRNA der beiden Enzyme (siehe

Tab. 5).
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11 pein WwolAZonsy
[ peI1D WOILZONSY

+
+

COX 2 - + + - - + - + -

coxi1T -+ + + + + 4+ + + + + -

Tab. 5: mRNA-Expression von COX 1 und COX 2 in Gliomen und Normalhirn
(COX 1-Amplifikation mit 40 Zyklen, COX 2-Amplifikation mit 36 Zyklen)
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4.2.2. Immunhistochemie

Die Proteinexpression von COX 1 und COX 2 in Operationsresektaten wurde anhand immun-
histochemischer Farbung von Paraffinschnitten untersucht. Es wurden elf Glioblastome
(WHO Grad 1V), fiinf anaplastische Astrozytome (WHO Grad III), fiinf Astrozytome (WHO
Grad II) und vier pilozytische Astrozytome (WHO Grad I) beziiglich der Art COX-
exprimierender Zellen und der Quantitidt der COX-Expression ausgewertet.

Zum Nachweis der COX-Expression astrozytdrer Zellen wurde eine Doppelimmunfirbung
mit zwel Antikorpern durchgefiihrt. Zusitzlich zum COX 1-, bzw. COX 2-Antikorper wurde
ein immunhistochemischer Marker, der gegen das saure Gliafaser-Protein gerichtet war, ver-
wendet.

Mittels des astrozytenspezifischen GFAP-Antikorpers konnten astrozytédre Zellen identifiziert
werden. Da sowohl ruhende und reaktive Astrozyten, als auch entdifferenzierte Astrozytom-
zellen GFAP exprimieren, lieB sich eine Artdiagnose nicht allein aufgrund der GFAP-
Expression durchfiihren. Nur unter Beriicksichtigung der Histoarchitektur der Probe und der
Wachstumsform des Tumors konnten Aussagen beziiglich der Art der Zellen getroffen wer-

den.

Immunreaktivitit fiir COX 1 wurde in allen WHO-Graden von Gliomen gefunden.

Starke Immunreaktivitét liel sich vor allem bei den Glioblastomen feststellen. Sechs von acht
positiven Tumoren zeigten Immunreaktivitdt im Bereich von 10-50% der Zellen pro ausge-
zihltes mikroskopisches Gesichtsfeld. Nur bei zwei Glioblastomen waren weniger als 10%
der Tumorzellen angefirbt.

Die Gliome WHO Grad I-III zeigten groBtenteils weniger als 10% positive Tumorzellen. Nur
ein Astrozytom dieser Gruppe zeigte eine relative Immunreaktivitit von 10-50% (siehe Tab. 6
und Abb. 15).

In drei Glioblastomen, zwei anaplastischen Astrozytomen, zwei Astrozytomen WHO Grad II

und zwei pilozytischen Astrozytomen wurde kein COX 1-Protein detektiert.

Auch COX 2 wurde in allen WHO-Graden von Gliomen exprimiert. Lediglich ein Gli-
oblastom, ein Astrozytom und ein pilozytisches Astrozytom zeigten keine Immunreaktivitét
fiir COX 2. Jedoch alle anaplastischen Astrozytome exprimierten COX 2. Groftenteils zeigten
10-50% der Tumorzellen Immunreaktivitdt fiir COX 2. In einem anaplastischen Astrozytom

waren sogar iiber 50% der Tumorzellen positiv fiilr COX 2 (sieche Tab. 6 und Abb. 16)
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Abb. 15: Immunhistochemische Farbung von Gliomen mit einem polyklonalem COX 1-Antikorper. (A und B)
Glioblastoma multiforme Nr. 1 und Nr. 5 (vgl. Tab. 6), (C) Gemistozytdres Anaplastisches Astrozytom Nr. 5,
(D) Astrozytom Nr. 2, (E und F) GFAP- (braun) und COX 1- (blau) Doppelmarkierung von (E) Glioblasotoma
multiforme Nr. 1: Glioblastomzellen (schwarzer Pfeil) und (F) Anaplastisches Astrozytom Nr. 5: Astrozytomzel-
le (schwarzer Pfeil) und Mikroglia (weiler Pfeil). Fotografiert bei 40-facher VergroBerung.
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Abb. 16: Immunhistochemische Fiarbung von Gliomen mit einem polyklonalem COX 2-Antikorper. (A und B)
Glioblastoma multiforme Nr. 2 und Nr. 4 (vgl. Tab. 6), (C) Anaplastisches Astrozytom Nr. 2, (D) Astrozytom
Nr. 4, (E und F) GFAP- (braun) und COX 2- (blau) Doppelmarkierung von (E) Glioblasotoma multiforme Nr. 1:
Glioblastomzellen (schwarzer Pfeil). Photographiert bei 40x. (F) Glioblastoma multiforme Nr. 1: ein COX 2-
positives Neuron (schwarzer Pfeil) und COX 2 und GFAP positive reaktive Astrozyten (weiller Pfeil). Fotogra-

fiert bei 125-facher Vergroerung.
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In den Gliomen WHO Grad I-III war die relative COX 2-Firbung stirker als die COX 1-
Expression.

In der Immunreaktivitdt der Glioblastome lie3 sich zwischen der COX 1- und der COX 2-
Expression kein Unterschied feststellen.

Lediglich ein Glioblastom, ein Astrozytom und ein pilozytisches Astrozytom exprimierten
keine der beiden COX-Isoformen. Sechs COX 1-negative Gliome zeigten positive Reaktion
fir COX 2. Alle COX 2-negativen Tumoren waren auch negativ beziiglich der COX 1-
Immunreaktivitdt. Somit konnte lediglich bei drei von 25 untersuchten Gliomen keine Cyc-

looxygenase detektiert werden (siehe Tab. 6).

Die Mikroglia zeigte in tumornahen Regionen eine starke Expression von COX 1. Ruhende
und reaktive Astrozyten, Neurone, Endothelzellen und Endothelproliferate waren COX 1 ne-
gativ.

COX 2 konnte nicht in ruhenden Astrozyten nachgewiesen werden. Reaktive Astrozyten zeig-
ten sich jedoch positiv fiir Doppelmarkierungen mit COX 2 und GFAP-Antikorpern.

Auch Neurone, Endothel und Endothelproliferate farbten sich in der Immunhistochemie posi-

tiv.

Fiir acht Glioblastome wurde der Proliferationsindex durch Mib 1-Kennzeichnung festgestellt.
Es lieB sich aber keine Korrelation zwischen COX 1- und COX 2-Expression und der Prolife-

rationsaktivitdt erkennen (siche Tab. 7).
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COX1 COX2 Kommentar

Glioblastom WHO IV Nr. 1 ++ ++ astrozytir

Glioblastom WHO IV Nr. 2 ++ ++ astrozytir

Glioblastom WHO IV Nr. 3 - + astrozytir

Glioblastom WHO IV Nr. 4 ++ ++ astrozytir, pleomorph

Glioblastom WHO IV Nr. 5 ++ + astrozytir, pleomorph

Glioblastom WHO IV Nr. 6 + + astrozytir, anaplastisch kleinzellig

Glioblastom WHO IV Nr. 7 - + pleomorph, anaplastisch kleinzellig,

Glioblastom WHO IV Nr. 8 + + astrozytir, anaplastisch kleinzellig

Glioblastom WHO IV Nr. 9 - - astrozytir, pleomorph

Glioblastom WHO IV Nr. 10 4+ ++ astrozytir, pleomorph

Glioblastom WHO IV Nr. 11 ++ + astrozytdr, pleomorph

Anaplastisches Astrozytom WHO III Nr. 1 + ++ fibrillar

Anaplastisches Astrozytom WHO III Nr. 2 + + fibrilldr, pilozytisch

Anaplastisches Astrozytom WHO III Nr. 3 - + fibrilldr, gigantozellulir, gemistozytir

Anaplastisches Astrozytom WHO III Nr. 4 - + fibrillar

Anaplastisches Astrozytom WHO III Nr. 5 + 4+ astrozytir, gemistozytir, pleomorph

Astrozytom WHO II Nr. 1 - ++ protoplasmatisch, gemistozytir

Astrozytom WHO II Nr. 2 + ++ fibrillir, gemistozytir, kleinzellig

Astrozytom WHO II Nr. 3 - - fibrillér, kleinzellig

Astrozytom WHO II Nr. 4 ++ ++ oligodendroglial, gemistozytir

Astrozytom WHO II Nr. 5 + + fibrillar

Pilocytisches Astrozytom WHO I Nr. 1 - ++ pilozytisch

Pilocytisches Astrozytom WHO I Nr. 2 - - pilozytisch, fibrilldr

Pilocytisches Astrozytom WHO I Nr. 3 + + pilozytisch

Pilocytisches Astrozytom WHO I Nr. 4 + ++ pilozytisch

Tab. 6: Scoring der relativen Immunreaktivitédt fir COX 1 und COX 2 in humanen Gliomen

0%=-3;<10%=+ ;10-50 % = ++ ; 50-100 % = +++)

COX 1 COX 2 Proliferationsindex (%)
Glioblastom WHO IV Nr. 1 ++ ++ 27
Glioblastom WHO IV Nr. 2 ++ ++ 18
Glioblastom WHO IV Nr. 3 - + 45
Glioblastom WHO IV Nr. 4 ++ ++ 23
Glioblastom WHO IV Nr. 5 ++ + 28
Glioblastom WHO IV Nr. 6 + + 44
Glioblastom WHO IV Nr. 7 - + 43
Glioblastom WHO IV Nr. 8 + + 25

Tab. 7: Darstellung des Proliferationsindex von acht Glioblastomen durch Mib 1-

Kennzeichnung im Bezug zum Scoring der relativen Immunreaktivitit fir COX 1

und COX 2

O%=-;<10% =+

; 10-50 % = ++ ; 50-100 % = +++)
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4.3. Zellwachstum und Apoptoseverhalten unter Behandlung mit Inhibitoren des

Arachidonsiduremetabolismus

4.3.1. Wachstumskurven

In Wachstumskurven iiber sieben Tage wurde der Einfluss der selektiven COX 2-Inhibitoren
Piroxicam und Sulindac sowie des unselektiven COX-Hemmstoffes Acetylsalicylsdure auf

vier Gliomzelllinien getestet.

Fiir die Behandlung mit dem selektiven COX 2-Inhibitor Piroxicam lie8 sich feststellen, dass
eine deutliche dosisabhiingige Inhibition des Wachstums erfolgte. Bei drei der vier Zelllinien
erzeugte die hochste Hemmstoffdosis von 0,65 mM eine starke Wachstumsinhibition. Nur bei
der Zelllinie G-44 erreichte man schon bei Dosierungen von 0,35 mM die stédrkste Inhibition
des Wachstums. Niedrige Konzentrationen von 0,25 mM zeigten bei der Zelllinie G-44 im
Gegensatz zu den anderen untersuchten Zelllinien einen deutlichen Einfluss auf das Wachs-
tum.

Bei den iibrigen untersuchten Zelllinien lieB sich im Vergleich zur Kontrollbehandlung mit
Zellmedium kaum ein Unterschied im Wachstumsverhalten erkennen. Hier wurde das Wachs-

tum erst bei Konzentrationen ab 0,45 mM Piroxicam beeinflusst (siche Abb. 17).

Auch bei der Behandlung mit Sulindac konnte ein dosisabhdngiges Wachstum der Zellen be-
obachtet werden. Konzentrationen von 0,025 mM fiihrten bei der Zelllinie G-44 zu einer deut-
lichen Hemmung des Zellwachstums. Im Gegensatz dazu trat eine Wachstumsinhibition bei
den Zelllinien G-112, G-120 und G-168 erst ab hoheren Konzentrationen von 0,05 mM Su-
lindac auf (sieche Abb. 18).

Bei der Behandlung mit Acetylsalizylsdure ergab die hochste Testkonzentration von
1 mg/ml fiir die Zelllinien G-112 und G-120 eine erhebliche Inhibition des Wachstums. Kon-
zentrationen von 0,5 mg/ml riefen bei der G-44 eine starke, bei den iibrigen Zelllinien eine

deutliche, aber weniger ausgeprégte, Inhibition hervor (sieche Abb. 19).
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Bei der Behandlung mit allen drei getesteten Medikamenten konnte eine dosisabhingige
Wachstumsinhibition hervorgerufen werden.

Auffallend war, dass die Zelllinie G-44 fiir die Behandlung mit allen Inhibitoren hoch emp-
findlich war.

Die G-112 zeigte gegeniiber allen drei Medikamenten eine relativ hohe Resistenz. Lediglich
bei der Behandlung mit Sulindac dhnelten die Ergebnisse denen der anderen untersuchten
Zelllinien.

Abschlieend lisst sich feststellen, dass der unselektive COX-Hemmstoff Acetylsalicylsdure
eine insgesamt geringere Wachstumsinhibition hervorruft als die selektiven COX-Hemm-

stoffe Sulindac und Piroxicam.
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Abb. 17: Wachstumsinhibition durch den selektiven COX 2-Inhibitoren Piroxicam in Wachs-
tumskurven iiber sieben Tage bei den Zelllinine G-44, G-112, G-120 und G-168
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Abb. 18: Wachstumsinhibition durch den selektiven COX 2-Inhibitoren Sulindac in Wachs-
tumskurven iiber sieben Tage bei den Zelllinine G-44, G-112, G-120 und G-168
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Abb. 19: Wachstumsinhibition durch den unselektiven COX-Inhibitoren Aspisol in Wachs-
tumskurven iiber sieben Tage bei den Zelllinine G-44, G-112, G-120 und G-168
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4.3.2. Cell Death Detection Elisa

Mit Hilfe eines Fragmentationsassays wurde analysiert, ob die Wachstumsinhibition der
COX 2-Hemmstoffe eine Folge von Apoptose ist (131). Fragmentationsassays quantifizieren
mono- und oligonukleidre DNA-Fragmente in Zellkulturiiberstinden und Lysaten.

Der nekrotische Zelltod geht mit einem Funktionsverlust der Zellmembran einher, so dass
frith im Zellkulturiiberstand DNA-Fragmente nachweisbar sind. Lassen sich im Lysat der
Zelllinien, nicht aber im Uberstand, Mono- und Oligonukleosomen nachweisen, spricht dies

fiir einen apoptotischen Zelltod.

Es wurde festgestellt, dass eine Behandlung der Glioblastomzelllinie G-44 mit ansteigenden
Konzentrationen der selektiven COX-Inhibitoren Piroxicam und Sulindac einen dosisabhén-
gigen Anstieg von intrazelluliren DNA-Fragmenten zeigte. Dabei war Piroxicam weniger

wirksam als Sulindac.

Der apoptotische Effekt von Sulindac wurde an insgesamt sieben Zelllinien untersucht. Dabei
ergab sich, dass intrazellulire DNA-Fragmentation in fiinf von sieben Zelllinien induziert
wurde (G-44, G-112, G-120, G-130, G-168). Bei der G-28 wies man bei niedrigen Sulindac-
Konzentrationen Apoptose nach. Bei hoheren Konzentrationen wurde ein nekrotischer Zelltod

festgestellt (siche Abb. 20).

Bei der Behandlung mit dem unselektiven COX-Hemmstoff Azetylsalizylsdure wurden keine

intrazelluliren DNA-Fragmente induziert.

Im Vergleich der Syntheseprofile der untersuchten Zelllinien mit der Apoptosewahrschein-
lichkeit lie sich kein Zusammenhang erkennen. Die Zelllinie G-130 zeigte eine hohe Synthe-
serate aller Prostaglandine, war jedoch sehr resistent gegeniiber der Behandlung mit Sulindac.
Eine hohe Apoptosebereitschaft zeigten die Zelllinien G-44, G-112, G-120, G-130 und
G-168. Bei diesen Zelllinien ergab das Prostaglandinsyntheseprofil ein sehr differentes Bild
von méaBiger bis mittelhoher Syntheserate, sowie das gleichzeitige Vorliegen von fast volli-

gem Fehlen einiger Prostaglandine neben starker Produktion anderer Prostaglandine.
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Apoptoseinduktion durch Sulindac
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Abb. 20: Apoptoseinduktion durch Sulindac anhand des Nachweisen von DNA-
Fragmentation (Balken = Apoptose) ; (Punkte = Nekrose)
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5. Diskussion

Maligne Gliome représentieren die grofite Gruppe aller intracraniellen Tumoren. Die Behand-
lung dieser, bis auf wenige Ausnahmen duflerst invasiv wachsenden Tumoren, bleibt proble-
matisch. Nach wie vor gilt die chirurgische Intervention mit nachfolgender Bestrahlung als
Standardtherapie. Der Erfolg dieser Behandlung wurde in den vergangenen Jahren jedoch
kontrovers diskutiert. Quigley und Maroon verglichen 1991 zwanzig Studien, die 5600 mittels
dieser Therapie behandelten Patienten beinhalteten (92). In nur vier der zwanzig Studien
konnte eine Beziehung zwischen chirurgischer Resektion und dem Uberleben der Patienten
hergestellt werden.

Es konnte jedoch auch eine signifikante Korrelation zwischen dem Uberleben eines Patienten
und dem Fehlen einer residualen Kontrastmittelanreicherung im postoperativ angefertigten
Magnetresonanztomogramm festgestellt werden (2).

Auch ein Vergleich von chirurgisch behandelten Patienten und Patienten, die einer Bestrah-
lung zugefiihrt wurden, zeigte keinen Unterschied in der Uberlebenszeit, solange signifikante,
tumorbedingte Massenverschiebungen im Gehirn fehlten (67).

Von groBBerer Bedeutung als die chirurgische Intervention scheinen Variablen wie beispiels-
weise das Alter, die Tumorlokalisation, die Histologie, der funktionelle Status und der selek-
tive Nutzen einer Bestrahlung zu sein (86).

Weiterhin liegt die mittlere Uberlebenszeit maligner Gliome nach Diagnosestellung zwischen
12 und 18 Monaten. In 95% aller Fille kommt es nach chirurgischer Intervention im Tumor-
resektionsrand oder innerhalb von drei Zentimetern der Resektionshohle zu einem Rezidiv
(41).

In diesem Sinne sind theoretisch lokale Behandlungsmethoden, die in die Resektionshohle
gegeben werden, in der Lage, die Zahl der lokal nachwachsenden Tumoren zu senken und die
Zeit bis zu einer lokalen Progression zu verlingern. In einer randomisierten Placebo-
kontrollierten Phase-III Studie wurden Patienten, die nach einer Tumorresektion eine lokale
Behandlung mit biodegradierbaren Polymeren, die Carmustin (BCNU) enthielten, untersucht.
Es konnte gezeigt werden, dass die mittlere Uberlebenszeit von Patienten, die Carmustin er-
hielten signifikant langer war als die, der Placebogruppe (13,9 versus 11,6 Monate). Sowohl
die klinische Progression, als auch die radiologische Progression war in der Carmustingruppe

signifikant niedriger (123).
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Glioblastome besitzen ein hohes Potential zur Migration und Invasion. Viele lokale Therapie-
strategien erreichen kein ausreichendes Hirnvolumen, um alle invasiven Zellen von Gli-
oblastomen zu erreichen (40).

Histologisch konnten einzelne invasive Tumorzellen 4-6 Zentimeter entfernt vom makrosko-
pisch sichtbaren Tumorrand nachgewiesen werden (108).

McDonough et al. gelang es, in diesen hoch migratorischen Subpopulationen von humanen
Gliomzellen die Thromboxan-Synthetase als ein stark iiberexprimiertes Motilitdtsgen zu iden-
tifizieren (81). Die Thromboxan-Synthetase, als Enzym des Arachidonsduremetabolismus,
vermittelt die Konversion von Prostaglandin H, zu Thromboxan A,, welches anschlieend in
einen stabilen, biologisch inaktiven Metaboliten Throboxan B, umgewandelt wird. Sie nimmt
somit eine wichtige Rolle im Prostaglandinstoffwechsel ein.

Viele Studien zeigten, dass die Prostanoidsynthese einen wichtigen Stellenwert in der Pa-
thophysiologie und Progression von Krebszellen ist. Die Metaboliten scheinen in der Lage zu
sein, zelluldres Verhalten, wie beispielsweise mitotische Aktivitit, Zelladhdsion, Invasion,
Angiogenese und Apoptose, zu beeinflussen (112). Bei der Prostanoidsynthese ist neben der
Thromboxan-Synthetase die Cyclooxygenase ein bedeutendes Enzym. Sie ist das geschwin-

digkeitsbestimmende Enzym im Arachidonsiduremetabolismus.

Im Rahmen dieser Studie wurde die Rolle der Cyclooxygenase in der Regulation von Motili-

téat, Proliferation und Apoptose in menschlichen Gliomen untersucht.

Die Metaboliten der Cyclooxygenase, Prostaglandine und Thromboxane, iibernehmen eine
Vielzahl von Funktionen im Menschen. Auler den bekanntesten Funktionen an der Beteili-
gung der Thrombozytenaggregation, des Gefdtonus, der Entstehung von Fieber, Schmerz
und Entziindung, Kontraktion der Bronchial- und Uterusmuskulatur und der Einflussnahme
auf die Magensdure- und Magenschleimproduktion, beeinflussen sie auch physiologische
Prozesse im zentralen Nervensystem. Nach der Synthese der Prostaglandine und Thromboxa-
ne im zentralen Nervensystem spielen sie als neuroaktive Substanzen eine entscheidende Rol-
le in der Modulation einer Vielzahl von Hirnfunktionen, wie unter anderem: Schlaf-Wach-
Rhythmus, Korpertemperaturregulation, cerebrale Blutzirkulation, neuroendokrine Funktio-

nen und Krampfbereitschaft (102, 127).

Hayaishi et al. zeigten, dass Mikroinjektionen von PGD, in pridoptische Regionen, die Wach-

phasen um fast 50% reduzieren und die Schlafphasen mehr als 5-fach erhohen. Im Gegensatz
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dazu verringern Mikroinjektionen von PGE, die Schlafphasen (46). Ahnlich verhilt es sich
mit der Regulation der Korpertemperatur. PGD; fiihrt zu einer Erniedrigung (114), PGE; hin-
gegen zu einer Erhohung (82) der Korpertemperatur. Auch die neuroendokrinen Funktionen
werden von den Prostaglandinen D, und E, gegensitzlich beeinflusst. PGD, unterdriickt (59)
und PGE; stimuliert die Sekretion des LH-Releasing-Hormons (44).

Neben den physiologischen Funktionen der Prostaglandine konnten erhdhte Prostaglandin-
konzentrationen im Hirn bei verschiedenen Arten von Stress-Faktoren gemessen werden.
Nach dem Setzen einer Verletzung konnte in mehreren Studien eine erhthte Konzentration an
PGE; und 6-keto-PGF;, im Hirngewebe gemessen werden (106, 107). Ahnliche Ergebnisse
konnte Hsu et al. nachweisen, die nach experimenteller Verletzung des Riickenmarkes erhohte
6-keto-PGF,4-Konzentrationen messen konnten (50). Als mogliche Ursache vermuteten Ellis
et al. eine gesteigerte Menge an Kininogen, einem potenten Stimulator der Prostaglandin-
synthese. In seiner Studie zeigten sich jeweils 15 Stunden und zwei Tage nach einem experi-
mentellen Trauma stark erhohte Kininogen-Konzentrationen, entsprechend dem Prostaglan-
dinprofil nach vergleichbaren Versuchen (25).

Eine Hochregulation der COX 2-mRNA, des Proteins und folgender Konzentrationssteige-
rung des aktiven Metaboliten PGE, konnte auch nach experimentell herbeigefiihrter cerebra-
ler Ischdmie bei Ratten nachgewiesen werden (88).

Nicht nur nach traumatischen und ischdmischen sondern auch bei entziindlichen Erkrankun-
gen des Gehirns sind erhohte Prostaglandinkonzentrationen gemessen worden (68). Besonders
PGE, gilt als ein Entziindungsmediator bei experimenteller Encephalomyelitis (83).
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Expression von COX 1 und COX 2 im Gehirn als
Antwort auf verschiedene Arten von Stress-Faktoren, wie zum Beispiel Traumata, Ischdmien
und Inflammationen, reguliert wird. Dieses wiederum fiithrt zu einer Hochregulation der En-

zymaktivitdt von COX 2 und folglich von Prostanoiden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass reaktive Astrozyten bei der Untersu-
chung von Paraffinschnitten von Glioblastomen positiv fiir COX 2 waren. Im Gegensatz dazu
waren ruhende Astrozyten COX 2-negativ. Ergidnzt wurden diese Ergebnisse durch den
COX 2-Nachweis in Astrozytenkulturen durch eine RT-PCR und eine Western-Blot-Analyse.
Beide Untersuchungen ergaben, dass in Kultur wachsende reaktive Astrozyten sowohl auf
mRNA, als auch auf Proteinebene COX 2 exprimieren.

Diese Ergebnisse unterstreichen die Aussage einer verstirkten COX 2-Expression unter

Stressbedingungen.
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Eine erhohte Prostanoidsynthese fand sich jedoch auch in mehreren Tumorentitéiten, wie bei-
spielsweise in Lungen-, Mamma-, Colon- und Magentumoren (5, 7, 16). Aber auch in neu-
roepithelialen Tumoren des zentralen Nervensystems lieBen sich die Expression der Cycloo-
xygenase sowie eine erhohte Syntheserate der Prostanoide nachweisen.

Um Aussagen iiber die zelluldre Lokalisation der Cyclooxygenase machen zu konnen, fithrten
Deininger et al. immunhistochemische Untersuchungen in einer grolen Serie von Gliomen
sowie Normalhirn durch. Hierbei wurde die Expression sowohl von COX 1 als auch von
COX 2 analysiert.

Das Vorkommen von COX 1 im untersuchten Normalhirn beschrinkte sich auf einige Endo-
thelien sowie einzelne Neurone. Der Nachweis von COX 1 in ruhenden Astrozyten und Oli-
godendrozyten war negativ.

Die immunhistochemische Analyse der Gliome zeigte eine COX 1-Expression nur in Nicht-
Tumorzellen. In ungefdhr 20-50% der Makrophagen, der Mikroglia, war der COX 1-
Nachweis positiv.

Die Untersuchung von COX 2 im Normalhirn zeigte einen positiven Immunnachweis in ein-
zelnen Neuronen. In ruhenden Astrozyten und Oligodendrozyten konnte keine COX 2-
Expression erkannt werden.

In den Gliomen konnte COX 2 sowohl in den Tumorzellen als auch in der Mikroglia und ein-
zelnen Endothelien nachgewiesen werden. In unmittelbarer Nachbarschaft von Nekroseherden
zeigte sich eine deutliche COX 2-Immunreaktivitdt in GFAP-positiven Tumorzellen.
Zusitzlich beobachteten Deininger et al. die Tendenz der gesteigerten Expression in hoch
malignen Tumoren (22).

Auch Joki et al. bestitigten diese Ergebnisse in weiteren Analysen. Die Untersuchungen um-
fassten 50 humane Gehirntumoren sowie Normalhirn. Eine COX 2-Expression konnte sowohl
im Normalhirn als auch in den Gliomzellen nachgewiesen werden.

Auch in dieser Studie fiel die Tendenz der gesteigerten Expression in hoch malignen Tumoren
auf. Weiterfiihrend konnte hier eine Korrelation des Tumorgrades mit einer erhohten zy-
toplasmatischen COX 2-Expression gezeigt werden. Hochmaligne Gliome exprimierten COX

2 stirker als niedrigmaligne Gliome (54).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ebenfalls das Vorhandensein und die Lokalisation der Cyc-

looxygenaseisoformen in Gliomen und Normalhirn untersucht.
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Hierbei konnte mittels einer RT-PCR aus Biopsaten von Gliomen WHO Grad I, II und IV
gezeigt werden, dass in der Mehrheit der Biopsien beide Isoformen exprimiert werden. Bi-
opsate aus gesundem Hirngewebe enthielten weder detektierbare mRNA fiir COX 1 noch fiir
COX 2.

Die anschlieBende Durchfithrung einer RT-PCR an verschiedenen Glioblastomzelllinien in
Kultur jedoch, erbrachte bei der Mehrzahl den mRNA-Nachweis fiir beide COX-Isoformen.
Astrozytenzellkulturen waren ebenfalls COX 1- und COX 2-positiv.

Zur Bestitigung wurde anschlieBend eine Western-Blot-Analyse bei Glioblastomen und
Astrozyten in Zellkultur durchgefiihrt. Gezeigt werden konnte eine nahezu komplette Protein-
expression von beiden Isoformen in allen Glioblastomen. Auffallend waren diskordante Fille
beziiglich fehlendem mRNA-Nachweis bei nachgewiesener Proteinexpression. Dieses Phé-
nomen findet sich bei sechs Zelllinien. Ob es sich hierbei um eine Limitation der Methode
oder um unterschiedliche Kulturbedingungen mit verénderten Wachstumsphasen und Kon-
fluensgraden und somit unterschiedlichen biologischen Phinomenen handelt, bleibt spekula-
tiv.

Der Proteinnachweis fir COX 1 in Astrozyten war hingegen negativ. COX 2 wurde expri-
miert. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den Aussagen von Deininger et al., der
kein COX 2 in ruhenden Astrozyten nachweisen konnte. Man muss jedoch bei der Auswer-
tung der COX-Expression der Astrozyten beriicksichtigen, dass Astrozyten in Kultur alle Zei-
chen von Reaktivitdt zeigen. Sie migrieren, proliferieren und haben auch die Moglichkeit
COX zu synthetisieren. Eine Aussage iiber ,,ruhende® Astrozyten in Kultur kann man vermut-

lich nicht treffen.

Zum quantitativen Nachweis der Cyclooxygenaseisoformen und deren Gewebeexpression
wurden immunhistochemische Untersuchungen von 25 Astrozytomen (WHO Grad I-1V)
durchgefiihrt.

Hierbei liel sich COX 1 in allen Tumorgraden nachweisen. In den low grade Tumoren (WHO
Grad I und II) zeigte sich eine geringe relative Immunreaktivitdat GFAP-positiver Tumorzel-
len. Bei Anaplastischen Astrozytomen und Glioblastomen nahm die Anzahl COX 1-positiver
Tumorzellen mit steigendem Malignitdtsgrad weiter zu. Diese Ergebnisse lassen vermuten,
dass mit zunehmender Entdifferenzierung von Astrozytomen vermehrt COX 1 von den Tu-

morzellen synthetisiert wird.
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In tumornahen Regionen zeigte Mikroglia eine starke Expression von COX 1. Sowohl ruhen-
de als auch reaktive Astrozyten, Neurone, Endothelzellen und Endothelproliferate waren
COX 1 negativ.

Auch COX 2 wurde von Tumorzellen aller Malignitidtsgrade exprimiert. Sowohl low grade als
auch high grade Tumoren synthetisierten COX 2. Im Gegensatz zur COX 1-Expression er-
schien die COX 2-Expression in den Tumorzellen insgesamt erhoht. Diese Erkenntnisse las-
sen vermuten, dass Gliome zu einer Hochregulation der COX 2-Expression neigen, dhnlich
der Hochregulation von COX 2 bei den oben beschriebenen Situationen wie Entziindungen,
Traumata oder Ischdmien.

In ruhenden Astrozyten konnte kein COX 2 nachgewiesen werden. Reaktive Astrozyten zeig-
ten sich hingegen positiv fiir Doppelmarkierungen mit COX 2 und GFAP-Antikorpern. Astro-
zyten scheinen demnach in der Lage zu sein, auf bestimmte Stimuli zur Induktion der Expres-
sion von COX 2 angeregt werden zu konnen.

Auch Neurone, Endothel und Endothelproliferate farbten sich in der Immunhistochemie posi-
tiv. Im Falle der Neurone muss von einer konstitutiven Expression ausgegangen werden. Die
deutlich erhohte COX 2-Expression in endothelialen Proliferaten, die ausschlieflich in den
hoch malignen Tumoren gefunden werden konnten, deutet wiederum auf einen funktionellen
Zusammenhang mit der COX 2-Synthese.

Diese Ergebnisse stehen zum Teil im Gegensatz zu den Untersuchungen von Deiniger et al.,
bei denen ebenfalls eine COX 2-Expression in Tumoranteilen und Endothelien gefunden wur-
de. COX 1-positive Gliomzellen konnten jedoch nicht nachgewiesen werden (22). Differen-
zen in den Untersuchungsergebnissen konnen moglicherweise auf das Verwenden
unterschiedlicher Anikorper zuriickzufithren sein. Wihrend Deininger mit monoklonalen An-
tikorpern gearbeitet hat, wurden in dieser Studie polyklonale verwendet.

In den Studien von Deininger et al. konnte in ruhenden Astrozyten und Oligodendrozyten aus
gesundem Hirn keine COX-Expression beider Isoformen erkannt werden. Im Gegensatz

dazu zeigten in vitro Studien mit primédren Ratten-Astrozyten die Expression von PGD,,
PGE,, PGF,, ThxA; und ThxB,. Hieraus kann geschlossen werden, dass gliale Zellen unter
anderem eine Quelle von Hirn-Prostanoiden sind (47). Des Weiteren konnte die Expression
mehrerer Prostanoidrezeptoren auf glialen Zellen der Ratte demonstriert werden (52, 62).

In dieser Studie wurde ebenfalls die Prostaglandinexpression von PGE,, PGF,, 6-keto PGF
und PGDs.mox an zehn Glioblastomzelllinien und Astrozytenzellkulturen analysiert. Die Profi-

le der Prostaglandinformationen, die in Kulturiiberstinden detektiert wurden, unterliegen ei-
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ner groBen Variabilitdt. Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte keine Korrelation mit ei-

ner bestimmten Funktion oder einem biologischen Endpunkt gezeigt werden.

Verschiedene Publikationen berichten iiber die Moglichkeit, die Eicosanoid-Synthese zu inhi-
bieren. Wilson et al. zeigten, dass auch in Glioblastomzellen die Proliferation mittels Eicosa-
noid-Synthese-Inhibitoren unterdriickt werden konnte, und damit eine astrozytére Differenzie-
rung induziert wurde (124). Man konnte eine Reihe zelluldrer Verdnderungen feststellen. So
lieBen sich bei inhibierten Zellen zum Beispiel eine groere Anzahl glialer Filamente, ein
Verlust der iiblichen Zellkernlappung und der nukledren Einschliisse sowie ein elongierter
Zellleib feststellen.

Inhibitoren der Cyclooxygenase, wie beispielsweise Indomethacin und Ketoprofen, sind in
der Lage, die Wachstumsgeschwindigkeit der Sphéroidzellen von Gliomkulturen zu verlang-
samen (32). Eine weitere Studie von Aas et al. kam zu dem Ergebnis, dass Acetylsalicylséure,
ein unselektiver COX-Hemmstoff, die Wachstumsgeschwindigkeit von Rattengliomzellen in
vitro und in vivo signifikant reduziert (1).

Auch in dieser Studie konnte eine dosisabhingige Wachstumsinhibition in Gliomen hervorge-
rufen werden. Da COX 2 wesentlich intensiver als COX 1 in den Tumorzellen aller Maligni-
tiatsgrade exprimiert wurde, kann vermutet werden, dass es in Gliomen zu einer Hochregulati-
on der COX 2-Expression kommt. Aus diesem Grund wurde der Einfluss zweier selektiver
COX 2-Inhibitoren, Piroxicam und Sulindac sowie des unselektiven COX-Hemmstoffes Ace-
tylsalicylsdure auf Gliomzelllinien getestet. Wihrend die selektiven Hemmstoffe eine dosis-
abhiingige Wachstumsinhibition hervorriefen, war die Auswirkung auf die Proliferation der

Gliomzelllinien bei dem unselektiven Hemmstoff Acetylsalicylsdure wesentlich geringer.

Die Cyclooxygenase stellt in der kaskadenartigen Verstoffwechselung der Arachidonsdure
das geschwindigkeitsbestimmende Enzym dar. Die Isoformen der Cyclooxygenase katalysie-
ren die Synthese von den Eicosanoid-Metaboliten PGG, und PGH,. Diese Prostanoide sind
Substrate, welche unter anderem durch die Thromboxan-Synthetase zu Thromboxan A,
(ThxA,) metabolisiert werden. ThxA; ist in wissriger Losung sehr instabil. Ein stabiler Meta-
bolit, allerdings biologisch inaktiv, ist das Thromboxan B, (ThxB,), das nach Metabolisation
des ThxA, entsteht.

Die Synthese der Thromboxane ist somit funktionell abhéngig von der COX-Aktivitit.

Giese et al. untersuchten das Vorkommen der Thromboxansynthetase in einer Reihe von Gli-

oblastomen sowie in Astrozyten. Sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene konnte der
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Nachweis der Thromboxansynthetase in der Mehrheit der Gliomzelllinien erbracht werden.
Humane Astrozyten exprimierten hingegen keine mRNA fiir die Thromboxansynthetase. Im-
munhistochemisch wurde die Thromboxansynthetase sowohl im Parenchym der Gliome als
auch in reaktiven Astrozyten, Neuronen und Endothelproliferaten gefunden. Auffallend war,
dass hoch maligne Gliome weniger Thromboxansynthetase exprimierten als niedrig maligne
Tumoren. In undifferenzierten kleinzelligen Glioblastomen waren nur einige Zellen positiv
fiir die Thromboxansynthetase. In Wachstumsuntersuchungen mit dem Thromboxansyntheta-
se-Inhibitor Furegrelat konnte keine signifikante Anderung der Zellproliferation nachgewie-
sen werden (39).

McDonough et al. konnten mittels molekulargenetischer Untersuchung eine Uberexprimie-
rung der Thromboxansynthetase in hoch migratorischen Gliomzellen demonstrieren (81).
Hieraus ergibt sich ein funktioneller Zusammenhang zwischen der Prostanoidexpression und
Migration von Gliomzellen.

Giese et al. konnten eine Korrelation zwischen der relativen ThxB,-Expression und der
Migrationsrate herstellen. Bei der Untersuchung von verschiedenen Thromboxansynthetase-
Inhibitoren konnte gezeigt werden, dass Furegrelat und Dazmegrel die Migration von Gli-
oblastomzellen in vitro hemmen. Nicht-selektive Inhibitoren der Cyclooxygenase, wie Aspi-
sol und Indomethacin, beeinflussten die Migration nicht (39).

Die migrationsgehemmten Zellen zeigten einige Tage nach der Inhibition zunichst eine ver-
minderte Proliferation, die schlieBlich in einen Zelluntergang miindete. Eine Analyse des
Zelluntergangs fiihrte zu der Feststellung, dass es sich hierbei um einen apoptotischen Zelltod
handelte.

Der Einsatz spezifischer Thromboxansynthetase-Hemmstoffe fithrte dabei zu einer Caspase 3-
Aktivierung. Dieser Aktivierung folgte eine DN A-Fragmentation mit anschlieBendem apopto-
tischem Zelltod in den behandelten Gliomzellen.

Auf der anderen Seite kann die durch Thromboxansynthetase-Inhibitoren induzierte DNA-
Fragmentation durch selektive Caspase-Hemmstoffe geblockt werden (131).

Diese Ergebnisse belegen, dass es sich bei der Thromboxansynthetase um einen Schnittpunkt
divergierender Signalkaskaden handelt, der unter anderem die Motilitidt und Apoptose in Gli-
omzellen reguliert.

In Thrombozyten und Blutgefien zeigen Thromboxane und einige Prostaglandine antagonis-
tische Funktionen. Thromboxansynthetase-Inhibitoren verhindern den metabolischen Stoff-

wechsel der zyklischen Endoperoxide in Thromboxane, welches zu einer indirekten Erhohung
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der Spiegel fiir PGE,, PGD,, PGF,4 und PGI, fiihrt (43). In diesem Sinne sind die Cyclooxy-
genase- und Thromboxansynthetase-Funktionen voneinander abhéngig.

Folglich ist es moglich, dass eine Balance zwischen Thromboxanen, Prostaglandinen und
Prostacyclinen ein Teil der Regulation des migratorischen Phéanotyps in Gliomen darstellt.
Veridnderungen des Arachidonsédurestoffwechsels fithren zu Verdnderungen von Prostaglandi-
nen und/oder Thromboxanen. Auf diese Weise konnte das maligne Verhalten von Tumoren

beeinflusst werden.

Die quantitative Auswertung von DNA-Fragmentations-Assays nach Behandlung mit COX-
Inhibitoren im Rahmen dieser Studie ergab eine Apoptoseinduktion. Hierbei wurden selektive
als auch nicht-selektive COX-Inhibitoren eingesetzt. Ahnlich wie die Thromboxansyntheta-
se-Inhibitoren kam es nach Behandlung der Gliome mit den selektiven COX 2-Inhibitoren
Sulindac und Piroxicam zur Apoptose. Im Gegensatz dazu konnte dieser Effekt bei dem nicht-
selektiven COX-Inhibitor Acetylsalicylsdure nicht nachgewiesen werden.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass COX 2-Inhibitoren zu einer induzierten DNA-
Fragmentation in einer Reihe von Gliomzelllinien fiihren, die unabhéngig vom Prostaglandin-
Synthese-Profil der jeweiligen Gliomzellen ist. Dieses ldsst vermuten, dass nicht die absolute
Menge eines Prostaglandins, sondern das Verhiltnis aller Prostaglandine fiir das biologische

Verhalten der Zelllinien bedeutend ist.

In anderen Studien zeigten COX 2-Inhibitoren, wie NS-398, ebenfalls eine starke
Inhibition des Wachstums von Gliomzellen, jedoch nur eine moderate Induktion von
Apoptose (54).

Der Einsatz von Thromboxansynthetase- und COX-Inhibitoren geht mit einer Verdnderung
der Prostanoidsynthese einher. Um auszuschlieBen, dass es konsekutiv zu einer Akkumulation
von Arachidonsidure als Ursache fiir die Apoptose kommt, untersuchten Yoshizato et al. die
direkte Wirkung der Arachidonsédure auf Gliomzellen. Hierbei zeigte sich, dass die Arachi-
donsiure keine Apoptose induziert (131).

Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dass sowohl selektive COX 2-Hemmstoffe
als auch Thromboxansynthetase-Inhibitoren in der Lage sind, in verschiedenen Gliomzellli-
nien Apoptose herbeizufiihren.

Die Induktion von Apoptose durch COX- und Thromboxansynthetase-Inhibitoren beruht da-
bei jedoch vermutlich auf unterschiedlichen Mechanismen. Gestiitzt wird diese Vermutung

durch die Tatsache, dass eine kombinierte Behandlung der zwei Thromboxansynthetase-
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Inhibitoren Furegrelat und Camptothecin einen deutlich synergistischen Effekt beziiglich der
DNA-Fragmentation zeigte. Im Gegensatz dazu fiihrte die kombinierte Behandlung von Fu-
regrelat mit dem selektiven COX 2-Hemmstoff Sulindac oder der Acetylsalicylsdure zu kei-
nem nennenswerten Anstieg der induzierten Apoptose (131).

Eine Co-Behandlung mit COX- und Thromboxansynthetase-Inhibitoren resultierte nicht in
einer Steigerung der DNA-Fragmentation im Vergleich zur Apoptoseinduktion durch Throm-
boxansynthetase-Inhibitoren allein.

Apoptose durch COX- und Thromboxansynthetase-Inhibitoren in Gliomzellen wird demnach
wahrscheinlich durch verschiedene Mechanismen verursacht.

Dies wird weiter unterstiitzt durch die Beobachtung, dass es innerhalb des Arachidonséu-
restoffwechsels die Thromboxansynthetase und nicht die Cyclooxygenase ist, die vorwiegend
die Zellmigration kontrolliert.

Vermutlich stehen die zelluldren Phinomene der Zellmigration und der Apoptose in einem
Zusammenhang. Evan et al. berichten, dass beide Phanomene funktionell abhiingig sind von
der Proliferationsaktivitét einer zelluldren Population (26). In anderen Studien wurde verof-
fentlicht, dass die pro-apoptotische Aktivitidt einer Zelle positiv mit der Proliferationsaktivitit
einer Zellpopulation korreliert (3, 105).

Andererseits werden zunehmend Aussagen getroffen, dass Migration und Proliferation ein
moglicherweise antagonistisches zelluldres Verhalten darstellen. Hoch migratorische Zellen
sind weniger proliferativ und umgekehrt (34, 35, 37, 38). Dieses hat moglicherweise wichtige
Auswirkungen auf die Behandlung invasiver Zellen.

In vivo lieB sich in einer Studie der enge Zusammenhang zwischen der Invasivitdt von Tumo-
ren und der Migrationsfihigkeit darstellen.

Invasion von Tumorzellen ist ein komplexer Prozess, mit dessen Hilfe sich Tumorzellen die
Voraussetzung zur Dissemination schaffen. Initial findet hierbei eine rezeptorvermittelte Ad-
hision der Tumorzelle mit Matrixproteinen statt. Durch tumorsezernierte Proteasen folgt se-
kundir eine Matrixdegeneration. Der hierdurch geschaffene interzellulire Raum verschafft
den invadierenden Tumorzellen die Moglichkeit zur Migration. Aktive Mechanismen wie
Membransynthese, Rezeptor turn-over und Rearrangement der zytoskeletdren Elemente sind
hierfiir erforderlich (36, 41).

Dieser Zusammenhang zwischen Invasivitdt und Migrationsfihigkeit kann somit die Maligni-
tit eines Tumors beeinflussen.

Stellen Migration und Proliferation tatsdchlich antagonistische zelluldre Programme in inva-

siven Gliomzellen dar, konnte dieses darauf hinweisen, dass der invasive Phidnotyp mogli-
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cherweise nicht nur weniger proliferativ ist, sondern diese Fraktion der Tumorzellpopulation
ebenso gegen Induktion von Apoptose bewahrt. Invasive Zellen wiren demnach relativ resis-
tent gegeniiber einer Bestrahlung und Chemotherapie (36).

Um die Beziehung zwischen Migration, Proliferation und Apoptose auch auf molekularer
Ebene darzustellen, fithrten Mariani et al. vergleichende Genexpressionsanalysen von Gliom-
zelllinien durch. Es konnte gezeigt werden, dass in Gliomzellen, die zur Migration stimuliert
werden, Gene, die assoziiert sind mit zelluldrer Proliferation und Apoptose, herunterreguliert
werden. Gleichzeitig wurde festgestellt, dass Gene mit anti-apoptotischen Eigenschaften
hochreguliert werden (77).

In einer darauffolgenden Studie von Mariani et al. wurde eine Uberexpression des death asso-
ciated protein 3 (DAP-3) in invasiven Gliomzellen nachgewiesen. Dap 3 ist ein positiver Me-
diator von IFN-y-, TNF-0- und Fas-induzierter Apoptose (58, 60, 61). Obwohl das vollsténdi-
ge Dap 3-Protein diese proapoptotischen Eigenschaften besitzt, kann das NH,-tragende Ende
in dominierender Weise Schutz vor ionisierender Strahlung, Fas- und Streptonigrin-
induziertem Zelltod vermitteln.

Die Genanalyse wurde in invasiven Glioblastomzellen in vivo und in Gliomzellen mit indu-
ziertem, motilem Phinotyp in vitro durchgefiihrt. Nachdem die Zellen zur Migration aktiviert
wurden, fand sich eine Hochregulation von Dap 3. Gleichzeitig wurden die Zellen resistent
gegeniiber einer Camptothecin-induzierten Apoptose (76).

Dariiberhinaus fiihrte eine Behandlung mit Antisens-DAP-3 zu einer Sensibilisierung von

Gliomzellen gegeniiber Apoptose. Gleichzeitig erniedrigte sich die zelluldre Migrationsrate.

Verglichen mit proliferierenden Tumoren zeichnen sich invasive Gliomzellen in vivo durch
eine erhohte Expression von Genen aus, die mit Migration und einer geringeren apoptotischen
Disposition assoziiert sind. Hemmstoffe des Arachidonsdurestoffwechsel sind in der Lage,
Migration zu blockieren und humane Gliomzellen einer apoptose-induzierenden Therapie
zuginglich zu machen. Diese Tatsache konnte zu einem neuen Konzept einer anti-invasiven
Therapie invasiver Gliomzellen fiihren.

In einer Studie von Jantke et al. wurden mogliche Auswirkungen einer solchen Therapie auf
endotheliale Zellen in vitro und in vivo gepriift. In Kultur befindliche humane Endothelien
zeigten sowohl eine Expression der Thromboxansynthetase als auch beider COX- Isoformen.
Eine Behandlung mit Thromboxansynthetase-Hemmstoffen fiihrte zu einer Hemmung der
Migration von Endothelien in vitro und einer stark gehemmten Formation von Kapillaren. Im

Gegensatz dazu hatte der Einsatz eines nicht-selektiven COX-Hemmstoffes (Acetylsalicylsédu-
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re) und des COX-2-selektiven Hemmstoffes Sulindac nur einen geringen Effekt auf die endo-
theliale Migration. Sulindac zeigte jedoch in Kombination mit Thromboxansynthetase-
Hemmern einen Synergismus. Weiter wurde nachgewiesen, dass Thromboxansynthetase-
Hemmstoffe in Endothelien Apoptose induzieren (53).

Es konnte demonstriert werden, dass intracranielle Tumoren von Miusen ein Volumenverlust
von 70% zeigen, wenn man Furegrelat in die Tumorldsion infundiert. Zusitzlich zeigte sich
ein signifikanter Riickgang der tumordsen Mikrovaskularisation. Es kam wihrend der Studie
zu keiner lokalen oder systemischen, toxischen Wirkung oder einer intracraniellen Blutungs-
neigung (100).

Diese Informationen belegen, dass Hemmstoffe der Thromboxansynthetase die Migration
sowohl in Gliomzellen als auch in Endothelien hemmen. Auf diese Weise kann das zelluldre
Programm migratorischer Zellen so veridndert werden, dass Tumorzellen fiir Apoptose emp-

findlicher gemacht werden.

Hieraus ergibt sich eine interessante Perspektive hinsichtlich einer neuartigen Therapie inva-
siver Gliome.

Der Einsatz dieser Therapie wiirde zum einen Gliomzellen einer konventionellen Behandlung
mit Apoptoseinduktion (Strahlen- oder Chemotherapie) zugédnglich machen und zum anderen

einen anti-angiogenen Effekt haben.
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6. Zusammenfassung

Das maligne Potential der Gliome manifestiert sich in ihrer Eigenschaft zur Invasion und Pro-
liferation. Aufgrund ihres Wachstumsverhaltens besitzen diese Tumoren trotz chirurgischer
Resektion, Radiatio und Chemotherapie eine schlechte Prognose.

Gegenstand heutiger Untersuchungen in der Gliomforschung ist die Wirkung von Eicosanoi-
den auf das zellulire Verhalten des Tumors. Die Metabolite der Arachidonsiure stellen
Schliisselpunkte in der Regulation vieler Zellprozesse wie Proliferation, Adhésion, Migration
und Apoptose dar. Den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt im Arachidonsiurestoffwech-
sel stellt die Cyclooxygenase dar. Es existieren zwei Isoformen dieses Enzyms. Die konstitu-
tionelle Form COX 1 wird von einer Vielzahl an Zelltypen exprimiert und bestimmt die Auf-
rechterhaltung homoostatischer Prozesse. COX 2 hingegen stellt eine induzierbare Form dar,
die auf unterschiedliche Stimuli, wie beispielsweise Entziindungen, Ischdmien und Traumata,
mit einer gesteigerten Prostaglandinsynthese reagiert. Erhohte COX 2-Level lieBen sich aber
auch in verschiedenen Tumorentitédten zeigen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression beider Isoformen in der Mehrheit von Biopsa-
ten aus Gliomen WHO Grad I, II und IV sowie an verschiedenen Glioblastomzelllinien in
Kultur nachgewiesen. Zusitzlich konnte in den meisten Glioblastomen eine Proteinexpression
beider Isoformen gezeigt werden. Immunhistochemische Untersuchungen legten den Schluss
nahe, dass COX 1 mit zunehmender Entdifferenzierung von Astrozytomen vermehrt syntheti-
siert wird. Ferner scheinen Gliome aller Malignitdtsgrade zu einer Hochregulation der
COX 2-Expression zu neigen.

Die Inhibition an unterschiedlichen Stellen der Kaskade des Arachidonsédurestoffwechsels
brachte neue Erkenntnisse iiber die Eigenschaften maligner Gliome. Es konnte gezeigt wer-
den, dass COX-Inhibitoren zu einer reduzierten Proliferation, einer induzierten astrozytdren
Differenzierung sowie zur Apoptose von Gliomzellen fiihren.
Thromboxansynthetase-Inhibitoren sind im Gegensatz zu COX-Inhibitoren in der Lage, die
Migration von Gliomzellen zu hemmen und den invasiven Phédnotyp migratorischer Tumor-
zellen so zu veridndern, dass sie einer medikamenteninduzierten Apoptose gegeniiber sensibler
werden.

Man ist also durch das Eingreifen in den Arachidonsdurestoffwechsel in der Lage, das malig-
ne Potential von Gliomen in vitro zu beeinflussen und unter Umstidnden die Therapierbarkeit
dieser Tumoren mit konventionellen Strategien wie Strahlen- oder Chemotherapie zu verbes-

sern.
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