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Einleitung 1

1. Einleitung
1.1. Hirntumore

Hirntumore sind neoplastische Erkrankungen des Zentralen Nervensystems (ZNS) und
werden eingeteilt in hirneigene Hirntumore, die de novo im Gehirn entstehen, sowie
Metastasen, welche aus fremden Geweben in das Gehirn streuen. Laut der International
Agency for Research on Cancer sind im Jahr 2012 in Deutschland 7116 bdsartige
Hirntumore diagnostiziert worden'. Diese machen einen Anteil von 1,4 % aller malignen
Tumore in Deutschland aus und haben somit eine vergleichsweise niedrige Inzidenz. Das
Robert Koch-Institut beziffert diese flr das Jahr 2010 auf durchschnittlich 8,7 pro 100.000
Menschen, dabei lag die Haufigkeit bei Mannern an einem malignen Hirntumor zu
erkranken bei 9,7 und bei Frauen bei 7,3 pro 100.000 Menschen?®. Die am o&ftesten
diagnostizierte Hirntumorart mit einem Anteil von 36,1 % aller primaren Tumore des ZNS
ist das Meningeom, welches in Uber 90 % der Falle als gutartig klassifiziert wird. Die
zweithdufigste Diagnose stellen die Glioblastome mit 15,4 % aller primaren Hirntumore
dar. Glioblastome gehoéren zu den Gliomen, welche 80 % aller malignen Hirntumore
ausmachen®. Gliome sind aufgrund ihrer morphologischen Ahnlichkeit mit Gliazellen nach
diesen benannt. Zu den Gliazellen gehéren Astrozyten, Oligodendrozyten und
Ependymzellen, deren Funktionen die Aufrechterhaltung des chemischen Milieus fir
Nervenzellen sowie die elektrische Isolation von Axonen beinhalten®. Gliome werden in
Astrozytome, Oligodendrogliome, Ependymome sowie Mischformen, wie z.B.
Oligoastrozytome, eingeteilt, die verschiedene histologische und klinische Charakteristika
aufweisen.

Tabelle 1 WHO-Klassifizierung, Inzidenz und mittlere Uberlebensraten bei Gliomen.

Modifiziert nach Radner et al. (2002), Schlegel et al. (2003), Ohgaki und Kleihues (2005)
und Ostrom et al. (2014)>%7.

- WHO Inzidenz* . -

Tumorentitat Grad | [in % aller Gliome] Mittlere Uberlebensrate
Pilozytisches | 51 9 meistens kurativ
Astrozytom e behandelbar

Diffuses Astrozytom Il 8,9 % 7 - 8 Jahre
Astrozytome :
Anaplastisches m 6.1 % 3 -5 Jahre
Astrozytom
Glioblastom Y 54,7 % 1 Jahr
Oligodendrogliome [- 1l 5,9 % - 10 -
g g , Grad Il: 10 - 16 Jahre
Oligoastrozytome -1l 33% Grad Ill: 2 - 10 Jahre
Ependymome I -1 6,7 % keine zuverlassigen Daten

* Die fehlenden 9,3 % sind sehr seltene Gliome, die nicht eindeutig einer dieser Entitaten
zugeordnet werden kénnen.
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Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) klassifiziert Hirntumore in 4 unterschiedliche
Malignitatsgrade (WHO-Grade I-1V), welche durch ihre histopathologischen Merkmale
bestimmt werden®. Zu diesen Merkmalen gehdren das AusmaR der Zelldifferenzierung,
zelluldre und nukleare Polymorphien, mitotische Aktivitat, mikrovaskulare Proliferation und
Tumorgewebenekrosen®. Dem Glioblastom als dem bdsartigsten Gliom wurde der
Malignitatsgrad IV zugeordnet. Tabelle 1 fasst die Klassifizierung, Inzidenz und
Uberlebensraten der Tumorfamilie der Gliome zusammen.

Die Mehrheit der diagnostizierten Gliome machen Astrozytome, zu denen das Glioblastom
zahlt, mit 74,8 % aus, wohingegen Ependymome, Oligodendrogliome und Oligoastro-
zytome mit nur 15,9 % deutlich seltener diagnostiziert werden. Ependymome entstehen
meistens in der ependymalen Auskleidung des Ventrikelsystems und wachsen entlang
der Ventrikel. Sie machen 6,7 % aller Gliome aus, treten aber bevorzugt im Kindesalter
auf. Bei Kindern unter 3 Jahren liegt die Inzidenz sogar bei 30 % aller Gliome. Bei
Erwachsenen sind Ependymome haufig im Rickenmark lokalisiert, wohingegen sie bei
Kindern meistens infratentoriell am 4. Ventrikel vorkommen.

Oligodendrogliome sind diffus infiltrierende und hoch differenzierte Gliome, die
vorwiegend im Alter zwischen 40-50 Jahren auftreten. In den meisten Fallen sind sie im
Frontallappen lokalisiert, typischerweise in der weillen Substanz, kénnen aber auch die
graue Substanz des Cortex infiltrieren. Trotz ihrer Klassifizierung in die WHO-Grade Il und
Il haben sie meistens eine bessere Prognose als Astrozytome desselben
Malignitatsgrads.

Oligoastrozytome sind diffus infiltrierende Gliome, die neoplastische Zellen mit
astrozytaren und oligodendroglialen Morphologien aufweisen. Diese wachsen entweder
miteinander vermischt oder voneinander getrennt in verschiedenen Lokalisationen. Wie
die Oligodendrogliome treten die Mischgliome haufig im Erwachsenenalter auf und sind
meistens im Frontallappen lokalisiert®.

Die am haufigsten vorkommenden Gliome sind Astrozytome. Das pilozytische Astrozytom
mit dem WHO-Grad | besteht aus differenzierten Tumorzellen, welche langsam und meist
abgegrenzt vom Hirngewebe wachsen®. Es tritt vor allem im Kindes- und Jugendalter auf
und befallt Zerebellum und Mittellinienstrukturen wie z.B. den Nervus opticus und das
Dienzephalon. Wenn eine vollstandige operative Resektion maoglich ist, weisen
pilozytische Astrozytome eine giinstige Prognose auf und sind kurativ behandelbar®.
Diffus wachsende Astrozytome der WHO-Grade Il bis IV weisen eine deutlich schlechtere
Prognose auf, weil sie invasiv wachsen®®. Das diffuse Astrozytom mit dem WHO-Grad ||
tritt vor allem im jungen Erwachsenenalter zwischen 30 und 40 Jahren auf und kann im
gesamten ZNS vorkommen, jedoch vorwiegend in den Gro3hirnhemispharen. Aufgrund

des invasiven Wachstums ist eine vollstandige operative Resektion nicht mdglich, sodass



Einleitung 3

sich haufig Rezidive bilden. Dabei tendieren sie durch Dedifferenzierung der Tumorzellen
zur malignen Progression in hohergradige Astrozytome der WHO-Grade Il und IV. Die
individuelle Prognose wird daher stark von der Schnelligkeit der Rezidivierung und des
progredienten Wachstums beeinflusst, wird aber im Mittel auf 7-8 Jahre beziffert®.
Astrotyome des WHO-Grads lll, welche auch anaplastische Astrozytome genannt werden,
weisen histologisch eine deutlich hdohere Zellularitdt, vermehrte Kernatypien und eine
hohere mitotische Aktivitat auf als die niedriger klassifizierten Astrozytome. Sie kdnnen de
novo oder als Rezidive von diffusen Astrozytomen durch maligne Progression entstehen.
Das mittlere Erkrankungsalter liegt zwischen 40 und 50 Jahren. Mit multimodalen
Therapieansatzen, welche Operation, Strahlen- und Chemotherapie beinhalten, kann die
Uberlebensrate auf 3-5 Jahre verlangert werden. Auch anaplastische Astrozytome kénnen
lokal rezidivieren und sich durch maligne Progression zu Grad |V Astrozytomen
entwickeln®.

Das einzige Astrozytom, das von der WHO mit dem Malignitatsgrad IV klassifiziert wird,
ist das Glioblastom, auf das im folgenden Abschnitt genauer eingegangen wird, weil es

die zentrale Tumorentitat der vorliegenden Arbeit darstellt.
1.1.1. Das Glioblastom (Glioblastoma multiforme)

Glioblastome weisen eine jahrliche Inzidenz von 2,9 pro 100.000 Menschen auf und
stellen mit knapp 55 % die haufigste Subentitat der Gliome dar®°. Mit einer mittleren
Lebenserwartung von 14,6 Monaten haben Glioblastompatienten die schlechteste
Prognose aller GIiompatientenw. Die 2-, 3-, 4- und 5-Jahres Uberlebens-
wahrscheinlichkeiten liegen bei 27 %, 16 %, 12 % bzw. 10 %. Das Glioblastom ist ein sehr
aggressiver Tumor, der durch eine hohe Zelldichte, schnelles Zellwachstum, einen hohen
Grad an dedifferenzierten Zellen, viele Zell- und Kernatypien sowie hohe Invasivitat in
naheliegendes Hirnparenchym charakterisiert ist. Zusatzlich zu den histologischen
Charakteristika von niedriggradigen Astrozytomen werden bei Glioblastomen Gewebe-
nekrosen und/oder vaskulare Proliferation beobachtet, welche als Kriterien fir die
diagnostische Klassifizierung von Glioblastomen essenziell sind®®. In vielen Fallen
streuen die Tumorzellen Uber das Corpus Callosum sogar in die gegeniberliegende
Hirnhemisphare. Diese hohe zellulare Invasivitdt macht eine vollstdndige Resektion des
Tumors unmdglich, sodass sich immer Rezidive bilden. Im Gegensatz zu de novo
entstandenen Glioblastomen, welche primare Glioblastome genannt werden und 90 % all
jener ausmachen, kénnen sich Astrozytome gemalt WHO-Grad [l und Il auch zu
Glioblastomen weiterentwickeln. Glioblastome, die aus solch einer malignen Progression
hervorgehen, werden als sekundare Glioblastome bezeichnet'". Primare Glioblastome

treten typischerweise in hohem Lebensalter zwischen 50 und 70 Jahren auf, wohingegen
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Patienten mit sekundaren Glioblastomen wesentlich jinger sein kdnnen. Histologisch sind
primare und sekundare Glioblastome voneinander nicht zu unterscheiden, jedoch
besitzen beide Arten molekularbiologische Merkmale, die eine Differenzierung

ermoglichen. Diese werden im folgenden Abschnitt dargestellt.
1.1.2.  Molekularpathologie bei Glioblastomen

Die exakten Mechanismen fir die Entstehung von primaren und sekundaren
Glioblastomen sind bisher nicht bekannt, jedoch konnten genetische Mutationen,
Amplifikation und Chromosomanomalien identifiziert werden, die charakteristisch fur
primare und sekundare Glioblastome sind. Bei primaren Glioblastome liegen vor allem
Amplifikationen des Epidermalen Wachstumsfaktor Rezeptor (EGFR) Gens und
Mutationen des Phosphatase und Tensin Homolog (PTEN) Gens vor, wohingegen
sekundare Glioblastome Mutationen der lIsocitratdehydrogenase (IDH) Gene-1 und -2
sowie des Tumorsuppressorgens TP53 aufweisen''. Diese genetischen Verdnderungen
haben Einfluss auf die intrazellulare Signaltransduktion, welche u.a. den Zellzyklus, das
Zellwachstum sowie das Uberleben kontrollieren. Die wichtigsten Driver-Mutationen in der

Entstehung von primaren und sekunddren Glioblastomen sind in Abbildung 1

zusammengefasst.
IDH1/2 Mutation (>85%)
TP53 Mutation (>65%)
v
Grad Il
EGFR Amplifikation (~40%) Verlust Chromosom 19q (~50%) l
PTEN Mutation (20-30%) Grad Il]
Verlust Chromosom 10p (~50%) :
Verlust Chromosom 10q (~70%) Verlust Chromosom 10q (>60%) l
v v

Primires Glioblastom Sekundires Glioblastom Grad IV

Abbildung 1 Genetische und chromosomale Veranderungen in der Entstehung von
primaren und sekundaren Glioblastomen. Modifiziert nach Ohgaki & Kleihues (2009,
2013) und Hegi & Stupp (2013)"""3.

Das EGFR Gen ist in Uber 40 % der primaren Glioblastome amplifiziert und fuhrt durch die
hiermit einhergehende Uberexpression des Wachstumsfaktorrezeptors zu erhdhter
Zellproliferation und -migration sowie zur Inhibition der Apoptose''®. In einem Drittel der
Glioblastome mit EGFR Amplifikation findet sich aulerdem eine mutierte konstitutiv aktive

Deletionsvariante, welche EGFRvIIl genannt wird und unkontrolliert Wachstums- und
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Uberlebenssignale Uber den darunter geschalteten Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K-)
Signalweg sendet'®"". Dieser Effekt der unkontrollierten Aktivierung des PI3K-Signalwegs
wird durch die Mutation oder den chromosomalen Verlust von PTEN auf Chromosom 10
verstarkt, welche in ca. 25 % bzw. ca. 70 % aller primaren Glioblastome vorkommt'®°,
Das PTEN Gen codiert einen intrazellularen Regulator, der phosphorylierte Substrate des
PI3K-Signalwegs dephosphoryliert und somit deaktiviert.

In sekundaren Glioblastomen konnen PTEN Mutationen ebenfalls identifiziert werden,
jedoch zu einem sehr viel geringeren Anteil (<10 %). Fur eine prazisere Unterscheidung
von primaren und sekundaren Glioblastomen, ist eine Untersuchung des IDH Gens von
groRerer Bedeutung. Es codiert ein zentrales Enzym des Zitratzyklus, welches in ca. 80 %
aller Astrozytome, Oligoastrozytome und Oligodendrogliome der Grade Il und Ill sowie
sekundéren Glioblastomen mutiert ist’®??. Die Beobachtung, dass IDH Mutationen in
niedriggradigen Astrozytomen, Oligodendrogliomen und Oligoastrozytomen, aber nicht in
primaren Glioblastomen auftreten, Idsst vermuten, dass diese Tumorentitdten dem
gleichen IDH-mutierten Ursprungszelltyp entstammen?®. Wohingegen fiir die Entstehung
von Oligodendrogliomen der gleichzeitige (Teil-)Verlust der Chromosomarme 1p und 19q
als Folgemutationen identifiziert wurden, ist in diffusen und anaplastischen Astrozytomen
haufig die Mutation des Tumorsuppressorgens TP53 zu beobachten'?. Diese Mutation
kommt in Uber zwei Drittel der sekundaren Glioblastome vor, wohingegen sie nur in einem
Viertel der primaren Glioblastome auftritt**?. Der mutierte Transkriptionsfaktor p53 ist
dadurch nicht mehr fahig an die DNA zu binden und die Transkription von p21 zu
induzieren, welches den Zellzyklus zwischen G- und S-Phase reguliert. Folglich fihrt
auch diese Mutation zu unkontrolliertem Wachstum der Zelle. In pilozytischen
Astrozytomen (WHO Grad I), die sich histologisch von den héhergradigen Astrozytomen
durch ihr langsameres und weniger diffuses Wachstum unterscheiden, ist der wichtigste
diagnostische Marker eine Mutation oder Fusion des BRAF Gens, welche in 80 % dieser
Astrozytome vorkommt?*?’.

Trotz diverser genetischer Unterschiede, die eine Diskriminierung zwischen primaren und
sekundaren Glioblastomen ermdglichen, teilen tUber 60 % beider Entitaten den (Teil-)
Verlust des Chromosomarms 10g°®%. Diese Deletion betrifft jedoch nicht den Lokus auf
dem PTEN codiert ist, sodass hier andere Gene an der Entstehung von Glioblastomen
beteiligt sein kdnnen, die bisher noch nicht identifiziert wurden.

Diese und weitere molekularpathologische Unterschiede bei primaren und sekundaren
Glioblastomen ermdoglichen nicht nur eine genauere Diagnose und Stratifizierung der
Patienten, sondern auch verschiedene experimentelle Therapieansatze, die zusatzlich zur

Standardtherapie eingesetzt werden kénnen.
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1.1.  Behandlungsoptionen bei Glioblastomen
1.1.1. Standardtherapie

Glioblastome gehoéren zu den nicht heilbaren Tumorerkrankungen und kénnen bisher nur
palliativ behandelt werden, jedoch hat sich die Uberlebensrate seit den 70er Jahren
immerhin von ca. 3 auf 14 Monate verlangert®™. Die Grundlage der Therapie besteht aus
einer moglichst vollstandigen operativen Resektion des Tumors. Eine retrospektive Studie
der Klinik fir Neurochirurgie des M.D. Anderson Cancer Center in Houston ergab, dass
eine Resektion der Tumormasse von 98 % oder mehr die mediane Uberlebensrate um
4 Monate erhdht im Vergleich zu einer Resektion von weniger als 98 %®. Eine
vollstandige Resektion ist aufgrund des invasiven Wachstums von Glioblastomen jedoch
nicht moglich, auRerdem wird der operative Eingriff von der Lokalisation des Tumors
limitiert. Damit neue neurologische Defizite vermieden werden koénnen, sollte die
Protektion von funktionell wichtigen Hirnregionen hdhere Prioritdt genielen als eine
moglichst radikale Operation®. Eine weitere signifikante Steigerung der mittleren
Uberlebensrate von 3 auf 8 Monate erfolgte durch die Einflihrung einer postoperativen
fraktionierten Strahlentherapie®**
Chemotherapeutika der Familie der Nitrosoharnstoffe (ACNU, BCNU, CCNU) lange Jahre

zusatzlich zur Strahlentherapie verwendet wurden, flhrten diese nur zu marginalen

. Obwohl systemische oder lokale Behandlung mit

Therapieerfolgen®. Erst die simultane adjuvante Behandlung mit dem Zytostatikum
Temozolomid (TMZ) erhéhte die mittlere Uberlebensrate nochmals deutlich auf derzeit
knapp 15 Monate®. Die zytotoxische Wirkung von Temozolomid beruht auf der Stérung
der zelluldren DNA-Replikation, indem es Guanin zu O°®-Methylguanin methyliert und
dadurch die Bindung mit der komplementaren DNA-Base Cytosin verhindert. Das
Reparaturenzym O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) beseitigt diese
Methylgruppe von Guanin und kann somit dem therapeutischen Effekt von TMZ
entgegenwirken. Eine vorherige Untersuchung der Promotormethylierung des MGMT-
Gens hat daher einen pradiktiven Wert fur die Behandlung mit TMZ. Bei einer
Methylierung des MGMT-Promotors ist das Gen epigenetisch inaktiviert, sodass die
Wirkung von TMZ durch MGMT nicht beeinflusst werden kann. Unmethylierter MGMT-
Promotor, d.h. aktiviertes MGMT-Gen, kann zu einer intrinsischen Resistenz gegen TMZ
fihren®-3,

Nach erfolgreicher Anwendung der derzeitigen Standardtherapie kommt es jedoch in den
meisten Fallen innerhalb eines Jahres zur Rezidivbildung, der entweder mit erneuter
Standardtherapie entgegengewirkt werden kann oder mit der Verwendung von
experimentellen Behandlungsmethoden. Diese umfassen z.B. den Einsatz von

Antikérpern und niedermolekularen Wirkstoffen (,small molecules®) fir die Blockierung
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von wichtigen Signaltransduktionswegen. Mogliche Zielstrukturen sind
Wachstumsfaktoren sowie deren Rezeptoren und betreffen unter anderem die
BlutgefaBneubildung (Angiogenese). Andere aktuell stark diskutierte Behandlungs-
methoden befassen sich mit der Immuntherapie von Gliomen. Dabei wird versucht das
Immunsystem so zu modulieren, dass der Tumor beseitigt wird und einer Rezidivierung
durch das sogenannte ,immunologische Gedéchtnis“ vorgebeugt wird®’. Unter anderem
werden hierfir autologe T-Zellen ex vivo mit Tumorzellen kultiviert, um gegen die
Tumorzellen gerichtete T-Zellen zu expandieren. Ein weiteres immuntherapeutisches
Verfahren versucht das Immunsystem mittels Vakzinierung mit Tumor-assoziierten

Antigenen gegen den Tumor zu richten.
1.1.2. Weitere Behandlungsmethoden
1.1.2.1.  Angiogeneseinhibitoren

Mit dem Begriff Angiogenese bezeichnet man das Wachstum von Blutgefalen durch
Sprossung aus bereits existierenden Gefallen. Im Laufe des Wachstums von soliden
Tumoren kommt es zu einem Punkt, an dem das BlutgefalRnetz den Tumor nicht mehr
ausreichend versorgen kann, sodass dieser hypoxisch also mit Sauerstoff unterversorgt
ist. Daraufhin sezernieren unterversorgte Tumorzellen verschiedene Botenstoffe, welche
die BlutgefalRbildung in hypoxische Tumorregionen stimulieren, ein Mechanismus der
,angiogener switch“ genannt wird®®*°. Der zentrale Botenstoff fiir Angiogenese ist der
Vaskulare Endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF)-A, der an den VEGF-Rezeptor
(VEGFR) auf Endothelzellen bindet und in diesen migrations- und proliferations-
induzierende Prozesse aktiviert. In Glioblastomen konnten diese Molekile 1992
nachgewiesen werden®. Die publizierten in situ Untersuchungen zeigten, dass
Gliomzellen VEGF und die dazugehoérigen Tumorendothelzellen den VEGFR exprimieren.
Die Mehrheit der Angiogeneseinhibitoren blockiert den VEGF Signalweg, dazu gehdéren
verschiedene niedermolekulare Wirkstoffe, die in klinischen Studien bisher jedoch
enttduscht haben*'. Vielversprechendere Ergebnisse wurden mit dem monoklonalen
Antikérper Bevacizumab (Avastin) erzielt, welcher 2009 von der Food and Drug
Administration (FDA) in den USA fir die Behandlung von rezidivierenden Glioblastomen
zugelassen wurde. Bevacizumab bindet VEGF und inhibiert dadurch dessen Interaktion
mit dem VEGFR. Jedoch kdnnen sich schon nach wenigen Monaten Resistenzen gegen
die antiangiogene Behandlung entwickeln, z.B. indem die Tumorzellen invasiv entlang

bereits vorhandener BlutgefiRe migrieren*?*3,

In zwei Phase Ill Studien zeigte
Bevacizumab keine zusatzliche Verbesserung zur Standardtherapie bei neu

diagnostizierten Glioblastomen, wohingegen die Anzahl der beobachteten Neben-
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44,45

wirkungen anstieg Somit wird der Einsatz von Angiogenesinhibitoren fur die

Behandlung von Glioblastomen bisher als umstritten angesehen.
1.1.2.2. Signaltransduktionsinhibitoren

Wichtige Glioblastom-assoziierte Signalwege kdénnen entweder intrazellular oder auf der
Ebene von Tyrosinkinaserezeptoren blockiert werden. Der PI3K- und der mitogen-
aktivierte Proteinkinasen (MAPK)-Signalweg z.B. sind wichtige intrazellulare Transmitter
von Tyrosinkinaserezeptoren, welche die Proliferation, Migration und Apoptose regulieren.
Tyrosinkinaserezeptoren, wie z.B. der EGFR oder VEGFR, kénnen sowohl intrazellular
mittels niedermolekularer Wirkstoffe als auch extrazellular mithilfe von Antikérpern
blockiert werden.

Der EGFR, der in 40 % der primaren Glioblastomen amplifiziert vorliegt, ist ein zentrales
therapeutisches Ziel fur die Behandlung von Glioblastomen. Die niedermolekularen
Therapeutika Erlotinib und Gefitinib, welche die Tyrosinkinase des EGFR intrazellular
blockieren, haben bei Glioblastomen in verschiedenen klinischen Studien jedoch allenfalls
geringe Wirksamkeit bewiesen, obwohl diese im Gegensatz zu Antikdrpern leichter die
Bluthirnschranke passieren sollen (siehe Abschnitt 1.4) und auch die mutierte Variante
EGFRUVIIl inhibieren kdnnen®. In klinischen Studien mit EGFR-Antikdrpern konnte
ebenfalls keine Verbesserung der Standardtherapie erzielt werden. So konnten z.B. fir
den Antikérper Nimotuzumab keine signifikanten Verlangerungen der progressionsfreien
und allgemeinen Uberlebenszeit bei neu diagnostizierten Glioblastomen beobachtet
werden?’. Besonders EGFRUvIIl-spezifische Therapeutika wecken groRe Hoffnungen fiir
die Behandlung von Glioblastomen, weil durch die hohe Tumorselektivitat die Neben-
wirkungen fiir gesundes Gewebe verringert werden sollen. So zeigten Sampson et al. in
einer Phase Il Studie bei EGFRVvlll-positiven Glioblastomen, dass eine Impfung mit einem
Peptid, welches ein EGFRUvIII-Epitop beinhaltet, sicher ist und die spezifische Immun-
abwehr gegen EGFRUVIIl-positive Glioblastomzellen aktiviert*®. Diese Impfung, die nach
Strahlentherapie verabreicht wurde, verlangerte die allgemeine Uberlebenszeit signifikant
von 15 auf 26 Monate im Vergleich zur Kontrollgruppe, die chemotherapeutisch behandelt
wurde. Des Weiteren konnten in immunhistologische Untersuchungen keine EGFRulII-
positiven Tumorzellen in Rezidiven beobachtet werden. Jedoch kénnen von dieser
Behandlung nur Patienten mit EGFRuvlll-positiven Gliomen profitieren. So zeigt diese
Studie, dass eine molekulargenetische Stratifizierung der Patienten bei selektiven
Zielstrukturen nétig ist, um die Wirkung spezifischer Inhibitoren besser vorherzusagen und

Behandlungsergebnisse zu verbessern*®®".
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1.2.  Insulin-like Growth Factor Signalweg

Der Insulin-like Growth Factor Signalweg ist, wie der Name sagt, eng mit dem Insulin
Signalweg verwandt. Der Insulin Rezeptor (IR) und der Insulin-like Growth Factor-1
Rezeptor (IGF-1R) sind tetramere Tyrosinkinaserezeptoren, die je aus zwei a- und zwei -
Kette bestehen. Der IR tritt in der vollstdndigen Isoform, dem IR-B, und in der alternativ
gespleitten Isoform IR-A auf, welchem die Aminosauren fehlen, die durch Exon 11 codiert
sind. Die klassische Funktion der Blutzuckerregulation wird hauptsachlich durch den IR-B
vermittelt, der primar in der Leber, den Muskeln und im Fettgewebe exprimiert wird. Der
IR-A wird vor allem in foetalen Geweben und in Krebszellen exprimiert und aktiviert
Wachstumsprozesse. Die Insulinrezeptoren und der IGF-1R sind auf Ebene der
Aminosauresequenz zu (ber 50 % homolog®?, sodass auch Hybridrezeptoren zwischen

ihnen gebildet werden kdnnen (Abb. 2).

nmol pro L 0.1-1.5 0-35 80-130

Serum
[IGF F— (1GFBPs ) —] [IGFI F—(IGF2R

SwRARY

l L: ‘L;_nz_a"lftransduktionsmas-;_i;' :_J J

Abbildung 2 Die Hauptkomponenten des Insulin- und IGF-Signalwegs. Modifiziert nach
Pollak (2012) und Pandini et al. (2002)>***.

Insgesamt existieren sechs verschiedene homodimere und heterodimere Rezeptoren:
IR-A/IR-A, IR-B/IR-B, IGF-1R/IGF-1R und die Hybridrezeptoren. Die homo- und
heterodimeren |IGF-1 Rezeptoren sind ebenfalls Mitogenrezeptoren bis auf den
Hybridrezeptor IGF-1R/IR-B, der metabolische Signale vermittelt. Neben dem IGF-1R
existiert auch der IGF-2 Rezeptor, welcher mit hoher Affinitdt den entsprechenden
Liganden IGF-2 bindet, aber keine Tyrosinkinasefahigkeit aufweist. Es wird vermutet,
dass seine Funktion unter anderem darin besteht, die Aktivitat von IGF-2 durch
lysosomale Degradierung zu reduzieren®**>%’,

Zu den Liganden des IGF-Signalwegs gehoéren die Peptidhormone IGF-1 und IGF-2, die

eine Sequenzhomologie von 62 % zueinander und von ca. 40 % zu Insulin aufweisen®.
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Der Ligand IGF-1 bindet mit hoher Affinitdt an homo- und heterodimere IGF-1-
Rezeptoren®. Er wird vor allem wahrend der Pubertdt exprimiert, um systemisches
Wachstum zu stimulieren. Dabei flhrt die Ausschittung des Wachstumshormons
Somatropin in der Hypophyse zu der Produktion von IGF-1 in der Leber, welches tber die
Blutzirkulation in die Zielgewebe gelangt und dort seine mitogene Wirkung entfalten
kann®®. Zusétzlich findet auch auto- und parakrine Signalgebung in adulten Geweben
statt. IGF-1-vermittelte Signaltransduktion ist im Erwachsenenalter weiterhin aktiv, jedoch
nimmt die Konzentration an zirkulierendem IGF-1 im Blut mit zunehmendem Alter ab®.
IGF-2 hingegen wird vor allem in der pranatalen Entwicklung exprimiert, wahrend derer es
das embryonale Wachstum stimuliert®’. Auch IGF-2 hat eine sehr hohe Affinitit zu homo-
und heterodimeren IGF-1 Rezeptoren, jedoch bindet es aulRerdem den homodimeren
IR-A, welcher ebenfalls vorwiegend in pranatalen Geweben exprimiert wird. Eine weitere
Uberschneidung des Insulin- und IGF-Signalwegs kann durch Bindung von Insulin an den
Hybridrezeptor IGF-1R/IR-A erfolgen, wenn die Insulinkonzentration superphysiologische
Werte erreicht™.

Reguliert wird der IGF-Signalweg von 6 verschiedenen IGF-Bindungsproteinen (IGFBP),
die mit unterschiedlich hohen Affinitaten die IGF-1R-Liganden binden. Mit der Bindung der
Liganden modulieren sie ihre Aktivitdt, indem sie den Transport vom Blut in periphare
Gewebe ermoglichen, die Halbwertszeit der Liganden verlangern oder die Interaktion mit
dem IGF-1R inhibieren oder erleichtern®. Zirkulierende IGFBP-Proteasen schneiden die
IGF-Bindungsproteine proteolytisch und verringern dadurch die Affinitat des Liganden, um
diese fir den IGF-1R oder andere IGFBP verfigbar zu machen. Diese durch Proteolyse
entstandenen IGFBP-Fragmente kdénnen auch direkte IGF-unabhéngige Effekte haben®.
Nach erfolgreicher Bindung von IGF-1 oder -2 an die a-Ketten des homo- oder hetero-
dimeren IGF-1R kommt es zu einer Konformationsanderung des Rezeptors. Die B-Ketten
nahern sich einander, sodass die Tyrosinreste an den Positionen 1131, 1135 und 1136
der Aminosaurekette autophosphoryliert werden®. Dies fiihrt zur Aktivierung der
intrinsischen Tyrosinkinase, die weitere Tyrosinreste phosphoryliert, welche als Bindungs-
stellen fir verschiedene Rezeptorsubstrate fungieren (Abb. 3).

Einer der wichtigsten Tyrosinreste ist an Position 950 der Aminosaurekette, welche die
Adapterproteine Insulinrezeptorsubstrat (IRS) 1-4 sowie Shc (Src homology 2 domain
containing)-transfomierendes  Protein bindet, welche Phosphorylierungskaskaden
auslésen®. Phosphoryliertes IRS-1 kann den Phosphoinositid-3-Kinase-Signalweg
aktivieren, indem es die regulatorische Untereinheit p85 der PI3K anregt. Dies fuhrt zur
Phosphorylierung des zentralen Signalproteins AKT (Proteinkinase B), welches einerseits
das pro-apoptotische Protein BAD inhibiert und dadurch das Zelliberleben erhoht,

andererseits mittels Aktivierung von mTOR und der p70 S6-Kinase die Proteinsynthese
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induziert und damit Wachstum und Proliferation férdert. Gleichermalien kann das
Adapterprotein Shc die MAPK-Signaltransduktion aktivieren, indem in einer weiteren
Phosphorylierungskaskade die Kinasen Ras, Raf, MEK 1/2 und ERK 1/2 phosphoryliert
werden, die ebenfalls Zellwachstum und -proliferation induzieren®®.

Wachstumsfaktoren, ihre Rezeptoren und die dazugehdrigen intrazellularen Signal-
transduktionswege sind in vielen Tumorentitaten Uberexprimiert oder mutiert, sodass
Wachstums- und Uberlebenssignale unkontrolliert vermittelt werden. In den folgenden
Abschnitten soll die Rolle des IGF-1 Signalwegs in der Onkologie im Allgemeinen und in

Gliomen im Speziellen erlautert werden.

o N
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Abbildung 3 Signaltransduktion des IGF-1R. Nach erfolgreicher Ligandenbindung
werden als Hauptsignalwege der PI3K-AKT- sowie der MAPK-Signalweg aktiviert, welche
zu Zellwachstum und -proliferation sowie zu verringerter Apoptose flhren. Modifiziert
nach Gallagher et al. (2010)%".

1.2.1. Bedeutung des IGF-Signalwegs in der Onkologie

Im Gegensatz zu Insulin, welches fast ausschlieBlich von (-Zellen in der
Bauchspeicheldriise produziert wird und durch das Blut transportiert wird, werden IGF-1
und -2 neben der Leber auch in anderen Geweben und vermehrt in Tumoren exprimiert®®.
Es gibt verschiedene Ursachen, die dazu fliihren kénnen, dass Komponenten des IGF-
Signalwegs von neoplastischen Zellen Uberexprimiert werden. Zum einen unterliegt das
Igf2 Gen genomischem Imprinting, d.h. das maternale Allel ist stillgelegt. Wenn diese
epigenetische Modifikation verloren geht, liegen beide Allele aktiv vor und es kommt zur
Uberexprimierung von IGF-2. Entdeckt wurde dieses Phianomen in einem Nephroblastom,

69,70

einem Nierentumor im frihen Kindesalter und als potenzieller Marker fir kolorektale

Karzinome”". Eine weitere haufige Ursache fiir die Uberaktivierung des IGF-Signalwegs
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kann im Verlust oder der Mutation von Tumorsuppressorgenen liegen. Der Wildtyp des
Transkriptionsfaktors p53 (TP53) hat z.B. eine inhibitorische Wirkung auf die Expression
von IGF-1R und IGF-2%"™, Wenn p53 wie in ca. 50 % aller Tumore mutiert ist, dann kann
es zu einer Uberaktivierung des IGF-Signalwegs kommen. Gleichermafen verhalt es sich
mit dem Transkriptionsfaktor und Tumorsuppressor PTEN, welcher IGF-1R, IGF-1 und
IGF-2 in einer Vielzahl von humanen und murinen Krebszellen herunterregulieren
kann’>’®, Des Weiteren wurde beobachtet, dass der IR-A, der normalerweise nur von
foetalen Zellen exprimiert wird, in Brust-, Kolon- und Lungenkarzinomen (berexprimiert
wird’’. Diese Tumorzellen haben den Wachstumsvorteil, dass sie durch IGF-2 stimuliert
werden konnen, dem IGF-1R-Liganden mit der héchsten Konzentration im Blut.

Wegen des stimulierenden Effekts auf das Wachtsum von Tumorzellen wird vermutet,
dass die Konzentration an zirkulierendem IGF mit dem Krebsrisiko korrelieren kann.
Individuen mit Akromegalie, die hohe Konzentrationen Somatropin und IGF-1 im Blut
aufweisen, sollen ein erhéhtes Risiko besitzen an Kolon-, Brust- und Prostatakrebs zu
erkranken’®. Dementsprechend wurde publiziert, dass Menschen mit Laron-Syndrom, die
eine Somatropininsensitivitdt und deshalb verringerte IGF-1 Werte besitzen, im
Gegensatz zu ihren gesunden Verwandten ein geringeres Risiko haben an Krebs zu
erkranken’®®. In weiteren epidemiologischen Studien konnte beobachtet werden, dass
erhdhte IGF-Konzentrationen sowie verringerte IGFBP-3 Werte mit einem erhdhten

818 Trotz dieser

Brust-, Prostata-, Lungen- und Kolorektalkrebsrisiko korrelieren
epidemiologischen Zusammenhange existieren auch widersprichliche Daten zur
Relevanz des |IGF-Signalwegs in malignen Tumoren. In immunhistologischen
Untersuchungen von 210 Brustkrebspraparaten wurde zwar in 44 % der Tumore eine
Uberexpression des IGF-1R beobachtet, jedoch korrelierte diese nicht mit prognostischen
Parametern wie z.B. der TumorgréRe, dem Lymphknotenstatus oder dem histologischen
Grad®. In einer anderen Studie konnte eine prognostische Funktion des IGF-1R gezeigt
werden®®. Oestrogenrezeptor-negative und |IGF-1R-positive Mammakarzinome hatten
dabei eine schlechtere Prognose als doppelt negative Tumore. Fir Prostatatumore
existieren ebenfalls widersprichliche Ergebnisse zum Einfluss des IGF-1R und
Tumorprogression. Bei benignen und malignen Tumoren konnte keine Korrelation
zwischen der Expression von Komponenten des IGF-Systems und dem Tumorgrad oder
der perineuralen Invasion beobachtet werden®. Diese Beobachtung wurde in einer
anderen Studie angefochten, bei der gezeigt wurde, dass die Expression von IGF-1R in
malignen Prostatatumoren und Knochenmetastasen hoher ist als in benignen
Tumorgeweben®. Diese kontroversen Daten zeigen, dass der IGF-Signalweg nur bedingt
als prognostischer Biomarker fur die Therapie von bestimmten Tumorentitaten

herangezogen werden kann. Zusatzlich zur Erhdéhung der Proliferation und der
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Reduzierung der Apoptose hat der IGF-Signalweg auch Einfluss auf die
Tumorangiogenese, Migration und Invasion von Tumorzellen, Radio- und Chemoresistenz
sowie auf die Entwicklung und Versorgung von Tumorzellen mit Stammzell-
eigenschaften®.

In mehreren Tumorzelllinien, wie z.B. Schilddriisen-, Kolon- und Pankreaskarzinomzellen,
konnte nachgewiesen werden, dass IGF-1 die Expression von VEGF in vitro aktiviert,
welches der wichtigste angiogene Faktor fiir Endothelzellen ist®?. In weiteren Studien
mit kultivierten Zellen konnte ebenfalls eine IGF-induzierte Expression des hypoxischen
Transkriptionsfaktors Hypoxia-Inducible Factor (HIF)-1a beobachtet werden, welcher die
Expression von VEGF und weiteren angiogenen Zytokinen reguliert®™. Umgekehrt wurde
in vivo und in kultivierten Tumorzellen beobachtet, dass Stressfaktoren wie Hypoxie und
Glukosearmut auch Einfluss auf die Expression von IGF-1 und -2 sowie IGF-1R

%9  Des Weiteren fordert IGF-1 die Motilitit von Endothelzellen und die

haben
Differenzierung von Progenitorzellen zu Endothelzellen, beides wichtige Voraussetzungen
fir die BlutgefaRneubildung®®'®. Endothelzellen sprechen auf Stimulation mit IGF-1 an,
weil Endothelzellen von MakrogefaRen und Kapillaren den IGF-1R exprimieren''.
Autokrine Signalgebung findet jedoch kaum statt, weil die Expression von IGF-1 in
Endothelzellen sehr gering ist'%2.

Das Migrationsverhalten sowie die Invasion von Tumorzellen werden ebenfalls vom IGF-
Signalweg beeinflusst. In mehreren Studien induzierte die Aktivierung des IGF-1R die
Synthese der Matrix-Metalloprotease (MMP)-2, welches zu einer erhdhten Invasion von
kultivierten Tumorzellen in dreidimensionalen Substraten fiihrte'®'% In Brustkrebszellen
steigerte IGF-1 die Aktivitit von MMP-9 und erhohte dadurch die Migration in vitro'®.
Diese Assoziation des IGF-Signalwegs mit erhéhter MMP-Expression wurde nur in der
H-ras-transformierten Tumorzelllinie C3 beobachtet, welche durch eine hohe Malignitat
und Metastasenbildung charakterisiert ist, jedoch nicht in der morphologisch
untransformierten Zelllinie NR3, die nur benigne Tumore in vivo bildet'®. Somit wird in
dieser Publikation ein Bezug zwischen dem IGF-Signalweg und der Malignitat von
Tumoren hergeleitet.

Tumorzellen, die solch ein erhdhtes Migrationspotenzial aufweisen, sind die sogenannten
Tumorstammzellen, welche u.a. im Verdacht stehen, fir die Metastasierung und
Rezidivierung von Tumoren verantwortlich zu sein'®. Die Gruppe um Sean Bendall hat
beobachtet, dass IGF-2 die Entwicklung und Selbsterneuerung von human embryonalen
Stammzellen férdert'”. In neuralen Stammzellen wurde beobachtet, dass bei Hypoxie der
Notch-Signalweg die Expression des Transkriptionsfaktors Oct-4 induziert, welcher

t1 08

essenziell fur die Erhaltung von Stammzellcharakteristika ist™. In Lungenkrebszellen

konnte beobachtet werden, dass die |GF-abhangige Signaltransduktion diese Notch-
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Signalgebung induziert und dadurch das Uberleben der Tumorzellen in Hypoxie erhht'®.
Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass die Erhaltung von Stammzelleigenschaften
unter hypoxischen Bedingungen von der umgebenden Stammzellnische und vom IGF-
Signalweg beeinflusst wird. Zudem erh6ht IGF-1 die Proliferation von kultivierten
Tumorstammzellen aus Kolorektal-, Leber- und Schilddriisenkarzinomen''%""2, Wie oben
bereits erwahnt hat p53 eine inhibitorische Wirkung auf den IGF-1R. Andererseits
induziert der IGF-Signalweg die Phosphorylierung und Inaktivierung von p53, was zur
Folge hat, dass die Suppression der flir Stammzellen wichtigen Transkriptionsfaktoren
Oct-4 und Nanog aufgehoben wird"">.

Der IGF-Signalweg reguliert Prozesse, welche Radio- und Chemoresistenzen erhthen
konnen und kann dadurch die Prognose von Tumorpatienten ebenfalls beeintrachtigen. In
Brustkrebszellen wurde der zytostatische Effekt von Chemotherapeutika durch die IGF-1-
abhangige Erhdhung des MAPK-Signalwegs aufgehoben'. In dieser Studie konnte
ebenfalls beobachtet werden, dass apoptotische Prozesse durch die Aktivierung des
PI3K-Signalwegs reduziert wurden. Weitere Untersuchungen in Brustkrebszellen lassen
einen Zusammenhang zwischen IGF-1 und Radioresistenzen vermuten. Bestrahlte MCF-
7-Zellen Uberexprimierten IGF-1, welches durch autokrine Signalgebung die Expression
des sezernierten Proteins Clusterin aktivierte und deswegen die strahlenabhangige
Apoptose hemmte''®. Durch die Zugabe des inhibitorischen IGFBP-3 wurde bekraftigt,
dass die erhdhte Expression von Clusterin und die verringerte Apoptose IGF-abhangig
waren. In einer anderen Studie wurde beobachtet, dass Prostatakrebszellen in vitro durch
Inhibition des IGF-1R gegeniiber Bestrahlung sensitiviert wurden'®. Es wurde eine
Assoziation des IGF-Signalwegs mit Proteinen aufgezeigt, welche Doppelstrangbriiche in

der DNA reparieren.
1.2.2. Bedeutung des IGF-Signalwegs in Hirntumoren

Die Isolation von IGF-1 mRNA aus postnatalen Rattenhirnen'”” und die Entdeckung der
Kolokalisation mit IGF-1R mRNA'"® fiihrte friih zu der Annahme, dass auto- und parakrine
IGF-Signalgebung fiir die Entwicklung des Gehirns benétigt wird'"®. Immunfarbungen
ergaben, dass wahrend der Embryogenese und postnatalen Entwicklung von Ratten
IGF-1 von Neuronen im Mittelhirn, Hippocampus und der GroRhirnrinde exprimiert wird'?.
In adulten Tieren verringert sich die Anzahl an immunreaktiven Zellen jedoch im Vergleich
zu jungen postnatalen Ratten. IGF-2 mRNA hingegen wird von der frihen Embryogenese
bis in adulte Stadien gleichmaRig hoch exprimiert und zwar nicht in neuronalen Geweben,
sondern vor allem im Plexus choroideus, in dem der Liquor produziert wird, in den
Meningen und in der Adventitia von BlutgefaRen'®'. Die Expression des IGF-1R ist weit

verbreitet in Rattenhirnen und findet vor allem in Neuronen und Astrozyten statt'??. Nach
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Abschluss der Embryogenese reduziert sich das breite Expressionsmuster, bleibt aber in
den Meningen und der vaskularen Adventitia von adulten Ratten weiterhin bestehen. Eine
grol’e Anzahl an in vitro Analysen zeigte, dass IGF-1 ein pleiotroper Faktor ist, welcher
die Proliferation und Differenzierung von Astrozyten, Oligodendrozyten, Neuronen und
adulten neuralen Stammzellen fordert sowie den Auswuchs von Neuriten anregt''®2%12¢,

Aufgrund der Bedeutung des IGF-Signalwegs fir die Entwicklung des zentralen
Nervensystems wurde vermutet, dass eine Stérung dessen zu Malignitat fihren konnte.
So fuhrten Expressionsanalysen zu der Beobachtung, dass Komponenten des IGF-
Signalwegs in Tumoren des ZNS Uberexprimiert sind, u.a. in niedriggradigen Gliomen,

Glioblastomen, Ependymomen und Meningiomen'"'?

. Im Vergleich zu Normalhirn-
proben war in Glioblastomgewebeproben die mRNA von IGF-1R und den Liganden
Uiberexprimiert'?'.  Immunhistochemische Vergleichsanalysen von niedriggradigen
Gliomen und Glioblastomen demonstrierten eine positive Korrelation zwischen der
Expression von IGF-1, IGF-1R und dem WHO-Grad''. In dieser Untersuchung wurde
ebenfalls beobachtet, dass die IGF-1 Expression mit dem Proliferationsindex korrelierte
und dass in perivaskularen Bereichen die IGF-1 Immunreaktivitadt am Intensivsten war. Bei
Untersuchungen der IGF-2 mRNA an foetalen Hirnen und Gliomen lag das Ausmal} der
Uberexpression zwischen einer 5- bis 50-fachen Erhéhung in 4 von 4 Gliomen'. Diesen
Expressionsanalysen stehen aber auch widersprichliche Studien glialer Tumore
gegenuber, in denen keine Expression der IGF-1R-Liganden nachgewiesen werden

132133 |n kultivierten humanen Gliomzelllinien scheinen die Expressionsmuster

konnte
eindeutiger zu sein. Expressionsanalysen verschiedener weit verbreiteter Gliomzelllinien
(u.a. U87, U251, U373, T98G, A172) auf mRNA-Ebene ergaben, dass alle Zelllinien den
IGF-1R exprimieren, wohingegen keine Zelllinie einen der IGF-1R-Liganden
exprimiert™*"**_ Fiir die Gliomzelllinie U87 wurde in der ersten Studie der niedrigste Wert
an IGF-1R Transkript beobachtet'*. Trotz der vorhandenen IGF-1 Rezeptoren reagierten
nicht alle Zelllinien auf eine IGF-1 Stimulation mit einer Steigerung der Proliferationsrate.
Bei einigen Gliomlinien gab es keine Veranderung, bei anderen sanken die Werte bei
erhohter IGF-1 Konzentration sogar. Merrill und Edwards beobachteten in ihrer Studie,
dass IGF-1 in 9 von 10 Gliomzelllinien das Zellwachstum konzentrationsabhangig
steigerte’. IGF-1 hatte in weiteren Studien auch eine stimulatorische Wirkung auf die

Migration und Invasion sowie einen anti-apoptotischen Effekt auf Gliomzelllinien'¢"%,

139142 \wurden auch

Nach der Entdeckung von Gliomzellen mit Stammzelleigenschaften
diese auf eine tumorfordernde Wirkung des IGF-Signalwegs hin untersucht. Lehtinen et
al. beobachteten, dass die IGF-2 Konzentration im Liquor von Glioblastompatienten im
Vergleich mit gesunden Probanden erhéht war und dass innerhalb der Glioblastom-

patienten diejenigen mit schlechtem Krankheitsverlauf hdhere Konzentrationen hatten als
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Patienten mit einem stabilem Verlauf'®. Liquor férderte das Wachstum und die Erhaltung
von neuralen Stammzellen in vitro. Wenn allerdings IGF-2 mittels spezifischen
Antikérpern aus der Fllssigkeit neutralisiert wurde, konnte kein Effekt mehr auf neurale
Stammzellen beobachtet werden. Eine andere Publikation unterstutzt diese Thesen und
zeigte, dass IGF-2 die Selbsterneuerung von murinen neuralen Stammzellen férderte™,
Eine hohe Konzentration an IGF-2 mRNA wurde in der subventrikuldaren Zone von
Mausen beobachtet, welche die Nische flr neurale Stammzellen darstellt. In Selbst-
erneuerungs- und Differenzierungsanalysen zeigte IGF-2 eine groliere stammzell-
fordernde Wirkung als IGF-1. Des Weiteren erhdhte IGF-2 die Expression von
Stammzellmarkern, was die Autoren zu der Schlussfolgerung fiihrte, dass IGF-2 die
Selbsterneuerung und den Stammzellstatus von neuralen Stammzellen reguliert. Osuka
et al. untersuchten den Einfluss von Strahlentherapie auf murine stammzellahnliche
Gliomzellen'. Sie beobachteten nach fraktionierter Bestrahlung eine Erhéhung der IGF-1
Sekretion und eine Hochregulierung des IGF-1R. Diese adaptive Anderung des IGF-
Signalwegs verlangsamte die Proliferation und erhohte die Selbsterneuerung von
Gliomstammzellen, welche radioresistente Tumore bildeten. In vivo konnte das Wachstum
dieser radioresistenten Tumore durch Blockierung des IGF-Signalwegs verringert werden.
Zusammenfassend zeigen diese Expressionsanalysen und experimentellen Ergebnisse,
dass der IGF-1R an der Entstehung und dem Wachstum von Hirntumoren beteiligt ist und

eine Inhibition des Rezeptors fur die Behandlung von Gliomen sinnvoll ware.
1.2.3. Inhibierung des IGF-Signalwegs

Eine Vielzahl von Inhibitoren des IGF-Signalwegs wurde und wird in praklinischen sowie
klinischen Studien auf ihre antitumorale Wirkung untersucht. Dabei kamen
niedermolekulare Therapeutika und monoklonale Antikérper zum Einsatz. Das
niedermolekulare Therapeutikum Picropodophyllin (PPP) zum Beispiel wird in einer
laufenden Phase I/l Studie zur Behandlung von malignen Astrozytomrezidiven verwendet
(NCT01721577). PPP wird in einer oralen Suspension verabreicht und inhibiert die
Phosphorylierung und Signaltransduktion des IGF-1R. In verschiedenen in vitro und in
vivo Modellen wurde gezeigt, dass PPP eine antitumorale Wirkung in Gliomen besitzt'*.
Ein Nachteil von niedermolekularen Wirkstoffen wie PPP ist ihre geringere Spezifitat. Bei
der Verwendung von klinisch relevanten Dosen wird nicht nur die Signaltransduktion des
IGF-1R blockiert, sondern auch die des IR, in manchen Fallen sogar noch von anderen
Rezeptoren'’. Eine hdhere Spezifitat erzielen monoklonale Antikdrper, die gegen den
IGF-1R oder die IGF-1R-Liganden gerichtet sind. Zurzeit ist MEDI-573 der einzige gegen
die IGF-1R-Liganden gerichtete Antikdrper, dessen Wirkung in einer Phase /Il Studie zur

Blockierung von IGF-1 und -2 im metastasierenden Mammakarzinom untersucht wird
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(NCT01446159). Bei subkutanen Ewing’s Sarkom- und Rhabdomyosarkom-Xenografts
bewirkte eine duale Behandlung mit MEDI-573 und einer Blockierung des IGF-1R (CP01-
B02) eine Reduktion des Tumorwachstums'®. Dabei wurde beobachtet, dass diese
Inhibierung die BlutgefaRdichte in vivo sowie die Gefalbildung von humanen Nabel-
schnurendothelzellen (HUVEC) in vitro verringerte.

Dem einzigen gegen die IGF-1R-Liganden gerichteten Antikérper stehen in klinischen
Studien 8 monoklonale Antikérper gegeniber, die den IGF-1R sowie die Hybridrezeptoren
inhibieren. AMG-479 (Ganitumab, Amgen) flhrte bei einem Ewing’s Sarkom zu einer
kompletten Tumorreduktion'?, erfiillte jedoch bei anderen Phase Il Studien, wie z.B. bei
pankreatischen neuroendokrinen Tumoren, nicht die Erwartungen der Forscher'®. Eine
Phase Ill Studie von AMG-479 in Kombination mit Chemotherapie beim metastatischem
Adenokarzinom des Pankreas wurde aufgrund mangelnder Wirkung abgebrochen'.
Auch der Antikérper CP-751,871 (Figitumumab, Pfizer) fiihrte zu einer kompletten
Tumorreduktion'. In einer Phase Il Studie zeigte der Antikdrper in Kombination mit
Chemotherapie beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom ebenfalls vielversprechende
Ergebnisse, die im Nachhinein jedoch als (iberinterpretiert zuriickgezogen wurden's>"%,
Daraufhin wurde auch die nachfolgende Phase Ill Studie abgebrochen (NCT00673049).
Nachdem ebenfalls eine Phase Il Studie aufgrund fehlender Verbesserung der
allgemeinen Uberlebenszeit beim kleinzelligen Lungenkarzinom abgebrochen wurde,
wurden seitdem keine weiteren klinischen Studien mit diesem Antikdrper durchgefiihrt'®.
Der Antikorper IMC-A12 (Cixutumumab, ImClone Systems), der in der vorliegenden Arbeit
verwendet wurde, ist ein vollstandig humanisierter IgG1 Antikdrper, welcher in bisher 41
klinischen Studien untersucht wurde (clinicaltrials.gov). Durch die hohe Affinitat zu dem
IGF-1R und den Hybridrezeptoren konnten beide zentralen Signaltransduktionswege
in vitro effektiv blockiert werden'®. Des Weiteren filhrte die Bindung des Antikdrpers zur
Internalisierung und intrazellularen Degradierung des Rezeptors. In vivo beobachteten
Burtrum et al.,, dass das Wachstum verschiedener Tumorzellen, welche subkutan
appliziert wurden, durch Behandlung mit IMC-A12 signifikant reduziert wurde. In
klinischen Studien wurden mittlere Halbwertszeiten von liber 8 Tagen beobachtet'’. Trotz
dieser Eigenschaften wurde wie bei den oben erwdhnten Antikorpern gegen den IGF-1R
in verschiedenen Phase Il Studien keine Verbesserung der progressionsfreien und/oder
der allgemeinen  Uberlebenszeit beobachtet (NCT00617708, NCT00684983,
NCT00986674, NCT01142388). Bei metastatischen, rezidivierenden Weichgewebe-
sarkomen konnte in einer Phase |l Studie eine antitumorale Wirkung von IMC-A12
beobachtet werden'®®. Aussagekraftige Phase Ill Studien sind zu diesem Zeitpunkt noch
nicht ausgewertet. Zur Behandlung von Gliomen wurden spezifische AntikGrper gegen

den IGF-1R in klinischen Studien bis dato nicht verwendet. Dies mag daran liegen, dass
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die Bluthirnschranke, die bei Glioblastomen zwar stark beeintrachtigt aber teilweise noch
funktionsfahig ist, fr monoklonale Antikdrper aufgrund ihres hohen Molekulargewichts nur
gering permeabel ist. Fur die Behandlung von Gliomen ist es daher von Vorteil Methoden

zu entwickeln, um diese natirliche Barriere zu umgehen.
1.3.  Konvektionstherapie

Zwei grof’e Probleme in der medikamentosen Behandlung von Hirntumoren stellen die
Umgehung der Bluthirnschranke und die langsame Diffusion der Wirkstoffe im Gehirn dar.
Die meisten Chemotherapeutika und niedermolekularen Wirkstoffe kénnen systemisch
verabreicht werden, wohingegen Molekule mit hohen Molekulargewichten wie Antikorper
nur zu geringem Teil die Bluthirnschranke passieren kdnnen. Eine Methode, diese zu
umgehen, ist die Konvektionstherapie, bei der das Therapeutikum Uber eine implantierte
Pumpe mittels Katheter intraparenchymal in das betroffene Gewebe appliziert wird'*®. Die
konstante langsame Infusion des Wirkstoffes erzeugt einen positiven Druck, der die
Diffusionsrate und die Verteilung des Therapeutikums im Gehirn stark erhoht
(Abb. 4). Mit dieser Technik kénnen gréRere Areale des Gehirns mit hoch konzentrierten
Wirkstoffen behandelt werden als bei einer systemischen Therapie, die auf Diffusion
beruht'®.

A
— .
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Murine Kaoranare Gewebeschnitte

Abbildung 4 Schematischer Vergleich der stereotaktischen Injektion in murinen Gehirnen
mittels herkdmmlicher Diffusion (A) und mittels Konvektion (B). Durch Konvektion erhoht
sich die Volumendistribution (Vd) des Infusats im Vergleich zur Diffusion. Modifiziert nach
Allard et al. (2009)'.

Bisher wurde die Wirksamkeit der Methode vor allem in Tierexperimenten nachgewiesen,
aber erste Studien in Menschen demonstrieren das Potenzial dieser Technik'®'. Dennoch
mussen viele Parameter weiter optimiert werden, wie z.B. die Platzierung des Katheters

und die FlieRgeschwindigkeit, um Probleme wie Rickfluss der Flissigkeit zu verhindern.
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Weitere Studien und Fortschritte in der Konvektionstherapie und anderer alternativer
Verabreichungsformen sind dadurch von groRer Bedeutung fir die Effektivitdt moderner

Antikérper und anderer Wirkstoffe in der Behandlung von Glioblastomen.
1.4. Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Inhibition des IGF-1R durch den spezifischen
monoklonalen Antikérper IMC-A12 in verschiedenen Glioblastommodellen zu unter-
suchen, um dessen praklinische Wirkung fiir die Behandlung von Glioblastomen zu
evaluieren. IMC-A12 ist ein vollstandig humanisierter Antikdrper mit hoher Affinitat flr
homo- und heterodimere IGF-1R, dessen blockierende Wirkung auf die Bindung von
IGF-1 und -2 sowie auf die Internalisierung und Degradierung des Rezeptors mehrfach
nachgewiesen wurde. Durch die Applikation des Antikdrpers IMC-A12 wurde das
Tumorwachstum in zwei verschiedenen Glioblastom-Xenograftmodellen in Mausen
signifikant inhibiert. Den Mausen wurden adharent wachsende humane U87-Glioblastom-
zellen oder neurospharisch wachsende humane GS-12-Glioblastomzellen in das Gehirn
injiziert und nach der Etablierung des Tumors wurde mit der IMC-A12-Behandlung
begonnen. GS-Linien werden als stammzellahnliche Glioblastomzellen bezeichnet, da sie
Markerproteine von neuronalen Stammzellen wie z.B. CD133 und Nestin exprimieren,
sowie die Fahigkeit zur mutlilinealen Differenzierung in Neurone und Gliazellen
besitzen'®?. Bei den U87-Tumoren, welche hoch proliferativ und non-invasiv wachsen,
verringerte sich die Anzahl der BlutgefaBe im Vergleich zu unbehandelten
Kontrolltumoren signifikant. Im Gegensatz dazu wachsen Tumore, die aus neurospharisch
wachsenden GS-Zelllinien gebildet werden, stark invasiv und diffus. GS-12-Tumoren
eignen sich insofern besser als U87-Tumore, um die invasive Komponente von humanen
Glioblastomen zu untersuchen. Die Blockierung des IGF-1R verringerte in diesem Modell
die Proliferation der GS-12-Zellen und erhéhte die Anzahl an apoptotischen Zellen. Diese
unterschiedlichen Mechanismen der Tumorreduktion lieBen vermuten, dass die
Blockierung des IGF-1R sowohl Auswirkungen auf das Wachstum von GS-Zellen als auch
auf die mikrovaskulare Zellen der BlutgefaRe hatte. Dazu wurde zunachst der
Expressionsstatus des IGF-1R in den beiden oben verwendeten Glioblastomzellen und in
Endothelzellen anhand von immunhistologischen Schnitten in situ sowie anhand von
RNA- und Proteinanalysen in vitro analysiert. Zudem sollte die klinische Relevanz des
IGF-1R festgestellt werden, indem der immunhistologische Expressionsstatus des
Rezeptors in einem Gliom-Gewebemikroarray mit den dazugehdrigen Uberlebensdaten
verglichen wurde. Nach einer detaillierten in vitro und in vivo Expressionsanalyse wurden
funktionelle Untersuchungen durchgefiihrt, um den Effekt einer Stimulation mit IGF-1 und

-2 sowie einer Blockierung des IGF-1R mittels IMC-A12 auf Proliferation, Migration und
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Apoptose von kultivierten Glioblastomzellen und Endothelzellen zu ermitteln. Diese
funktionellen Zelleigenschaften wurden intrazelluléar durch die Analyse der zentralen
Signaltransduktionsproteine mechanistisch erganzt, um zu untersuchen, ob die
verschiedenen Mechanismen der Tumorzellreduktion auf die Aktivitat unterschiedlicher
Signaltransduktionswege zuriickzufihren sind. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die
Isolierung von primaren stammzellahnlichen Glioblastomzellen aus frisch resezierten
Tumoren sowie deren Kultivierung in definiertem Medium unter Einfluss von IGF-1 oder -
2. Damit sollte die Abhangigkeit von humanen Primarzellen auf die IGF-1R-Liganden
untersucht werden und gegebenenfalls Riickschlisse auf das Tumorinitiierungspotenzial

des IGF-Signalwegs geflihrt werden.
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2. Material und Methoden
2.1. Material
2.1.1.

Geréate

Tabelle 2 Gerate

Gerat

Hersteller

7500 Fast Real-Time PCR System

Applied Biosystems, Life Technologies GmbH,
Darmstadt

-80°C Kiihltruhe

Kryotec GmbH, Hamburg

Agfa Curix 60 Entwicklungsmaschine

Agfa HealthCare Corporation, Greenville, SC, USA

Alzet Osmotische Minipumpe 2004

Durect Corporation, Cupertino, CA, USA

BD FACSCanto Il Durchflusszytometer

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

Design Reiskocher Pro 42518

Gastroback GmbH, Hollenstedt

Durchflusszytometer PAS

Partec GmbH, Miinster

FlexCycler Thermal Cycler

Analytik Jena AG, Jena

Mikroskop ,AxioSkop“ mit AxioCam ,MRc5"

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Mikroskop ,DM IL*

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Mikrotom ,SM 2000R*

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Nanodrop 2000 Spectrophotometer

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

pH Meter ,CG820“

Schott-Gerate GmbH, Ludwigshafen

Power Pac 200

BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA

Prazisionswaage ,440-33“

Kern Sohn GmbH, Balingen

Schiittler ,Polymax®

Heidolph GmbH, Schwabach

Shaker Incubator Series 25

New Brunswick Scientific Co., Inc., New Jersey,
USA

Sicherheitswerkbank HeraSafe Klasse 2

Heraeus Instruments GmbH, Bad Grund

SpectraFluor PLUS Microplate Reader

Tecan Group Ltd., Mannedorf, CH

Thermomixer compact

Eppendorf AG, Hamburg

Tisch-Kiihlzentrifuge ,Biofuge Fresco®

Heraeus Instruments GmbH, Bad Grund

Tisch-Zentrifuge 5415C

Eppendorf AG, Hamburg

Vortex

Heidolph GmbH, Schwabach

Wasserbad

Kottermann GmbH, Uetze

Zellkulturbrutschrank HeraCell

Heraeus Instruments GmbH, Bad Grund

Zentrifuge ,Megafuge 1.0R"

Heraeus GmbH, Bad Grund

2.1.2. Zellkulturmedien & Zusatze

Tabelle 3 Zellkulturmedien

Medium

Hersteller

B27 Supplement (50x) minus Vitamin A

Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt

B27 Supplement (50x) minus Insulin

Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

(1x) high Glucose, GlutaMAX, Pyruvate

Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt

DPBS (1x) minus Calcium, minus Magnesium

Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)

Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt

Neurobasal-A Medium (1x)

Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt

Medium 199 (1x) with Earle’s Salts, Glutamine

Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt
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2.1.3. Chemikalien

Tabelle 4 Chemikalien

Chemikalie Hersteller Artikelnummer

Aceton Merck KGaA, Darmstadt 1.00013

Alfazyme PAA Laboratories GmbH, Pasching, A L11-012

Antibody Diluent Reagent Invitrogen, Life Technologies GmbH, 003218

Solution Darmstadt

Bench Mark Protein Ladder Invitrogen, Life Technologies GmbH, 10748-010
Darmstadt

Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Steinheim B7021

BSA, Fraction V, >99 % Sigma-Aldrich, Steinheim A-3059

BSA, Faction V PAA Laboratories / GE Healthcare Europe K41-001-100
GmbH, Velizy-Villacoublay, F

Cell Dissociation Solution, Sigma-Aldrich, Steinheim C5914

Non-enzymatic

Chloroform Merck KGaA, Darmstadt 102445

Citronensaure-Monohydrat Fluka Chemie AG, Buchs, CH 27490

Citifluor Antifadent Mountant Agar Scientific, Stansted, GB R1320

Solution AF1

Collagenase/Dispase

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

11 097 113 001

Collagen Solution

StemCell Technologies, Grenoble, F

04902

Complete Mini EDTA-free
(Protease Inhibitor Cocktail
Tablet)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

11 836 170 001

Coomassie Brilliant Blue, R-250 Bio-Rad, Hercules, CA, USA 161-0400
CyStain DNA 1 Step Partec GmbH, Minster 05-5004
Dako Pen Agilent Technologies, Glostrup, DK S200230-2
4°,6°-Diamidino-2-phenylindole Sigma-Aldrich, Steinheim D9542
dihydrochlorid (DAPI)
Diff Quik Stain Set Medion Diagnostics AG, Dudingen, CH 130832
Dimethylsulfoxid (DMSO) MP Biomedicals 196055
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, Steinheim D-9779
dNTP Set (100mM) Invitrogen, Life Technologies GmbH, 10297-018
Darmstadt
Endothelial Cell Growth Sigma-Aldrich, Steinheim E2759
Supplement (ECGS)
Recombinant Human Epithelial Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA AF-100-15
Growth Factor (EGF)
Essigsaure (100 %) Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen 2234.1000
Eosin (1 %) Sigma-Aldrich, Steinheim 45260
Ethanol (abs) Merck KgaA, Darmstadt 1.00983
Ethanol (abs), Emplura, HPLC Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn 8.18760
grade
Etoposid Calbiochem, Merck Millipore, Darmstadt 341205
Eukitt Eindeckmedium O. Kindler GmbH, Freiburg
Fotales Kalberserum (FCS) PAA Laboratories GmbH, Pasching, A A15-151
Fibroblast Growth Factor Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA 100-18B
(FGF)-basic, recombinant
Fungizone Amphotericin B Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt | 15290-026
Formalin Lésung (10 %) Sigma-Aldrich, Steinheim HT501320
GlutaMAX (100x) Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt | 35050-038
Glycerin Sigma-Aldrich, Steinheim G5516
Glycin, 299 %, p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 3908.2
Hamalaun, Mayer's Hemaleum Merck KgaA, Darmstadt 109249
Solution
Heparin Rotexmedica GmbH, Trittau 20283
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HEPES Sigma-Aldrich, Steinheim H-3375
Insulin-like Growth Factor-1 Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA 100-11
(IGF-1), recombinant
Insulin-like Growth Factor-2 Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA 100-12
(IGF-2), recombinant
Isopropanol Sigma-Aldrich, Steinheim 24137-52-R
Kristallviolett Merck KgaA, Darmstadt 115940
Laminin (Natural Mouse Protein) Invitrogen, Life Technologies GmbH, 23017-015
Darmstadt
Magermilchpulver Spinnrad GmbH, Bad Segeberg 2231018
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim M3148
Methanol Sigma-Aldrich, Steinheim 65548
Natriumazid Merck KgaA, Darmstadt 106688
Natriumchlorid Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen 1367.5000
Natriumcitrat Salz Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 38642
Natriumlaurylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich, Steinheim L-4390
Natriumorhtovanadat ICN Biomedicals Inc., Aurora, Ohio, USA 159564
Natriumpyruvat Biochrom AG L0473
Natronlauge, 1 mol/L (NaOH) Merck KgaA, Darmstadt 1.09137
NovaRed Substrate Kit Vector Labs, Burlingame, CA, USA SK-4800
Oligo-dT Primer Eurofins MWG Operon, Ebersberg,
Germany
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich, Steinheim P6148
PBS Tabletten ICN Biomedicals Inc., Aurora, Ohio, USA 2810307
Penicillin/Streptomycin Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt | 15140-122
Restore Western Blot Thermo Scientific, Rockford, IL, USA 21059
Stripping Buffer
RNase Out, Ribonuclease Invitrogen, Life Technologies GmbH, 10777-019
Inhibitor Darmstadt
Roti Block Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe A151.1
Salzsaure, 1mol/L (HCI) Merck KgaA, Darmstadt 1.09057
SuperSignal West Pico Thermo Scientific, Rockford, IL, USA 34080
Chemiluminescent Substrate
SuperSignal West Femto Thermo Scientific, Rockford, IL, USA 34096
Chemiluminescent Substrate
SuperScript Il Reverse Invitrogen, Life Technologies GmbH, 18064-014
Transcriptase Darmstadt
2x TagMan Fast Universal PCR Applied Biosystems, Life Technologies 4352042
Master Mix GmbH, Darmstadt
Tris-Acetat-EDTA-Puffer (10x) Invitrogen, Life Technologies GmbH, 15558-026
Darmstadt
Tris Sigma-Aldrich, Steinheim T1503
Triton X-100 Merck KGaA, Darmstadt
0,05 % Trypsin-EDTA-L&sung Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt | 25300-054
(1x)
Tween-20 Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 37470
Wasserstoffperoxid (H,O,) (30 %) | Merck KGaA, Darmstadt 107209
Xylol Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen 326.2500
Ziegenserum DakoDeutschland GmbH X0907




Material und Methoden

24

2.14.

Tabelle 5 Primarantikérper

Antikérper und Isotypkontrollen

Priméarantikdrper Spezies Konzentration | Versuch | Hersteller Artikelnummer
Akt (pan) Kaninchen | 0,2 yg/mi WB Cell Signaling | 4691
phospho-Akt Kaninchen | 0,2 yg/ml WB Cell Signaling | 4060
Cleaved Caspase-3 | Kaninchen | unbekannt, IHC-P Cell Signaling | 9661
1:200
CD34 Ratte 8 ug/ml IHC-P Abcam abh8158
IGF-1 Kaninchen | 0,2 yg/ml WB Abcam ab9572
IGF-1 (H-70) Kaninchen | 0,2 yg/mi WB Santa Cruz sc-9013
IGF-1 clone Sm1.2 | Maus 0,2 pg/ml WB Merck 05-172
Millipore
IGF-1RB Kaninchen | 0,2 yg/ml WB Cell Signaling | 3018
IGF-1RB Kaninchen | 4 pg/ml IHC-P Santa Cruz sc-713
IGF-1R (IMC-A12) Mensch siehe Methode | FACS, ImClone
Block Systems
phospho-IGF-1Rj Kaninchen | 0,2 pg/ml WB Cell Signaling | 3918
IGF-2 Kaninchen | 0,2 yg/ml WB Abcam ab9574
IgG Kontrolle Kaninchen | 4 pg/ml IHC-P Dako X0936
IgG Kontrolle Mensch 7 pyg/ml FACS R&D Systems | 1-001-A
IgG1 Kontrolle Maus 1,6 pg/ml IHC-P R&D Systems | MAB002
IgG2a Kontrolle Ratte 8 pg/ml IHC-P BD 553926
Pharmingen
Ki-67 Maus 1,6 pyg/ml IHC-P Dako M7240
MEK1 Maus 0,2 pyg/ml WB Cell Signaling | 2352
phospho-MEK1/2 Kaninchen | 0,2 ug/ml WB Cell Signaling | 9154
p44/42 MAPK Kaninchen | 0,2 pg/ml WB Cell Signaling | 9102
(Erk 1/2)
phospho-p44/42 Maus 0,2 pg/mi WB Cell Signaling | 9106
MAPK (Erk 1/2)
P13-Kinase p85 Kaninchen | 0,2 ug/mi WB Cell Signaling | 4257
phospho-PI3- Kaninchen | 0,2 pg/mi WB Cell Signaling | 4228
Kinase p85
Tubulin Maus 0,2 pg/mi WB Calbiochem CP06
Tabelle 6 Sekundarantikérper
Sekundar- | Gekoppelte | Spezies | Verdinnung/ | Versuch | Hersteller Artikel-
antikdérper | Substanz Konzentration nummer
a-Mensch FITC Ziege 7 pg/ml FACS Jackson 109-095-
IgG Immunoresearch | 098
Histofine HRP Ziege unverdinnt IHC-P Nichirei 41414
a- Biosciences Inc.
Kaninchen Tokyo, JP
Histofine HRP Ziege unverdinnt IHC-P Nichirei 41413
a-Maus Biosciences Inc.
Tokyo, JP
Histofine HRP Ziege unverdinnt IHC-P Nichirei 41431
a-Ratte Biosciences Inc.
Tokyo, JP
a- HRP Schaf 1:80000 wWB Sigma A0545
Kaninchen
IgG
ao-Maus IgG | HRP Schaf 1:20000 WB Sigma A9309
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2.1.5. Kits
Tabelle 7 Kits
Kit Hersteller

CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay

Promega Corporation, Madison, WI, USA

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit |

BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA

NucleoSpin RNA

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren

SuperScript First-Strand Synthesis System for
RT-PCR

Invitrogen, Life Technologies GmbH, Darmstadt

2.1.6. Puffer und Lésungen

Tabelle 8 Puffer und Lésungen

Citratpuffer (10 mM, pH 6,0)

Stamml6sung A:

0,1 M Citronensaure-Monohydrat in aqua dest
Stammliséung B

0,1 M Natriumcitrat auf in aqua dest
Citratpuffer:

27 ml Stammldsung A + 123 ml Stammlésung B
+ 1350 ml aqua dest

Coomassie-Lésung

25 % lIsopropanol

10 % Eisessig

0,05 % (w/v) Coomassie
In aqua dest

Entfarber-L6sung

25 % lIsopropanol
10 % Eisessig
In aqua dest

Eosin-Stammldsung (1 %)

1 L Ethanol (96 %)
10 g Eosin G

Ethanol-HCl )
(Differenzierungslésung H&E-Farbung)

21,6 ml HCl5q) (25 %)
964 ml Ethanol (96 %)

Laemmli-Puffer (10x)

0,1 M Tris/HCl 5q), pH 7,4

50 % (v/v) B-Mercaptoethanol
25 % (w/v) SDS

0,1 % (w/v) Bromphenolblau

Laufpuffer

1,87 M Glycin
0,25 M Tris-HCl )
1 % (w/v) SDS

Protein-Lysepuffer

2 mM Orthovanadat

1 % Triton

1 Tablette CompleteProtease-Inhibitor auf 50 ml
PBS

TBST

0,15 M NaCl
10 mM Tris-HCl 4
0,05 % Tween 20

Transferpuffer

1,92 M Glycin
0,5 M Tris-HCl 4

Tris-Triton-Puffer (TTP)

0,145 M NaCl
0,05 M Tris
0,1 % Triton
pH 7,6
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21.7. Verbrauchsmaterial

Tabelle 9 Verbrauchmaterial

Name

Hersteller

Nunc Microwell 96-well Optical Bottom Platte
fur Proliferationsassay

Thermo Fischer Scientific, Rochester, NY, USA

96-well Multiply Fast PCR-Platte fiir gPCR

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Alzet Brain Infusion Kit 2

Durect Corporation, Cupertino, CA, USA

Combitips advanced (0,1/0,5/1/2,5/5/
10 ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Combitips Plus (1/5/12,5 ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Einmalspritzen ,Injekt“ (1/5/10/20 ml)

Braun Melsungen AG, Melsungen

Eppendorf Reagiergefalte (0,5/1,5/2 ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Falcon Cellstar-GefalRe (15 ml, 50 ml)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Filtermembranen Polycarbonat Porengré3e 8
um

Neuro Probe, Gaithersburg, Maryland, USA

Filtrationsréhrchen ,Vivaspin 6 3000 Dalton

Sartorius AG, Géttingen

Glasgerate (Becherglaser, Kolben etc.)

Schott-Duran, Mainz

Immobilon-P Transfer Membran
(PVDF-Membran), PorengréRe 0,45 um

EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, USA

Kulturplatten 35 x 10 mm ,Falcon®

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
New Jersey, USA

Kulturplatten 60 x 15 mm

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Kulturplatten 100 x 20 mm ,Cellstar®

Greiner Bio One, Frickenhausen

Kryordéhrchen ,Cryo Pure® (1,6 ml)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Mikrotiterspritze zur Injektion (30 Gauge,250 ul)

Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, CH

Mini-PROTEAN TGX Gels (4-15 %)

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Neubauer Zahlkammer

Rudolf Brand GmbH & Co., Wertheim

Objekttrager SuperFrost

Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG,
Braunschweig

Pipettenspitzen (10 / 200 / 1000 pl)

Sarstedt AG & Co., Niumbrecht

Pipettten Biosphere Filter Tips
(10 /20 /200 /1000 pl)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Serologische Pipetten ,Falcon®
(2/5/15/25 ml)

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
New Jersey, USA

Sterile Spritzenvorsatzfilter

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Stericup & Steritop Vacuum-driven Filtration
Systems

EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, USA

Whatman Gel Blot Paper GB003

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SE

Zellkulturflaschen ,Cellstar* (T-25, T-75, T-150)

Greiner Bio One, Frickenhausen

Zellkulturplaten ,Cellstar” (12-well) Primarzellen

Greiner Bio One, Frickenhausen

Zellschaber 16cm

Greiner Bio One, Frickenhausen

2.2. Methoden

2.2.1. Tierversuche

Die folgenden Tierexperimente wurden von der

Behorde fir Gesundheit und

Verbraucherschutz der Freien und Hansestadt Hamburg genehmigt und nach den

gesetzlichen Vorgaben und Richtlinien durchgefiihrt.
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2.2.1.1. Xenotransplantation von Tumorzellen und Explantation der Maushirne

Die im Folgenden beschriebene Xenotransplantation von Tumorzellen wurde von
Dr. Tobias Martens aus der Neurochirurgischen Klinik des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf durchgefiihrt. Zur Erzeugung von orthotopen Glioblastomzelltumoren
wurden 3 x 10° U87-Zellen in serumfreiem DMEM gewaschen und intrazerebral in
24 immunkompromittierte Naval Medical Research Institute/Foxn1nu Nacktmause injiziert,
die zwischen 6 und 8 Wochen alt waren. Zuvor wurden die Mause durch intraperitoneale
Injektion von Ketamin (100 mg/kg) und Xylazin (5 mg/kg) narkotisiert, die Kopfhaut
desinfiziert und der Kopf in einem stereotaktischen Operationsrahmen fixiert. Durch einen
sagittalen Mittellinienschnitt durch die Kopfhaut wurde der Schadelknochen im Bereich
des Bregmas freigesetzt. Wenige Millimeter rechts lateral der Sagittalnaht und anterior
des Bregmas wurde ein Loch in den Schadel gebohrt. In dieses Loch wurde eine Hamilton
Spritze, die an der Stereotaxie-Vorrichtung befestigt war, intrazerebral ca. 2-3 mm tief in
den Bereich des Striatum eingefiihrt. Die Zellsuspension (3 x 10° in 4 pl sterilem PBS)
wurde langsam Uber einen Zeitraum von ca. 5 Minuten injiziert, um ein Wiederaustreten
der Zellen aus dem Gewebe zu vermeiden. AnschlieRend wurde die Kopfhaut mit
Gewebekleber verschlossen und die Maus zur Schmerzlinderung mit Carprofen (Rimadyl)
6 mg/kg subcutan sowie Gber 3 Tage mit 25 mg Novalgin in 20 ml Trinkwasser versorgt.
Nach 7 Tagen wurden die Mause erneut narkotisiert und es wurde eine osmotische
Minipumpe (Alzet Brain Infusion Kit Il) subcutan auf dem Rucken platziert. Diese wurde
mit einem Katheter verbunden, der in einer Kanlle endete, die mit ihrer Spitze in dem
zuvor etablierten Tumor gelegen war. Das Pumpenreservoir war entweder mit sterilem
PBS (Kontrollgruppe) oder mit 10 mg/ml IMC-A12 Antikdrper in PBS beflllt. Diese
Flissigkeiten wurden mit einer FlieRgeschwindigkeit von 0,25 ul pro Stunde zugefiihrt
(n = 12 M&use pro Gruppe). Die Behandlung wurde unter regelmaBiger Uberwachung des
Bewegungsverhaltens und des Gewichts fortgesetzt bis die Mause nach 3 Wochen mittels
finaler CO,-Narkose getétet wurden. Um unnétiges Leiden der Tiere zu vermeiden,
wurden verhaltensauffallige Mause und Mause mit hohem Gewichtsverlust (iber 10 %)
bereits vor Ablauf der 3 Wochen getotet. Nach Feststellung des Todes wurde der Schadel
gedffnet und das Hirn in 4 % Formalin bei RT Uber Nacht fixiert. Am Folgetag wurden die
Maushirne flrr spatere (immun-)histologische Versuche im Institut flir Neuropathologie des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf automatisiert in Paraffinblécke gegossen.

Die Transplantation der GS-12-Glioblastomzellen erfolgte wie oben beschrieben, jedoch
wurden 1,5 x 10° GS-12-Zellen pro Maus injiziert (n = 12 pro Gruppe). In diesem
Tumormodell wurde nach 8 Wochen mit der Behandlung mittels osmotischer Minipumpen

begonnen, um den langsamer wachsenden GS-12-Zellen mehr Zeit fir die Etablierung
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von Tumoren zu geben. Die Behandlungsdauer wurde im Vergleich zu U87-Tumoren auf

4 Wochen erhoht, bevor die Mause getotet wurden.
2.2.1.2. Bestimmung der TumorgrofRe bei U87-induzierten Tumoren

Formalin-fixierte und in Paraffin eingebettete Maushirne wurden wie in 2.2.1.4
beschrieben geschnitten und mit Hamatoxylin und Eosin (H&E) gefarbt. Diese Schnitte
wurden anschlieRend am AxioSkop (Zeiss) mikroskopiert und fotografiert, um eine digitale
Bildanalyse durchfihren zu kénnen. Fir jedes Maushirn wurde der Hirnschnitt mit der

groflten Tumorflache (Héhe x Breite) verwendet, um mit der folgenden Formel das

Volumen zu errechnen:  Tumorvolumen [mm?] = (,/maximale Tumorfliche [mm?])?
2.2.1.3. Bestimmung der Tumorlast bei GS-12-induzierten Tumoren

GS-12-induzierte Tumore wachsen im Gegensatz zu U87-Tumoren invasiv und infiltrieren
haufig beide Hirnhemispharen diffus, daher kann das Volumen nicht mit der oben
genannten Formel fur scharf begrenzte und knotenférmig wachsende Tumore berechnet
werden. Fir die Bestimmung der Tumorlast wurde eine durch Martens et al. in diesem

Labor etabliete Methode verwendet'®,

welche jeweils 6 fur Tumorinfiltration
reprasentative Regionen auf 6 koronaren Ebenen analysiert. Die Ebenen erstrecken sich
von rostral nach dorsal vom anterioren Corpus Callosum bis zum Hippocampus. Als
reprasentative Regionen wurden z.B. zentrales und laterales Corpus Callosum, zentrales
und laterales Striatum, Thalamus, sowie periventrikulare, subventrikulare und basale
Regionen definiert (Abb. 6, siehe 3.1.2). Fir diese Methode wurden besagte Regionen in
H&E-gefarbten Schnitten mit einem 40x Objektiv fotografiert und mit dem Imaged
Bildbearbeitungsprogramm bearbeitet. Die .tif-Dateien wurden in schwarz-weil3 Bilder
konvertiert, anschliefend invertiert, damit Zellkerne weill abgebildet wurden, und die
Gesamtflache der Zellkerne innerhalb eines reprasentativen rechteckigen Feldes
(0,036 mm?) quantifiziert. Ebenso wurden die Zellkerne von 3 gesunden unbehandelten
Mausehirnen quantifiziert und gemittelt, um diese Normalhirnwerte von den
tumorbelasteten Hirnen zu subtrahieren, damit nur die effektive Tumorbelastung zwischen
Kontrollgruppe und behandelter Gruppe verglichen wurde. Alle morphometrischen

Analysen wurden geblindet durchgefihrt.
2.2.1.4. Histologische Untersuchungen (Hamatoxylin und Eosin Farbung)

Gewebeschnitte werden mit Hamatoxylin-Eosin (H&E-Farbung) gefarbt, um die
Tumorlokalisation und —morphologie zu bestimmen. Diese Farbung beruht auf dem
Prinzip, dass basisches Hamatoxylin an saure Zellorganellen bindet, vor allem Zellkerne,

zum Farbstoff Hamatein oxidiert wird und diese durch Anhebung des pH-Wertes bei
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Wasserzugabe blau farbt, wohingegen saures Eosin vor allem basische Zellplasma-
proteine und Kollagenfasern rot farbt.

Mit einem Mikrotom (Leica) wurden 5 pm dicke Schnitte von fixierten paraffinierten
Mausehirnen angefertigt, auf Objekttrager platziert und bei 37°C lber Nacht getrocknet.
Nach der Trocknung wurden die Schnitte zunachst zweimal 10 min in Xylol entparaffiniert
und fir jeweils 2 min in einer absteigenden Alkoholreihe (100 %, 100 %, 96 %, 90 %,
80 %, 70 %) und 5 min in aqua dest rehydriert. Anschliefiend wurden sie 10 min in
Hamalaun eingelegt und 5 min unter flieRendem Leitungswasser blau gefarbt. Nach einer
kurzen Differenzierung in Ethanol-HCI-Lésung (siehe 2.1.6) von 2 Sekunden wurden die
Schnitte nochmals 5 min unter flieBendem Wasser geblaut. Die Gewebeschnitte wurden
7 min in der 1 %-igen Eosinstamml®dsung (siehe 2.1.6) inkubiert und anschlielend jeweils
1 min in einer aufsteigenden Alkoholreihe (90 %, 96 %, 100 %) und fir 10 min in Xylol
dehydriert, bevor sie mit Eukitt Eindeckmedium beschichtet, eingedeckelt und

mikroskopisch ausgewertet wurden.
2.2.1.5. Immunhistologische Analyse

Bei immunhistochemischen Untersuchungen von in paraffin-eingebetteten Gewebe-
schnitten (IHC-P) koénnen Expressionsmuster und Lokalisationen von Proteinen
nachgewiesen werden. Wie unter 2.2.1.4 beschrieben wurden auch in dieser Methode
Schnitte von fixierten in Paraffin eingebetteten Mausehirnen angefertigt und auf
Objekttrager aufgebracht. Des Weiteren wurden auch Gewebemikroarrays verwendet, die
in Abschnitt 2.2.1.6 naher beschrieben sind. Diese Schnitte wurden zweimal fur 10 min in
Xylol entparaffiniert, flir 2 min in purem Ethanol vom restlichen Xylol befreit und fir 30 min
in eine Losung aus 3 % H,0, in Ethanol inkubiert, um endogene Peroxidasen im Gewebe
zu blockieren. Anschlieend folgte die Rehydrierung mit einer absteigenden Alkoholreihe
(100 %, 96 %, 90 %, 80 %, 70 %) fur jeweils 2 min pro Station und einer funfminttigen
Inkubation in aqua dest. Daraufhin wurden die Schnitte in einem Reiskocher fur 1 Stunde
in kochendem Citratpuffer (siehe 2.1.6) demaskiert, 15 min im ausgeschalteten
Reiskocher abgekuhlt und fur 5 min in aqua dest gewaschen. Vor der Inkubation mit
Primarantikbrper wurden die Schnitte 5 min in TTP (siehe 2.1.6) aquilibriert. Die
Primarantikdrper und entsprechenden Isotypkontrollen (siehe 2.1.4) wurden in
Blockierldsung (1 Teil Ziegenserum, 9 Teile TTP, 10 Teile Antibody Diluent Reagent)
verdinnt und Uber Nacht bei 4°C in Feuchtkammern inkubiert. Am nachsten Tag wurden
nicht gebundene oder unspezifisch gebundene Antikdrper dreimal 5 min in TTP
abgewaschen und daraufhin mit den entsprechenden HRP-konjugierten Histofine-
Sekundarantikérpern 1 Stunde bei RT inkubiert und wiederum dreimal 5 min in TTP

gewaschen. Die Schnitte wurden mit NovaRed-Lésung inkubiert, welches als Substrat flr
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die Peroxidase am Sekundarantikérper fungiert und in einen braunen Farbstoff umgesetzt
wird. Nach dieser bis zu zehnminutigen Farbung werden die Schnitte 5 min in
Leitungswasser gewaschen, die Zellkerne 30 Sekunden mit Hamalaun gefarbt, 10 min in
Leitungswasser geblaut und anschlie®end jeweils 1 min in einer aufsteigenden Alkohol-
reihe (90 %, 96 %, 100 %) und fur 10 min in Xylol dehydriert bevor sie mit Eukitt Eindeck-

medium beschichtet, eingedeckelt und mikroskopisch ausgewertet wurden.
2.2.1.6. Gewebemikroarray

Ein Gewebearray ermdglicht die kostenglnstige und zeitsparende Analyse von bis zu
1000 Gewebeproben auf einem Objekttrdger. Der in dieser Arbeit verwendete
Gewebemikroarray beinhaltet ca. 400 Gliomproben aus Paraffinblécken aus dem Institut
fur Neuropathologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf, die nach den WHO-
Kriterien klassifiziert wurden. Fir die Herstellung wurden zunachst fir jede Tumorprobe
reprasentative Strukturen anhand H&E-gefarbter Schnitte mikroskopisch identifiziert und
auf den in Paraffin eingebetteten Ursprungsproben markiert. Diesen wurden dann an den
markierten Positionen zylindrische Biopsien entnommen und in vorgestanzte Locher eines
Empfangerblocks Ubertragen. Dabei wurden die Positionen jeder Probe protokolliert, um
eine Identifikation auf dem Array zu ermdglichen. Der fertige Empfangerblock wurde
daraufhin mit einem Mikrotom in je 5 uym-dicke Schnitte geschnitten. Die immunhisto-
logische Bestimmung der IGF-1R Expression des Gewebearrays erfolgte wie in Abschnitt
2.2.1.5 beschrieben. Fir die Auswertung wurden die Gliomproben in zwei Gruppen
eingeteilt, mit starker oder schwacher IGF-1R Expression, und mit den dazugehdrigen

Uberlebensdaten der Patienten verglichen.
2.2.2. Invitro Versuche
2.2.21. Zellkultur

Alle adharent wachsenden Tumorzellen und spharisch wachsenden GS-Zelllinien wurden
in T25, T75 und T150 Zellkulturflaschen bei 37°C und 5 % CO, in Medium, das 100 U/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 0,25 pg/ml Fungizone enthielt, kultiviert. Die
adharent wachsenden Glioblastomzelllinien U87, T98G, U251, G44 und G55T2 wurden,
wenn nicht anders beschrieben, in DMEM mit 10 % fétalem Kalberserum (FCS) kultiviert.
MCF-7-Brustkarzinom- und HepG2-Leberkarzinomzellen wurden ebenfalls in DMEM mit
10 % FCS kultiviert. Adharente Zellen wurden subkonfluent kultiviert und im Verhaltnis
1:10 gesplittet. Dafur wurden die Zellen zunachst mit PBS gewaschen und mit Trypsin von
der Kulturflasche gelést. Sobald alle Zellen sich abgelést hatten, wurde das Trypsin
mittels serumhaltigen Mediums inaktiviert, die Zellen wurden zentrifugiert und in frischem

Medium ausgesat.
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Die spharisch wachsenden Glioblastomzelllinien GS-8, GS-11, GS-12 und GS-13 wurden
in Vorarbeiten im Labor fur Hirntumorbiologie der Klinik und Poliklinik fir Neurochirurgie
des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf aus frisch resezierten Glioblastomen
isoliert und unter serumfreien Bedingungen in Neurobasal-A Medium kultiviert, das mit
2 % B27-Supplement, 1 % GlutaMAX, 20 ng/ml rekombinantem humanem EGF, 20 ng/ml
rekombinantem humanem FGF und 32 IE/ml Heparin angereichert wurde. Zweimal pro
Woche wurden die Zellen mit frischem Medium und Wachstumsfaktoren versorgt und bei
einer Spharengrofle von 200-500 ym mechanisch dissoziiert. GS-Zellen wurden maximal
bis zur 25. Passage kultiviert, um sicherzustellen, dass die Stammzellcharakteristika nicht
durch eine dauerhafte in vitro Kultivierung verloren gingen. Zellen, bei denen bereits in
friheren Passagen morphologische Veranderungen zu beobachten waren, wurden fir
weitere Untersuchungen nicht verwendet.

Cerebral Microvascular Endothelial Cells (CMEC), die zuvor aus Angiomen im Gehirn
isoliert und umgehend eingefroren wurden, wurden in Medium 199 (Gibco) mit 20 % FCS,
2 IE/ml Heparin und 25 pg/ml ECGS kultiviert. Alle Zellkulturflaschen und -platten fur
CMECs wurden mind. 3 Stunden vor der Zellaussaat mit Collagen beschichtet (300 pg/ml
in PBS).

2.2.2.2. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fur die Kryokonservierung wurden subkonfluente Zellen trypsiniert bzw. im Falle von
Neurospharen bei 1300 rpm herunterzentrifugiert und 1 x 10° Zellen in 1,6 ml
Einfriermedium (90 % FCS, 10 % DMSO) in Kryo-Réhrchen aliquotiert. In einem isolierten
Kryobehalter wurden die Zellen langsam im -80°C-Kihlschrank lber Nacht eingefroren.
Zur Langzeitlagerung wurden die Rohrchen in Stickstofftanks bei -196°C aufbewahrt.
Gefrorene Zellaliquots wurden so schnell wie mdglich im Wasserbad aufgetaut, mit
vorgewarmtem Kulturmedium gewaschen und bei 1300 rpm zentrifugiert. Danach wurde
die komplette Flussigkeit abgesaugt, um das DMSO und FCS zu entfernen, und die Zellen

wurden in ihrem jeweiligen Kulturmedium resuspendiert und ausgesat.
2.2.2.3. RNA-Isolierung aus kultivierten Zellen

0,5 x 10° adharent wachsende Zellen wurden in 5 ml DMEM mit 10 % FCS in 6 cm-
Schalen ausgesat, wohingegen GS-Zellen in 5 ml Neurobasal-A Medium mit B27
Supplement in T25 Zellen ausgesat wurden. Nach 24 Stunden Inkubation wurden die
GS-Zellen pelletiert, das Medium abgesaugt und mit 350 uyl RNA-Lysepuffer des
Nucleospin RNA Kits laut Herstellerangaben lysiert. Adharent wachsende Zellen wurden
mit RNA-Lysepuffer von der Schale geschabt. Die Aufreinigung der RNA erfolgte
ebenfalls laut Protokoll des Nucleospin RNA Kits.
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2.2.2.4. Konzentrationsbestimmung von RNA

RNA-Konzentrationen wurden photometrisch mittels Nanodrop 2000 bestimmt. Dabei wird
die Absorption fur Nukleinsduren bei 260 nm gemessen sowie bei 230 und 280 nm, um
den Reinheitsgrad der RNA-Extraktion zu ermitteln. Verunreinigende Bestandteile wie
Kohlenhydrate und Phenol absorbieren bei 230 nm, wohingegen Proteine eine starke
Absorption bei 280 nm aufweisen. Die Quotienten aus 260/280 nm und 260/230 nm
geben Auskunft, ob eine Kontamination mit z.B. Proteinen besteht. Fur das Verhaltnis von
260 zu 280 gilt bei RNA ein Richtwert von 2, wohingegen der 260/230-Quotient etwas
héher bei 2 - 2,2 liegen darf. Die Reinheit aller RNA-Proben, die verwendet wurden,

entsprach den oben genannten Richtwerten.
2.2.2.5. Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Fur die Synthetisierung von cDNA aus isolierter RNA wurde das SuperScript First-Strand
Synthesis System unter Verwendung von oligo-dT Primern benutzt. Fir einen Ansatz von
100 pl wurden 5 pg RNA, 2,5 pg oligo-dT Primer und 500 uM dNTPs in ein 0,2 ml
Reaktionsgefal® pipettiert und mit DNAse/RNase-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen
von 60 pl aufgefullt. Diese Losung wurde dann fur 5 min bei 65°C im Thermocycler
inkubiert und danach wurden auf Eis 20 pl 5x Reaktionspuffer, 10 yl DTT (100 mM), 5 pl
RNaseOUT (40 U/pl) und 5 pl SuperScript |l Reverse Transkriptase hinzugeflgt. Fur die
reverse Transkription wurden die Proben flir 54 min bei 42°C inkubiert. Die Reaktion
wurde durch eine 15-minltige Hitze-Inaktivierung bei 70°C abgebrochen und die cDNA

bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.
2.2.2.6. Quantitative Polymerasekettenreaktion (QPCR)

Die quantitative Real-Time-PCR ermoglicht die Vervielfaltigung von Nukleinsauren sowie
ihre Quantifizierung mittels fluoreszierender Sonden. Die Methode beruht auf dem Prinzip
der gewohnlichen PCR-Zyklen, bei denen das doppelstrangige DNA-Template zunachst
denaturiert und nach Hybridisierung der Primer an die einzelstrangigen Nuklein-
saureketten durch die DNA-Polymerase elongiert wird. Die hier verwendeten TagMan-
Sonden besitzen an einem Ende des Primers einen Reporter-Fluoreszenzfarbstoff
(Donor) und am andern Ende einen sogenannten Quencher (Akzeptor). Solange sich
Donor und Akzeptor auf dem Primer in rAumlicher Nahe befinden, nimmt der Akzeptor die
Energie des Donors auf, was unter dem Begriff Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer
(FRET) bekannt ist. Bei der Elongation der Nukleinsdurekette wird durch die 5°-3'-
Exonukleasefunktion der Polymerase, der Donor von der Sonde abgespalten. In Folge

dessen nimmt das Fluoreszenzsignal des abgespaltenen Donors zu, sodass am Ende
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jedes Elongationszyklus eine Steigerung des Reportersignals und proportional dazu die
Menge des PCR-Produkts gemessen werden kann.

In dieser Arbeit wurde das 7500 Real-Time PCR System mit FAM-markierten TagMan-
Sonden der Firma Applied Biosystems verwendet. Bei der Auswahl der Primer wurde
darauf geachtet, dass diese Exon-Exon-lberspannend sind, um Hintergrundsignale
genomischer DNA zu reduzieren. Fur die Auswertung der Amplifizierung wurde der Ct-
Wert verwendet, welcher den Schwellenwert angibt, an dem das Fluoreszenzsignal die
Hintergrundfluoreszenz signifikant Ubersteigt. Um verschiedene Gruppen miteinander
vergleichen zu koénnen (relative Quantifizierung) muss zunachst der Ct-Wert des zu
untersuchenden Gen-Transkripts vom Ct-Wert einer internen Kontrolle, in diesem Falle
das ribosomale Haushaltsgen RPL13A, abgezogen werden, um den ACt-Wert zu
erhalten. AnschlieRend wird die Differenz der ACt-Werte der einzelnen Gruppen, z.B.
behandelt und unbehandelt, gebildet, um den AACt-Wert zu errechnen. Zuletzt wird die
unterschiedliche Expression als x-fache Expression durch die Formel x=2"“' angegeben.
Far alle Ansatze, die als Triplikate durchgefihrt wurden, wurden Mittelwert und
Standardabweichung berechnet. Fir jeden Ansatz wurden pro Well der 96-well Multiply
Fast PCR Platte 1 ul cDNA-Template, 1 ul TagMan-Sonde, 8 pyl RNase-freies Wasser und
10 yl 2x TagqMan Fast Universal PCR Master Mix pipettiert. Es wurden die
Standardbedingungen der Firma Applied Biosystems verwendet, welche 40 Zyklen mit

folgenden Einstellungen beinhalten:

Tabelle 10 gPCR Zyklen

Phase Temperatur | Zeit
Initiale Denaturierung 50°C 2 min
Denaturierung 95°C 15 sec
Hybridisierung und Elongation | 60°C 1 min

Die folgende Tabelle listet alle verwendeten TagMan-Primer der Firma Applied

Biosystems.

Tabelle 11 TagMan-Primer

Humanes Gen | Applied Biosystems ID

IGF-1 Hs01547656_m1
IGF-1R Hs99999020_m1
INS-IGF-2 Hs01005963_m1

RPL-13a Hs01578312_m1
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2.2.2.7. Gewinnung von konditioniertem Medium und Proteinen aus Zelllysaten

Nach der Trypsinierung der adhérenten Zellen wurden 1 x 10° Zellen dreimal in PBS
gewaschen und anschlieRend in 5 ml DMEM ohne FCS in 10 cm-Schalen ausgesat.
GS-12-Zellen wurden zentrifugiert, mechanisch dissoziiert und ebenfalls dreimal in PBS
gewaschen, bevor 1 x 10° Zellen in 5 ml Neurobasal-A Medium ohne B27-Supplement in
T25-Flaschen ausgeséat wurden. Nach 24 Stunden wurde der Uberstand zentrifugiert um
eine Kontamination des konditionierten Mediums mit Zellen zu vermeiden. Danach wurde
der zellfreie Uberstand in Filtrationsréhrchen mit einer PorengréRe von 3 kDa bei 4°C von
5 ml auf ca. 100 yl konzentriert. Fur die Isolierung von Proteinen aus Zelllysaten wurden
die Zellen mit 200 pl Protein-Lysepuffer (siehe 2.1.6) von der Schale abgeschabt und
30 min in Lysepuffer auf Eis schiittelnd inkubiert. Danach wurden die Zellen bei 4°C

30 min bei 13.000 x g zentrifugiert, um unerwiinschte Zelltrimmer zu entfernen.
2.2.2.8. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht im Laemmliverfahren wurden
die Zelllysate im Protein-Lysepuffer und die konditionierten Medienkonzentrate mit 10x
Laemmlipuffer (siehe 2.1.6) vermischt (1x Endkonzentration) und 5 min bei 96°C auf-
gekocht. Das enthaltene B-Mercaptoethanol bricht Disulfidbriicken auf, wohingegen SDS
nichtkovalente Bindungen zerstdrt und die Proteine auf eine einheitliche negative Ladung
bringt. Fir die Auftrennung wurden kommerzielle Gradientengele (Bio-Rad) und der
Molekulargewichtsmarker Precision Plus Protein Dual Color Standard (Bio-Rad) mit einem
Grolenspektrum von 10 — 250 kDa verwendet. Pro Geltasche wurden bis zu 20 ul der
Probe aufgetragen und bei 120 V in Laufpuffer (siehe 2.1.6) aufgetrennt bis die blaue

Markerlauffront das Ende des Gels erreicht hatte.
2.2.2.9. Western Blot

Wahrend der Elektrophorese wurde pro Gel eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran
kurz in Methanol aktiviert und in Transferpuffer (siehe 2.1.6) auf einem Schittler
aquilibriert. Nach der Elektrophorese wurde das Gel ebenfalls kurz in Transferpuffer
gewaschen und fir den Proteintransfer zwischen zwei Glasfasermatten und vier in Puffer
getrankte Whatmanfilter geklemmt und in eiskaltem Transferpuffer bei 100 V fur 30 min
geblottet. Nach dem Transfer wurde die Membran mindestens fir 1 Stunde mit 1x Roti
Block in TBST (siehe 2.1.6) oder 5 % Magermilchpulver in TBST zur Sattigung
unspezifischer Bindungsstellen geblockt, bevor sie mit einem entsprechenden Primar-
antikdrper (siehe 2.1.4) mit einer Konzentration von 0,2 ug/ml in TBST verdlnnt Uber
Nacht bei 4°C oder mindestens fur 2 Stunden bei RT schuttelnd inkubiert wurde. Um zu

kontrollieren, dass gleichmaRige Proteinmengen aufgetragen wurden, wurde bei



Material und Methoden 35

Zelllysaten immer auch ein Antikérper gegen das Haushaltsprotein Tubulin verwendet.
Ungebundene Primarantikérper wurden durch dreimalige Inkubation in TBST fur jeweils
10 min schittelnd bei Raumtemperatur (RT) abgewaschen. Danach wurde der
entsprechende Sekundarantikdrper (siehe 2.1.4) in TBST mit 5 % Magermilchpulver
verdinnt und die Membran darin 1 Stunde bei RT schuttelnd inkubiert. AnschlieRend
wurde die Membran nochmal dreimal fir 10 min in TBST und einmal kurz in ddH,O
gewaschen. Zur Entwicklung wurde die Membran mit Chemilumineszenzreagenz
(SuperSignal West Pico oder Femto) flir 5 min inkubiert und zur Detektion in einer
Dunkelkammer mit R&ntgenfilmen bei unterschiedlichen Expositionszeiten in der
Entwicklungsmaschine entwickelt.

Um gebundene Antikdrper von der Membran zu entfernen wurde die Membran 5 min in
TBST gewaschen und 15 min mit dem Restore Western Blot Stripping Buffer (Thermo
Scientific) bei RT inkubiert und anschlieffiend nochmal 5 min mit TBST gewaschen. Nach
dem Strippen wurde die Membran zunachst wieder fir mind. 1 Stunde geblockt bevor sie
mit neuen Primarantikdrpern inkubiert wurde.

Nach der letzten Antikdrperdetektion wurde als zusatzliche Kontrolle der Gelbeladung die
Membran mind. 15 min in Coomassie-L6sung inkubiert und anschlielend in Entfarber-
Losung gewaschen, bis die unspezifische Farbung verschwunden war und nur noch blau
gefarbte Proteinbanden zu sehen waren.

Fir eine densitometrische Quantifizierung der Bandenintensitaten wurden die gescannten
Roéntgenfilme mit dem Imaged Bildbearbeitungsprogramm bearbeitet. Daflr wurden die
Bilddateien in schwarz-weil} konvertiert und invertiert, sodass Proteinbanden weil} und
der Hintergrund schwarz abgebildet wurden. Um die Bandenintensitdt der unter-
schiedlichen Zelllinien vergleichen zu kénnen, wurden fiir ein Protein immer Banden mit
der gleichen Expositionszeit verwendet. Das zu untersuchende Protein wurde daraufhin

mit der dazugehdrigen Tubulinbande normalisiert.
2.2.2.10. Durchflusszytometrische Analysen

Die Durchflusszytometrie ermoglicht die Diskriminierung von Zellpopulationen anhand
ihrer physikalischen Eigenschaften wie ZellgroRe, -morphologie und -granularitat, sowie
ihrer biochemischen Merkmale, z.B. die Expressionsmuster von Oberflachen- und
intrazellularen Proteinen. Die Zellen werden dabei einzeln, fokussiert in einer
Messkammer durch verschiedene Laserstrahlen geleitet. Vorwartsstreulicht (forward
scatter, FSC) und Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC), die bei der Laserbestrahlung
entstehen, korrelieren mit der GroRe der Zelle und der Granularitat, also der Anzahl der
Vesikel innerhalb der Zelle. Fir Expressionsuntersuchungen koénnen fluorochrom-

gekoppelte Molekile wie z.B. Antikdrper verwendet werden, die durch Anregung mit
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Laserstrahlen bestimmter Wellenldange Fluoreszenzlicht emittieren, welches im
Photomultiplier in ein elektrisches Signal umgewandelt und verstarkt wird. Die Auswertung
der verschiedenen Signale kann in einer Einparameterdarstellung als Histogramm oder in
einer Zweiparameterdarstellung als Punkthistogramm erfolgen. Einparameterhistogramme
werden bei der Bestimmung von relativen Expressionsmustern mit einem Fluorophor
benutzt (siehe 2.2.2.10.1). Punkthistogramme kommen in Systemen mit zwei
Fluorophoren vor wie z.B. bei Untersuchungen des programmierten Zelltodes mit Rot- und

Grunfluoreszenz (siehe 2.2.2.10.2).
2.2.2.10.1. Bestimmung der IGF-1R Expression

Fir die Quantifizierung des Oberflaichenrezeptors IGF-1R wurden pro Probe 2,5 x 10°
Zellen im Falle von adharenten Tumorlinien mit Zellschabern von der Kulturschale geldst
und im Falle von GS-Zellen herunterzentrifugiert und mechanisch dissoziiert. Dies erfolgte
in 0,01 % PBS-Azid, welches den intrazellularen Abbau des Proteins verlangsamt.
Zusatzlich wurden alle Schritte auf Eis durchgeflhrt. Im nachsten Schritt wurden die
Zellen fur 20 min schittelnd in 4 % PFA fixiert und in 0,1 % BSA/0,1 % Saponin in PBS
5 min bei 4000 rpm in der auf 4°C geklhlten Tischzentrifuge gewaschen. Anschlielend
wurden unspezifische Bindungsstellen mit 0,5 % BSA/0,1 % Saponin in PBS 30 min
schittelnd geblockt und wiederum wie zuvor gewaschen. Danach wurden die Zellen mit
7 yug/ml Primarantikérper (IMC-A12) in Waschpuffer flr 1 Stunde schiittelnd inkubiert. Als
Isotypkontrolle wurde humanes IgG in der gleichen Konzentration verwendet. Nach einem
erneuten Waschschritt, diesmal mit PBS-Azid und einer Unterschichtung der Zellen mit
FCS, erfolgte die einstiindige Inkubation mit FITC-gekoppeltem Sekundarantikorper
(1,5 pg/ml) in Waschpuffer und anschlieRendem Waschschritt in PBS-Azid und FCS. Vor
der Analyse am Durchflusszytometer (Partec) wurden die Zellen in CyStain resuspendiert,
welches die nukledre DNA mit DAPI farbt. Alle fir die Durchflusszytometrie verwendeten
Antikérper sind im Abschnitt 2.1.4 zu finden.

Neben der Immunreaktivitdt wurde die Fluoreszenzintensitat der einzelnen Zellen erfasst,
um die Starke der Expression des Zielproteins von positiven Zellpopulationen mit anderen
positiven Proben vergleichen zu kdnnen. Dies ermdglicht eine qualitative Aussage Uber
die Proteinexpression pro Zelle. Dafur wurde die gemittelte Intensitat der Isotypkontrollen
von der Fluoreszenzintensitdt der IMC-A12-Proben subtrahiert und anschlieBend der

Mittelwert und die Standardabweichung errechnet.
2.2.2.10.2. Annexin V Apoptose-Assay

Beim programmierten Zelltod ist eine der ersten Veranderungen der Verlust der

Zellmembranintegritat, bei der das Phospholipid Phosphatidylserin (PS) von der
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Innenseite zur AuRenseite der Membran transloziert wird. Annexin V bindet Phospholipide
wie PS mit hoher Affinitdt und durch eine Koppelung an das Fluorophor FITC kann dieser
frhe apoptotische Prozess im Durchflusszytometer gemessen werden. Bei der Annexin
V-Farbung allein kann man aber nicht zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen
unterscheiden, daher wird zusatzlich eine Propidiumiodid (PI)-Farbung durchgefihrt. Pl ist
ein fluoreszierender DNA-Interkalator, welcher erst in spateren Phasen der Apoptose die
Zellmembran passieren kann. Dadurch kénnen Zellen, die gerade mit Apoptose begonnen
haben (Annexin V positiv, Pl negativ), von Zellen, die bereits in der Endphase der
Apoptose sind (Annexin V und PI positiv), und nekrotischen Zellen (Annexin V negativ, Pl
positiv) unterschieden werden. Lebende Zellen mit intakter Zellmembran nehmen keinen
der beiden Farbstoffe auf.

0,3 x 10° U87-Zellen wurden in 6 cm-Schalen ausgesat und es wurde gewartet, bis diese
sich an die Schale angeheftet haben. GS-12-Zellen wurden dissoziiert und 1 x 10° Zellen
in T25-Flaschen in NBM low Insulin ausgesat. Fur 72 Stunden wurden die Zellen mit
IMC-A12 (50 nM, 200 nM) oder Etoposid (25 uM) behandelt oder unbehandelt inkubiert.
Etoposid, welches die Topoisomerase Il und somit die Zellteilung hemmt, fungierte als
positive Kontrolle flr diesen Apoptose-Assay. Nach 72 Stunden wurden die Zellen mit
PBS gewaschen und von der Schale geschabt bzw. die Neurospharen dissoziiert und mit
1x Binding Buffer auf 1 x 10° Zellen pro ml eingestellt. 100 ul der Zellsuspension wurden
mit 5 yl Pl und 0,5 pl FITC-Annexin V flr 15 Minuten bei RT im Dunkeln inkubiert und
anschliel’end innerhalb einer Stunde analysiert. Flir diesen Versuch wurden die Proben
am FACS Canto Il in der FACS Sorting Core Unit des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf untersucht.

2.2.2.11. Proliferationsassay

Fur die Bestimmung der Proliferation wurde ein kolorimetrischer Assay verwendet, der auf
der Messung von ATP beruht. Die Menge an gemessenem ATP ist proportional zur
Anzahl der Zellen und kann daher Uber einen bestimmten Zeitraum RuckschlUsse auf die
Proliferationsrate einer Zellpopulation geben. Um den Einfluss von IGF-1 und -2 auf die
Zellteilung messen zu kdénnen, missen die Experimente unter serumfreien Bedingungen
stattfinden, da im Serum hohe Konzentrationen an IGF-1 und -2 und Insulin vorhanden
sind. Daflir missen U87-Zellen und CMECs nach der Trypsinierung mehrmals in Medium
ohne Serum gewaschen werden, bevor sie in optischen 96-well Platten in einer
Konzentration von 2000 Zellen pro Well in 100 yl Medium mit 2 % FCS ausgesat und Uber
Nacht kultiviert werden kdnnen. Am nachsten Tag wurde das Medium mit frischem
serumfreien Medium ersetzt, welches verschiedene Konzentrationen IGF-1 oder -2

beinhaltete (1 - 20 nM), und fir 4 Tage bis zur Messung kultiviert. Medium mit 10 %
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Serum diente als positive Kontrolle. Inhibitionsexperimente mit IMC-A12 (12,5 — 400 nM)
wurden fir U87-Zellen wie oben beschrieben, jedoch in DMEM mit 10 % FCS Uber 4 Tage
durchgefiihrt, wohingegen CMECs in der wachstumsstimulierenden IGF-Konzentration
von 5 nM Uber 4 Tage mit IMC-A12 kultiviert wurden.

Fir GS-12-Zellen musste die Insulinkonzentration im definierten Neurobasalmedium
verringert werden, um ungewinschte Insulin-abhangige Effekte auf die Messung zu
verhindern. Daflir wurde ein B27-Supplement verwendet, welches kein Insulin enthalt, und
anschlielend die Ublichen Wachstumsfaktoren (EGF, FGF, Heparin) sowie eine

physiologische Menge'*

(4,4 nM) an Insulin hinzugefligt. Die GS-12-Zellen wurden flr
Experimente mit niedriger Insulinkonzentration mindestens Uber zwei Passagen in diesem
Medium kultiviert (nachfolgend ,NBM low Insulin® genannt), damit sich die Zellen an die
Kulturbedingungen adaptieren konnten. Die Zellen wurden mechanisch dissoziiert und in
einer Konzentration von 2500 Zellen pro Well in 50 yl NBM low Insulin mit verschiedenen
IGF-Konzentrationen (1 - 20 nM) ausgesat und insgesamt 8 Tage kultiviert, weil die Zellen
langsamer proliferieren als adharente Zellen. Am 4. Tag wurde in jedes Well 50 pl frisches
Medium mit Wachstumsfaktoren und 4,4 nM Insulin hinzugegeben. Nachdem 5 und
10 nM IGF-1/-2 als wachstumsstimulierende Konzentrationen flir GS-Zellen bestimmt
wurden, wurden die Zellen fir das Inhibitionsexperiment mit IMC-A12 darin ausgesét und
steigende Konzentrationen von IMC-A12 (25 - 200 nM) zugesetzt. In diesem Assay
wurden die Zellen ebenfalls 8 Tage kultiviert und am 4. Tag frisches Medium mit Inhibitor
hinzugefiigt. Alle Experimente wurden mit mind. 5 Replikaten pro Bedingung
durchgefiihrt. Der CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay wurde laut Hersteller-
protokoll durchgefiihrt und die Platten am SpectraFluor PLUS Microplate Reader (Tecan)

ausgelesen.
2.2.2.12. Migrationsassay

Die Fahigkeit der Zellen sich fortzubewegen kann durch chemotaktische Faktoren
stimuliert werden und wird gerichtete Migration bzw. Chemotaxis genannt. Um den
Einfluss von IGF-1 und -2 auf die Zellmigration zu analysieren wurden modifizierte
Boyden Kammer-Assays durchgefuhrt. Dabei werden die Zellen in eine Kammer pipettiert,
die durch eine pordse Filtermembran mit einer unterliegenden Kammer verbunden ist,
welche die chemotaktische Substanz beinhaltet. Wenn die Zellen durch die 8 um grofen
Poren migrieren, bleiben sie auf der Unterseite der Membran haften und kénnen
anschlielend gefarbt und quantifiziert werden. Damit spezifische Effekte gemessen
werden kénnen, wurden U87-Zellen in serumfreien DMEM ausgesat, welches neben den
Ublichen antibakteriellen und antimykotischen Beigaben zusatzlich 0,1 % BSA beinhaltet.

GS-12-Zellen wurden langzeitig in NBM low Insulin kultiviert und darin ausgesat, jedoch
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mit 0,1 % BSA versetzt und ohne die Ublichen Wachstumsfaktoren (EGF, FGF, Heparin).
Damit sich die Zellen fur die Migration in einem optimalen Vitalzustand befinden, wurden
GS-12- zwei Tage und U87-Zellen ein Tag vor dem Experiment vereinzelt. Einen Tag vor
dem Versuch wurde die porése Membran (8 pym Porengréflie, Neuro Probe) fur U87-
Versuche mit 105 pg/ml Kollagenlésung (Stemcell Technologies) in 0,1 % Essigsaure in
einem 37°C Warmeschrank und flir GS-12-Versuche in 5 pg/ml Laminin (Invitrogen) in
PBS in einem Brutschrank Uber Nacht beschichtet. Am folgenden Tag wurde die
Membran mit 100 ml 0,1 % BSA in PBS gewaschen und getrocknet. Am Versuchstag
wurden IGF-1 und -2 in verschiedenen Konzentrationen (1 - 20 nM) in dem jeweiligen
Assaymedium verdlnnt und zu jeweils 30 ul in die Wells der unteren Kammer pipettiert.
Als positive Migrationskontrolle wurde Assaymedium mit 10 % FCS verwendet. Die Zellen
wurden trypsiniert oder mechanisch dissoziiert und dreimal mit Assaymedium gewaschen,
um restliches Kulturmedium zu entfernen. Daraufhin wurde die Zellzahl auf 1,5 x 10*
Zellen pro Well in 50 yl Assaymedium eingestellt. Nachdem die Testlésungen in die
untere Kammer pipettiert wurden, wurde die getrocknete Filtermembran vorsichtig darauf
platziert und mit der oberen Kammer fixiert. Anschlielend wurden in die Wells oberhalb
der Testsubstanzen mind. 5 Replikate der Zellsuspension eingefullt und im Falle von U87-
Versuchen 6 Stunden bzw. bei GS-12-Versuchen 20 Stunden unter normalen Kultur-
bedingungen inkubiert. Bei Inhibitionsversuchen wurden die U87- und GS-12-Zellen
48 Stunden vor dem Versuchstag mit verschiedenen Konzentrationen (50 - 200 nM) IMC-
A12 prainkubiert. Am Versuchstag wurde frischer Antikérper in den gleichen
Konzentrationen auch in die oberen und unteren Wells gegeben, damit sich kein
Antikérpergradient bilden konnte, der die Migration negativ beeinflusst. Die Inkubations-
zeit der Inhibitionsversuche war genauso lang wie bei den Stimulationsversuchen. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde die Membran von der Kammer getrennt und die
Oberseite dieser mit einem Wattestabchen von aufliegenden Zellen befreit. Nach
Anleitung wurde die Membran jeweils drei Minuten in den drei Losungen des Diff Quik
Stain Sets (Medion Diagnostics) gefarbt, anschlielend mit aqua dest gesplilt, die Zellen in
10 Feldern pro Well in 40-facher VergroRerung ausgezahlt und der Mittelwert der

Replikate mit Standardabweichung berechnet.
2.2.2.13. Isolierung und Etablierung von primaren Glioblastomstammzelllinien

Nach Einwilligung des Patienten wurden frisch resezierte Glioblastome aus der Klinik fur
Neurochirurgie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf mit steriler Schere und
Skalpell zerkleinert und in 1 mg/ml Collagenase/Dispase in HBSS fur 30 Minuten bei 37°C
inkubiert. Daraufhin wurde diese Zellsuspension mit einem 100 um Zellsieb filtriert und der

Durchfluss bei 1300 rpm 5 Minuten zentrifugiert. Die Zellen wurden nochmals in HBSS
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resuspendiert und zentrifugiert bevor sie in NBM und den in 2.2.2.1 genannten

Wachstumsfaktoren und Zusatzen in 12-well Platten ausgesat wurden.
2.2.3. Auswertung und Statistik

Die Datenaufarbeitung, Auswertung und grafische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit
Hilfe des Programms Excel (Microsoft Corporation). Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert
mit den dazugehdrigen Standardabweichungen dargestellt. Zum Vergleich zweier
Gruppen, unabhangiger oder abhangiger Stichproben, wurde der t-Test verwendet. Ein
Ergebnis mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als signifikant

angesehen.
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3. Ergebnisse
3.1.  Invivo Untersuchungen zur Inhibierung des Tumorwachstums

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Antikérper IMC-A12 wurde von ImClone
Systems Inc. zur Verfigung gestellt. Mit der Antikérper-vermittelten Blockierung des
IGF-1R wurde die Wirkung auf das Wachstum zweier verschiedener Glioblastommodelle
in Mausen untersucht. In die Gehirne von Nacktmausen (NMRI/Foxn1nu) injiziert,
unterscheiden sich diese orthotopen Glioblastome in ihrem Wachstumsmuster
voneinander. Die adharent wachsende und weltweit vielfach verwendete humane
Glioblastomzelllinie U87 bildet in vivo rasch wachsende, nicht invasive Tumore, die
weitgehend scharf vom gesundem Gewebe abgegrenzt sind (Abb. 5). Charakteristisch fur
solche knotenférmig wachsenden Tumore ist, dass sie stark Angiogenese-abhangig sind,
also auf die Blutgefal3neubildung angewiesen sind. Im zweiten orthotopen Tumormodell
wurde die im Labor fiir Hirntumorbiologie etablierte humane Glioblastomzelllinie GS-12
verwendet. Diese zeichnet sich durch ein neurospharisches Wachstum in Suspension
aus, wenn sie in serumfreien Medium in Anwesenheit der Wachstumsfaktoren EGF und
FGF kultiviert wird. GS-Linien werden als stammzelldhnliche Glioblastomzellen
bezeichnet, da sie Markerproteine von neuronalen Stammzellen wie z.B. CD133 und
Nestin exprimieren sowie die Fahigkeit zur mutlilinealen Differenzierung in Neurone und
Gliazellen besitzen'®. Im Gegensatz zu U87-induzierten Xenografttumoren wachsen
GS-12-Tumore in vivo deutlich langsamer und stark invasiv (Abb. 7). Dabei infiltrieren sie
das umliegende Gewebe sowie die gegenlberliegende Hirnhemisphare durch die
Migration entlang des Corpus Callosum. Invasive wachsende GS-12-Tumoren eignen sich
besser als U87-Tumore, um die invasive Komponente von humanen Glioblastomen zu

untersuchen.
3.1.1.  Wirkung von IMC-A12 auf das Wachstum von U87-Tumoren in vivo

Nach einer siebentagigen Etablierung der Tumore wurde mit der lokalen, intratumoralen
Antikérperbehandlung mittels osmotischer Minipumpen begonnen. Die dreiwdchige
Behandlung mit IMC-A12 (2,5 pg/Stunde) fuhrte im Vergleich mit der Vehikelkontrolle
(PBS) zu einer signifikanten Reduktion des Tumorvolumens um 73,7 % (3,3 £ 3,4 mm?
zu 12,6 £ 7,7 mm?3, p = 0,003). Nach diesen drei Wochen hatten 7 der 11 Tiere in der
Kontrollgruppe einen Gewichtsverlust von = 10 % erlitten, jedoch keine in der
Behandlungsgruppe. Von diesen 7 symptomatischen Mausen hatten 3 zusatzlich
motorische Beeintrachtigungen.

Um die Mechanismen fiir die Verlangsamung des Tumorwachstums zu ergriinden,

wurden die U87-Tumore in immunhistochemischen Analysen auf ihren Proliferationsindex,
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die vaskulare Dichte und den Anteil apoptotischer Tumorzellen untersucht. Die
Quantifizierung proliferierender Tumorzellen erfolgte mittels einer Immunfarbung fur das
Ki-67 Antigen, welches in der Interphase sich teilender Zellen im Zellkern exprimiert wird,
und wurde als prozentualer Anteil proliferierender Zellen bezogen auf die Zellgesamtzahl
(Proliferationsindex) angegeben. Unbehandelte Tumore hatten einen Proliferationsindex
von 26,2 + 4,8 %, der durch die Behandlung mit IMC-A12 signifikant um 18,6 % auf
21,4 £ 4,1 % reduziert wurde (p = 0,046; Abb. 5).
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Abbildung 5 Auswirkung der IGF-1R Blockierung auf das Wachstum von orthotopen
U87-Tumoren. Die Behandlung mit IMC-A12 (2,5 pg/Stunde) reduzierte das Tumor-
volumen signifikant um 73,7 %. Immunhistochemische Untersuchungen zeigten, dass die
Proliferation der Tumorzellen und die mikrovaskulare Dichte signifikant verringert waren.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen. * Signifikanzniveau
p <0,05
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Um eine quantitative Aussage Uber den Anteil apoptotischer Tumorzellen treffen zu
kénnen, wurde das apoptose-spezifische Protein cleaved Caspase-3 immunhisto-
chemisch untersucht. Generell war der Anteil an Tumorzellen mit positivem Signal fr
Caspase-3 gering und lag bei unter 1 % (Abb. 5). Aulterdem flihrte die Behandlung mit
IMC-A12 zu keiner signifikanten Anderung im Vergleich zur Vehikelkontrolle (0,6 + 0,3 %
zu 0,7 £ 0,3 %; p = 0,27). Des Weiteren wurden intratumorale Blutgefalie quantifiziert,
weil aus der Literatur bekannt ist, dass auch Endothelzellen IGF-1R exprimieren kdnnen
und dieser Rezeptor auch an der Angiogenese beteiligt ist'®". Dafiir wurden die Gewebe-
schnitte auf CD34-Immunreaktivitat untersucht. Es wurden Blutgefalte mit positivem
Signal in 10 zufallig ausgesuchten Tumorarealen gezahlt und mit der Anzahl der
BlutgefalRe in der Vehikelkontrolle verglichen. Hier zeigte sich bei behandelten Tumoren
eine starke, signifikante Reduktion der Blutgefalle um 37,9 % (62,1 £ 12,8 % zu
100,0 £ 8,9 %; p = 0,0001; Abb. 5). Die Ergebnisse der Antikorper-vermittelten IGF-1R
Blockierung deuten darauf hin, dass bei diesem Tumormodell, welches vom Wachstums-
muster her reprasentativ ist fir die solide Komponente von humanen Glioblastomen, die

Inhibierung des Wachstums vor allem durch Reduktion der Blutgefalie bewirkt wird.
3.1.2.  Wirkung von IMC-A12 auf das Wachstum von GS-12-Tumoren in vivo

Bei den orthotopen GS-12-Tumoren wurden wegen der langsameren Etablierung der
Tumore im Vergleich zu den U87-Tumoren erst nach 8 Wochen osmotische Minipumpen
mit IMC-A12 oder Vehikelkontrolle implantiert und die Behandlung (2,5 pg/Stunde) dann
Uber 4 Wochen durchgefiihrt. Nach diesen 4 Wochen hatten 4 von 12 Mausen der
Kontrollgruppe einen Gewichtsverlust entwickelt, jedoch keine in der Behandlungsgruppe.
Wegen der hohen Invasivitat dieser Tumore konnte das Tumorvolumen nicht berechnet
werden, stattdessen wurde der Tumorzellanteil in 6 verschiedenen Regionen auf 6
unterschiedlichen koronaren Ebenen von rostral nach dorsal mittels einer Pixelanalyse
der Zellnuklei quantifiziert (Abb. 6)'®*. Dabei wurde die Gesamtflache der Zellkerne von
murinen Normalhirnproben von der Zellkernflache tumorbelasteter Hirne subtrahiert, um
die effektive Tumorbelastung im experimentellen Modell festzustellen.

Diese Analyse zeigte eine signifikante Verringerung des Tumorzellanteils in allen
individuellen Regionen (Tabelle 12) sowie bei kumulativer Analyse aller 36 Regionen um
50,2 % in der IMC-A12-Behandlungsgruppe (270,1 + 57,4 % zu 4417 + 66,5 %,;
p < 0,0001; Abb. 7). Eine vergleichende Analyse der einzelnen Regionen zeigte, dass vor
allem die Regionen, welche weit entfernt von der Injektionsstelle lagen (Level 6, Regionen
5 und 6; -73,5 % und -70,5 %; Tabelle 12), eine starkere Inhibierung der Tumorlast

aufwiesen als Regionen proximal zur Injektionsstelle (Level 2, Region 4; -39,5 %).
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Level 3

Level 1 Level 2

1. Corpus callosum 4. Central striatum 1. Corpus callosum 4. Central striatum 1. Corpus callosum 4. Central striatum

2. Periventricular 5. Subventricular 2, Periveniricular 5. Subventricular 2. Periventricular 5. Anterior commissure
3. Lateral corpus 6. Basal 3. Lateral striatum 6. Basal 3. Lateral striatum 6. Basal
callosum
Level 4 Level 6

Level 5

1. Corpus callosum 4. Central striatum 1. Corpus callosum 4. Globus pallidus 1. Corpus callosum 4. Lateral thalmus
2. Periventricular 5. Thalamus 2. Periventricular 5. Thalamus 2. Periventricular 5. Medial thalamus
3. Lateral striatum 6. Basal 3. Lateral striatum 6. Basal 3. Lateral striatum 6. Basal

Abbildung 6 Bestimmung der Tumorbelastung in invasiven orthotopen GS-12-Tumoren.
Fiar die Quantifikation der Tumorbelastung wurden 6 reprasentative Regionen auf

6 koronaren Ebenen systematisch analysiert. Modifiziert nach Martens et al. (2008)"®°.

Tabelle 12 Reduktion der Tumorlast der IMC-A12-Behandlungsgruppe relativ zur
Kontrollgruppe in 36 reprasentativen Regionen der orthotopen GS-12-Tumore [in %]

Koronarlevel | 1 2 3 4 5 6

Region 1 -44.8 |-42.3 |-58.3 [-50.2 [-57.0 |-59.0
Region 2 -49.6 |-39.4 |-49.5 (-58.1 |-48.2 |-54.6
Region 3 -46.7 |-41.9 |-39.8 |-51.7 |-47.2 |-60.2
Region 4 -50.1 |-39.5 [-40.1 [-50.5 |-50.3 |-58.1
Region 5 -66.8 [-42.9 [-44.0 [-81.1 |-71.2 |-73.5
Region 6 -53.8 [-35.1 [-39.5 |-36.1 [-45.4 |-70.6

Immunhistochemische Untersuchungen in Bereichen, die eine hohe Tumorzelldichte
aufwiesen, zeigten eine signifikante Inhibierung der Proliferation um 27,1 % in
behandelten Tumoren (25,7 + 7,9 % zu 35,3 £ 9,5 %; p = 0,02; Abb. 7). Die Immun-
reaktivitat fir den Apoptose-spezifischen Marker cleaved Caspase-3 lag auch bei GS-12-
Tumoren unter 1 %, jedoch konnte im Gegensatz zu U87-Tumoren eine signifikante 2,5-
fache Erhéhung der Apoptose von 0,2 + 0,1 % auf 0,5 £ 0,4 % (p < 0,05) in behandelten
Tumoren beobachtet werden (Abb. 7). Im Gegensatz zu U87-Tumoren wurde hingegen
keine signifikante Veranderung der Anzahl an Blutgefaen durch die Behandlung mit IMC-
A12 festgestellt (99,6 £ 31,0 % zu 100,0 £ 20,9 %; p = 0,97; Abb. 7). Dies ist vermutlich
darauf zurickzufihren, dass die diffus infiltrierenden GS-12-Zellen weitestgehend

unabhangig von Angiogenese wachsen. So wurden keine mikrovaskuldren Proliferate
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beobachtet. Dartiber hinaus wurden in unbehandelten GS-12-Tumoren ca. 25 % weniger
BlutgefaRe detektiert als in unbehandelten U87-Tumoren (48,4 + 10,1 zu 64,8 + 5,8
BlutgefaRe pro Bild; p = 0,004; ohne Abbildung). Den immunhistologischen Analysen
zufolge scheinen die GS-12-Zellen direkt durch die Blockierung des IGF-1R mittels
IMC-A12 in ihrer Proliferation, Invasion und Apoptose beeinflusst zu werden. Im
Gegensatz zu den U87-Tumoren hat die Behandlung mit IMC-A12 in GS-12-Tumoren
jedoch keine Wirkung auf die Blutgefalneubildung.
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Abbildung 7 Auswirkung der IGF-1R Blockierung auf das Wachstum von invasiven
orthotopen GS-12-Tumoren. Die Behandlung mit IMC-A12 (2,5 pg/Stunde) reduzierte das
Tumorvolumen signifikant um 50,3 %. Immunhistochemische Untersuchungen zeigten,
dass die Proliferation der Tumorzellen reduziert und die Anzahl apoptotischer Zellen

gesteigert wurden. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen.
* Signifikanzniveau p < 0,05
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3.2. Expressionsanalyse des IGF-Signalwegs in Glioblastomzelllinien und -gewebe

Die voneinander abweichenden Auswirkungen der Blockierung des IGF1R auf das
Wachstum von U87- und GS-12-Tumoren in vivo, kénnten auf Unterschiede in der
Expression des IGF1R zurickzufihren sein. FlUr eine Erkldrung dieser differentiellen
in vivo Mechanismen wurden Glioblastomgewebeschnitte und -zelllinien auf ihre

Expressionsintensitat des IGF1R untersucht.
3.2.1. Expressionsanalyse des IGF-1R an Glioblastomgewebeschnitten

Fur eine Analyse des IGF-1R-Status in vivo wurden immunhistochemische Farbungen an
Gewebeschnitten der Xenografttumore vorgenommen. Diese zeigten eine starke
Immunreaktivitat fur IGF-1R im Zytoplasma und auf der Zellmembran in GS-12-
Tumorzellen, welche im gesamten Bereich der Tumorausdehnung zu beobachten war
(Abb. 8, rechts). Im Gegensatz dazu waren in U87-Tumoren nur vereinzelt Tumorzellen
gefarbt, stattdessen zeigten Blutgefalie eine positive Farbung (Abb. 8, links). In U87-
Tumoren waren vor allem groRere BlutgefalRe mit positiver Farbung zu beobachten,
wohingegen in GS-12-Tumoren teilweise nur kleine KapillargefaRe schwach gefarbt
waren. In GS-12-Tumoren wurden keine groRen BlutgefaBe mit Immunreaktivitat
beobachtet.

Abbildung 8 Immunhistologische Expressionsanalyse des IGF-1R in den orthotopen
Glioblastommodellen. Die weillen Markierungen weisen auf BlutgefaRe mit IGF-1R
Expression in U87-Tumoren hin.

Obwohl die U87- und GS-12-Zelllinien aus humanen Glioblastomen isoliert und in vivo
implantiert wurden, kénnen diese Xenotransplantattumore nicht mit humanen

Glioblastomen gleichgesetzt werden, weil diese sich den Kulturbedingungen in vitro stark
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angepasst haben. Dariberhinaus spiegeln auch beide Modelle jeweils nur Teilaspekte
von humanen Glioblastomen wider, zum einen die solide, hoch proliferative und
Angiogenese-abhangige und zum anderen die hoch invasive Komponente. Um die
klinische Relevanz des IGF-1R zu evaluieren, wurden zuséatzlich zu den Tierversuchen
humane Tumorgewebeschnitte sowie ein humaner Gliom-Gewebemikroarray auf ihre
Immunreaktivitat fur IGF-1R hin untersucht. In den humanen Glioblastomschnitten lieRen
sich immunreaktive Tumorzellen sowie IGF-1R exprimierende intratumorale Blutgefalle
beobachten (Abb. 9B).
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Abbildung 9 Immunhistologische Expressionsanalyse des IGF-1R in humanen
Glioblastomgewebeschnitten und einem Gliomgewebemikorarray. (A) Reprasentative
Aufnahmen des Gewebemikroarrays fiir Glioblastome mit starker (oben) und schwacher
(unten) IGF-1R Expression. (B) Reprasentative Aufnahmen von humanen Glioblastom-
gewebeschnitten, welche IGF-1R-positive Tumorzellen sowie Blutgefale aufweisen
(schwarze Markierungen). (C) Kaplan-Meyer Uberlebenskurve der Glioblastome aus dem
Gewebemikroarray. Patienten mit starker IGF-1R-Expression (rot) haben eine signifikant
kirzere Lebenserwartung als Patienten mit schwacher Expression (blau; p=0,01). (D)
REMBRANDT Datenbankanalyse der Uberlebenswahrscheinlichkeiten von Glioblastom-
patienten. Patienten mit niedriger mRNA-Expression von IGF1R (griin) haben eine
signifikant langere Uberlebenserwartung als Patienten mit hoher Expression (rot; p=0,04).

Auf dem Gewebemikroarray, der u.a. 400 Gliome von niedrigem bis hohem
Malignitatsgrad auf einem Objekttrager beinhaltet, befanden sich insgesamt

67 Glioblastome. Diese wurden in zwei Gruppen mit starker und schwacher IGF-1R-
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Expression eingeteilt und mit den dazugehoérigen Uberlebensdaten der Patienten
verglichen (Abb. 9A). Diese Analyse zeigte, dass die Patientengruppe mit starker IGF-1R-
Expression ein kirzeres medianes Uberleben hatte (311 Tage) als die Gruppe mit
schwacher Expression (Median = 442 Tage; p = 0,01; Abb. 9C). Diese Gewebearraydaten
wurden mit der Repository of molecular brain neoplasia data (REMBRANDT) Datenbank
verglichen, welche die klinische Uberlebensdaten von (iber 1000 Patienten und die
Genexpressionsdaten von Uber 500 Patienten enthalt. Diese Datenbankanalyse zeigte,
dass Glioblastompatienten mit mehr als 2-fach héherer IGF1R-mRNA-Expression (n=181)
ein signifikant kiirzeres Uberleben als Patienten mit 2-fach herunterregulierter Expression
hatten (Abb. 9D; p = 0,04). Diese Uberlebensdaten auf mRNA-Basis stiitzen die

Beobachtungen aus dem Gewebemikroarray auf Proteinebene.
3.2.2. Expressionsanalyse des IGF-1R und der Liganden in Glioblastomzelllinien

Uber die Expression von IGF1R in Glioblastomzelllinien gibt es, wie in der Einleitung
beschrieben, in der Literatur widersprichliche Ergebnisse. In vielen Fallen wurde nur die
Expression auf mRNA-Ebene untersucht, die sich jedoch von der Expression auf
Proteinebene deutlich unterscheiden kann. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit ein
Spektrum adharenter Zelllinien und eigens etablierter stammzellahnlicher Glioblastom-
zelllinien auf die Proteinexpression des IGF-1R durchflusszytometrisch untersucht. Die
Brustkrebszelllinie MCF-7 diente dabei als positive Kontrolle, da vielfach publiziert wurde,
dass diese den IGF-1R hoch exprimiert. Die Glioblastomzelllinien U87, T98G und U251
wurden als adharente Linien ausgewahlt, da sie weltweit vielfach verwendet werden und
gut charakterisiert sind. Darlberhinaus wurden die im Labor flir Hirntumorbiologie
etablierten adharenten Zelllinien G44 und G55T2 sowie die spharisch wachsenden
Glioblastomlinien GS-8, -11, -12 und -13 verwendet. In der durchflusszytometrischen
Analyse zeigte sich, dass in den GS-Zelllinien sowie in der Kontrolllinie jeweils 87 £ 10 %
bis 97 £ 1 % der Zellen IGF-1R-positiv waren, wohingegen maximal ein Anteil von 5 £ 1 %
der Zellen in den adharenten Glioblastomzelllinien den IGF-1R exprimierte (Abb. 10A).
Bei der mittleren Fluoreszenzintensitat, welches ein Mal¥ fiur die Anzahl der IGF-1-
Rezeptoren pro Zelle ist, waren die Unterschiede zwischen adharenten und neuro-
sphérisch wachsenden Glioblastomzellen ebenfalls gro3. Die stark immunreaktiven GS-
Zelllinien und die positive Kontrolle MCF-7 haben mittlere Fluoreszenzintensitatswerte
zwischen 5 und 11 und somit eine 10- bis 20-fach héhere Expression des IGF-1R pro

Zelle als die adharent wachsenden Glioblastomzelllinien (Abb. 10C).
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Abbildung 10 Durchflusszytometrische Analyse der IGF-1R-Expression von adhéarent
und spharisch wachsenden Glioblastomzelllinien und der Brustkrebszelllinie MCF-7
(Kontrolle). (A) Uber 87 % der spharisch wachsenden GS-Zellen zeigen eine Immun-
reaktivitdt fir IGF-1R, wohingegen weniger als 1 % der adharente Zellen den IGF-1R
exprimieren. (B) Reprasentative Histogramme fir U87- und GS-12-Zellen. Die
Immunreaktivitat in GS-12-Zellen betragt 0,5 % in der Isotypkontrolle (oben, Quadrant 1)
und 92,4 % bei Verwendung des spezifischen IGF-1R-Antikérpers IMC-A12 (unten,
Quadrant 1). (C) Fluoreszenzintensitatswerte des IGF-1R pro Zelle. MCF-7- und GS-
Zellen haben eine ca. 10- bis 20-fach hohere Expression des IGF-1R pro Zelle als
adharent wachsende Glioblastomzelllinien. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte +
Standardabweichungen von Vierfachbestimmungen.

Um diese durchflusszytometrische Expressionsanalyse mit einer weiteren Methode auf
Proteinebene zu validieren, wurden Western Blot-Untersuchungen mit ausgewahlten
Zelllinien durchgefiihrt. Als reprasentative, adharente Zelllinien wurden U87- und G55T2-
Zellen sowie MCF-7-Zellen als positive Kontrolle ausgewahlt. Eine Expressionsanalyse
der Aktivierung des IGF-1R und der wichtigsten dazugehérigen Signaltransduktions-
proteine in GS-12-Zellen ist zudem in Abschnitt 3.4 ausfihrlich beschrieben.

Fir die Analyse des Rezeptorstatus in den adharenten Zelllinien wurden 2,5 x 10° Zellen

ausgesat und nach der Proteinaufreinigung in Triplikaten im SDS-PAGE und Western
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Blot-Verfahren untersucht, um Mittelwert und Standardabweichung fir die
densitometrische Quantifikation berechnen zu kénnen. Es wurden zwei Banden knapp
unterhalb und oberhalb von 100 kDa beobachtet (Abb. 11A). Aufgrund der bekannten
GrolRe des IGF-1R von 95 kDa, wurde fur die densitometrische Quantifizierung (Abb. 11B)
nur die untere der beiden Banden evaluiert. Die obere Bande konnte einerseits ein
unspezifisches Signal des verwendeten Antikérpers sein oder eine groRere Variante des

IGF-1R aufgrund einer posttranslationalen Modifikation.
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Abbildung 11 Expressionsanalyse des IGF-1R in adharent wachsenden
Glioblastomlinien auf Proteinebene. (A) Western Blot-Analyse des IGF-1R in U87- und
G55T2-Glioblastomzellen sowie der Brustkrebslinie MCF-7 (positive Kontrolle). Tubulin
wurde als Ladekontrolle aufgetragen. (B) Die densitometrische Quantifizierung der
Western Blot-Banden. Um die Bandenintensitdt der unterschiedlichen Zelllinien
vergleichen zu koénnen, wurden die Blots parallel durchgefihrt und die gleiche
Expositionszeit fir das jeweilige Protein verwendet. Die dargestellten Werte sind
Mittelwerte + Standardabweichungen von Dreifachbestimmungen.

Es wurde beobachtet, dass MCF-7-Zellen bei gleicher Expositionszeit eine deutlich
starkere IGF-1R Expression als U87- und G55T2-Zellen zeigten. Die U87-Proben hatten
im Vergleich mit MCF-7 und G55T2 weniger Protein geladen (siehe Tubulin
Ladekontrolle), jedoch war auch bei langerer Exposition kaum eine Bande fir IGF-1R
erkennbar. Die densitometrische Analyse ergab nach einer Normalisierung mit der
Tubulinbande, dass mit dieser Methode MCF-7-Zellen eine 4,8-fach hohere IGF-1R-
Expression als U87- und eine 3-fach héhere als G55T2-Zellen aufwiesen (1,29 £ 0,03 zu
0,27 £ 0,03 zu 0,42 £ 0,02; p < 0,001). Diese Western Blot-Daten bestatigen den Eindruck
aus der FACS-Analyse, dass adharente Glioblastomzelllinien kaum bis gar kein IGF-1R
exprimieren. Die erhdhte IGF-1R-Expression in GS-Zelllinien im Vergleich zu adharenten
Glioblastomzelllinien, welche in der FACS-Analyse beobachtet wurde, ist auch auf mMRNA-
Ebene zu beobachten. Mittels quantitativer Polymerasekettenreaktion (QPCR) wurden die
in vivo verwendeten Zellen U87 und GS-12 auf ihre mRNA Expression von IGF1R, IGF1
und IGF2 analysiert. Als positive Kontrolle wurde die Leberkarzinomzelllinie HepG2
hinzugezogen, weil diese bekanntlich den Rezeptor sowie auch beide Liganden

exprimiert. HepG2 hatte dabei eine dreimal hohere IGF1R Expression als U87-Zellen
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(1,0 £ 0,2 zu 0,3 £ 0,0), bei denen mMRNA-Transkripte erst sehr spat im 38. Zyklus der
gPCR detektiert wurden. GS-12-Zellen (1,5 £ 0,3) im Vergleich exprimierten funfmal mehr
IGF1R mRNA als U87-Zellen und 1,5-mal mehr als HepG2 (Abb. 12A).
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Abbildung 12 Relative Quantifizierung der IGF1R, IGF1 und IGF2 Transkripte mittels
gPCR und Expressionsanalysen der Liganden auf Proteinebene in Western Blot-
Analysen. (A) Die Leberkarzinomlinie HepG2 (Kontrolle) exprimiert sowohl IGF1R mRNA
als auch Transkripte der Liganden IGF1 und IGF2, jedoch ca. 1000-fach mehr IGF2 als
IGF1. (B) Fur die Western Blot-Analysen wurden die Kulturmedien der Zelllinien nach 24-
stiindiger Inkubation 50-fach aufkonzentriert. Es konnte nur rekombinantes IGF-1 und -2
(positive Kontrolle) sowie endogenes IGF-2 im konditionierten Medium von HepG2
nachgewiesen werden. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen
von Dreifachbestimmungen.

Die Expression der Liganden wurde untersucht, um herauszufinden, ob ein autokriner
Loop den IGF-Signalweg in diesen Zellen aktiviert. Wie aus der Literatur bekannt, konnte
in einer gPCR-Analyse bestatigt werden, dass HepG2-Zellen IGF1 und IGF2 exprimieren,
jedoch ca. 1000-fach mehr IGF2 mRNA als IGF1 (Detektion im 22. Zyklus gegenliber dem
32. Zyklus). U87-Zellen exprimierten 4,6-mal mehr IGF1l als HepG2 (4,6 £+ 0,4 zu
1,0 £ 0,1; Abb. 12A), jedoch konnte kein IGF2 Transkript detektiert werden (Abb. 12A).
GS-12 hingegen exprimierten kein IGF1 (Abb. 12A) sowie 16-mal weniger IGF2 mRNA
als HepG2 (0,06 £ 0,01 zu 1,0 £ 0,1; Abb. 12A). Um diese Ergebnisse auf Proteinebene
zu validieren, wurden Western Blot-Versuche mit konditioniertem, serumfreiem Medium

durchgefiihrt, welches zuvor 50-fach aufkonzentriert wurde. Mit allen drei verwendeten
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IGF-1-Antikdrpern konnte nur rekombinantes IGF-1 (1 ng) bei der erwarteten Laufbande
von 7 kDa detektiert werden, was zusammen mit den qPCR-Ergebnissen darauf
hindeutet, dass in allen Zelllinien die IGF-1 Expression sehr schwach ist (Abb. 12B). Der
IGF-2-Antikérper hat sowohl die rekombinante IGF-2-Bande (1 ng) als auch die Bande fiir
IGF-2 im konditionierten Medium der positiven Kontrolle HepG2 detektiert (Abb. 12B). Die
in vitro Ergebnisse flr die Expression von IGF-1R-Liganden sprechen somit dagegen,

dass ein autokriner IGF-1R Aktivierungskreislauf besteht.

3.3.  Funktionelle in vitro Untersuchungen zur Inhibierung des Wachstums von

Glioblastomzelllinien

Eine Aktivierung des IGF-1R durch eine Stimulation mit IGF-1R-Liganden kann in anderen
Zelltypen zu erhdhter Proliferation, verringerter Apoptose und erhdhter Migration
fihren®'%. In den folgenden Abschnitten sollte untersucht werden, welche Effekte die
IGF-1R-Liganden auf U87- und GS-12-Zellen haben und ob eine Aktivierung des IGF-1R
durch eine Antikorper-vermittelte Blockade inhibiert werden kann. Diese funktionellen
Untersuchungen kénnen Rickschliisse auf die Effekte des Antikérpers IMC-A12 in den in

vivo Experimenten erlauben.
3.3.1.  Auswirkungen der Stimulation und Inhibierung des IGF-1R auf die Proliferation

Fur eine Untersuchung eines Effekts der IGF-1R-Liganden auf die Wachstumsrate von
U87- und GS-12-Zellen wurden 96-well Platten mit je 2000 - 2500 Zellen ausgesat und mit
unterschiedlichen Konzentrationen der IGF-1R-Liganden (1 - 20 nM) stimuliert. Damit der
Einfluss anderer Wachstumsfaktoren ausgeschlossen werden konnte, wurden die U87-
Zellen in serumfreiem Medium analysiert (Abb. 13A). Dabei konnte keine veranderte
Proliferationsrate in Anwesenheit von IGF-1R-Liganden im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle beobachtet werden (p > 0,05). Nur die Positivkontrolle mit 10 % foetalem
Kalberserum (FCS) induzierte eine signifikante Steigerung der Proliferation um 200 %
(p = 0,01). Dieses Experiment wurde anschlielend in Medium mit 1 % Serum wiederholt,
jedoch konnten gleichfalls keine Unterschiede gegentber der Kontrolle beobachtet
werden (ohne Abbildung). Weil Serum unter anderem auch die IGF-1R-Liganden
enthalten kann, ist nicht auszuschlielen, dass diese trotzdem einen Einfluss auf die
Proliferation von U87 haben koénnten. Aus diesem Grund wurde auch ein
Inhibitionsexperiment durchgefiihrt, bei dem verschiedene Konzentrationen des
Antikérpers IMC-A12 (12,5 - 400 nM) zu Serum-stimulierten U87-Zellen hinzugegeben
wurden (Abb. 13B). Bei diesem Versuch konnte keine signifikante Veranderung der

Proliferationsrate durch die Blockierung des IGF-1R beobachtet werden.
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Abbildung 13 Proliferation von U87-Glioblastomzellen nach Stimulation mit IGF-1 und -2
sowie Inhibition mit IMC-A12. (A) U87-Zellen wurden in serumfreien Medium fur 4 Tage
mit IGF-1, -2 oder mit 10 % Kalberserum (Kontrolle) stimuliert. Die IGF-1R-Liganden
haben keinen Effekt auf die Proliferation von U87-Zellen. (B) Die Blockierung des IGF-1R
mit verschiedenen Konzentrationen IMC-A12 in serumhaltigem Medium hat ebenfalls
keine Auswirkungen auf die Proliferation. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte
+ Standardabweichungen von Flnffachbestimmungen. * Signifikanzniveau p < 0,05

Fir die GS-Zellen, die zwar in serumfreien Medium aber mit dem Zusatzmedium B27
kultiviert wurden, dem Insulin in unbekannter Menge beigesetzt ist, musste die
Insulinkonzentration vorsichtshalber reduziert werden, weil Insulin in superphysiologischer
Konzentration an den Insulin-IGF-1-Hybridrezeptor binden kann. Ein Uberschuss an
Insulin wirde ungewtinschte Insulin-abhangige Effekte hervorrufen, die die Messungen
der IGF-induzierten Effekte beeintrachtigen konnten. Deswegen wurden die funktionellen
Experimente der GS-12-Zellen in Medium mit einer physiologischer Insulinkonzentration
von 4,4 nM durchgeflhrt (NBM low Insulin). Es wurden bereits bei 1 nM IGF-1 und IGF-2
eine signifikant erhdhte Proliferation im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle gemessen
(164 + 30 % fir IGF-1; 147 £ 35 % fir IGF-2; p < 0,02), die bei 2 nM IGF-1 mit einem
Anstieg von 83,2 % ein Plateau erreichte, bei der das Wachstum nicht weiter erhdht
wurde (Abb. 14A). Die Stimulation mit IGF-2 erreichte bei einer Konzentration von 5 nM
das Maximum mit einem Anstieg des Wachstums um 108,9 %. Diese IGF-induzierte
Wachstumssteigerung wurde in Inhibitionsversuchen mit verschiedenen Konzentrationen
IMC-A12 (25 - 200 nM) gehemmt (Abb. 14B, 14C). Dabei wurden die Zellen mit 5 oder
10 nM IGF-1 (Abb. 14B) oder -2 (Abb. 14C) stimuliert und gleichzeitig mit IMC-A12
inhibiert.

In den Inhibierungsversuchen konnte bereits eine Konzentration von 25 nM IMC-A12 das
IGF-1-induzierte Wachstum signifikant auf das Niveau der unbehandelten Kontrolle
reduzieren (107,3 £ 4,7 % fir 5 nM IGF-1; 98,3 £ 35,5 % fur 10 nM IGF-1; p < 0,02). Auch
die IGF-2-induzierte Stimulation der Proliferation wurde durch die Inhibierung des IGF-1R
signifikant verringert (p < 0,05). Diese Ergebnisse zeigen, dass die IGF-1R-Liganden die
Proliferation von GS-12-Zellen stark erhéhen und diese Stimulation durch IGF-1R

Blockierung auf das Niveau von unstimulierten Zellen reduziert werden kann. Diese
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Beobachtungen sind in Einklang mit den in vivo Resultaten der immunhistochemischen
Analysen fur den Proliferationsmarker Ki-67, die gezeigt hatten, dass IMC-A12 die
Proliferation von GS-Zellen signifikant reduzierte (Abb. 7).
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Abbildung 14 Proliferation von GS-12-Glioblastomzellen nach Stimulation mit IGF-1 und -
2 sowie Inhibition mit IMC-A12. (A) GS-12-Zellen wurden in serumfreien Medium mit nur
4,4 nM Insulin (NBM low Insulin) fur 8 Tage mit IGF-1 und -2 inkubiert. Die IGF-1R-
Liganden haben einen stimulatorischen Effekt auf die Proliferation von GS-12-Zellen.
(B+C) Dieser mitogene Effekt von 5 und 10 nM IGF-1 (B) und IGF-2 (C) wurde durch
Blockierung des IGF-1R mit verschiedenen Konzentrationen IMC-A12 inhibiert. Die
dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen von Finffach-
bestimmungen. * Signifikanzniveau p < 0,05

3.3.2.  Auswirkungen der Stimulation und Inhibierung des IGF-1R auf die Migration

Die Inhibierung der Tumorzellmigration bzw. —invasion stellt ein zentrales Ziel fur die
Behandlung von Glioblastomen dar, deswegen wurden auch Migrationsexperimente in
vitro durchgefihrt, um die Wirkung der IGF-1R-Liganden und des Antikérpers IMC-A12
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auf U87 und GS-12 zu analysieren. In Transmigrationsassays (Boyden Kammern) wurden
die chemotaktischen Eigenschaften von 1 - 20 nM IGF-1 und -2 auf U87-Zellen unter
serumfreien Bedingungen untersucht. Die positive Kontrolle (10 % FCS) steigerte die
Migration der Zellen von der oberen in die untere Kammer um 683,3 % im Vergleich zu
unbehandelten U87-Zellen (564,0 + 13,0 migrierte Zellen pro 10 high power fields (hpf) zu
72,0 £ 5,8; p < 0,0001), wohingegen die IGF-1R-Liganden keinen signifikanten Anstieg
bewirkten (Abb. 15A). In einer Untersuchung von foetalem Kalberserum, das
verschiedene mitogene und chemotaktische Faktoren enthalt, fanden Honegger und
Humbel 50 - 150 ng/ml IGF-1 (das entspricht 6,7 — 20 nM) sowie ca. 450 - 750 ng/ml
IGF-2 (60 - 100 nM)'®. Da fiir die Kontrolle 10 % FCS verwendet wurde, waren
dementsprechend 0,67 - 2 nM IGF-1 und 6 - 10 nM IGF-2 im Serum enthalten. Da diese
IGF-Konzentrationen in den Versuchen verwendet wurden, deuten die Ergebnisse darauf
hin, dass die U87-Zellen auf andere pro-migratorische Wachstumsfaktoren im Serum
reagieren. FiUr die IGF-1R-Liganden konnte vielmehr beobachtet werden, dass durch
IGF-1 die Migration geringfugig verringert wurde (Abb. 15A). Ebenso gab es keine
konzentrationsabhangige, chemotaktische Wirkung bei der Verwendung von IGF-2,
welches nur bei 2 nM eine leichte Steigerung um 13,9 % verursachte (82,0 = 1,6;
p < 0,008). Bei Wiederholungen dieses Versuchs, unter anderem in Anwesenheit von 1 %
Serum (ohne Abbildung), wurden geringfiigig andere Ergebnisse fir die jeweiligen
Konzentrationen und ebenfalls nur leichte Erhéhungen und Reduktionen gemessen, was
zu dem Schluss fuhrt, dass die IGF-1R-Liganden keinen konsistenten oder nur geringen

Einfluss auf die Migrationsfahigkeit von U87-Zellen in vitro haben.
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Abbildung 15 Migration von U87-Glioblastomzellen nach Stimulation mit IGF-1 und -2
sowie Inhibition mit IMC-A12. (A) U87-Zellen wurden in serumfreien Medium fur 4 Tage
mit IGF-1, -2 oder mit 10 % Serum (Kontrolle) stimuliert. IGF-1 hat eine leicht inhibierende
Wirkung auf die Migration. Lediglich bei 2 nM hat IGF-2 signifikante Auswirkungen auf die
Migration, bei der die Migration von U87-Zellen leicht erhdht wird. (B) Fir die
Untersuchung der Migration bei Blockierung des IGF-1R mit IMC-A12 wurde die Migration
mit 10 % Serum stimuliert. Bei 100-200 nM IMC-A12 ist eine leichte Reduzierung der
Migration zu beobachten. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standard-
abweichungen von Finffachbestimmungen. * Signifikanzniveau p < 0,05
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Aus diesem Grund wurde bei dem darauffolgenden Inhibitionsversuch mit 50 - 200 nM
IMC-A12 die Migration mit 10 % FCS induziert (Abb. 15B). Dabei kam es zu einer FCS-
induzierten Steigerung der Migration um Uber 1300 % (788,0 £ 37,8 zu 54,3 + 7,8;
p < 0,0001). Im Vergleich zu dieser FCS-Kontrolle konnte eine leichte signifikante
Verringerung der Migration um 9,8 und 11,9 % bei 100 und 200 nM IMC-A12 beobachtet
werden (711,0 £ 43,7 und 694,5 + 52,2 zu 788,0 + 37,8; p < 0,02).

Bei GS-12-Zellen hatte die Zugabe von 1 - 20 nM IGF-1 ebenfalls keinen signifikanten
chemotaktischen Effekt (509,6 — 703,2 zu 594,0; p > 0,05), wohingegen 10 % FCS die
Migration um 129,4 % steigerte (Abb. 16A; p = 0,0002). IGF-2 hingegen steigerte die
Migration signifikant um maximal 34,0 % bei einer Konzentration von 5 nM
(1192,4 £ 110,8 zu 890,0 £ 100,0; p = 0,002). Dabei wurde eine konzentrationsabhangige
Steigerung von 1 - 5 nM gemessen. Ab 10 nM nahm die Migration im Vergleich zu 5 nM
IGF-2 wieder ab (1082,5 + 75,4), sodass bei 20 nM keine signifikante Steigerung der
Migration zur unbehandelten Kontrolle beobachtet wurde (825,2 £+ 345,1; p = 0,70). Da
das FCS laut Literaturangaben 6 - 10 nM IGF-2 enthalten soll'®, deutet dieser Versuch
darauf hin, dass GS-12-Zellen sowohl durch IGF-2 als auch durch andere im Serum

enthaltene chemotaktische Faktoren stimuliert wurden.
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Abbildung 16 Migration von GS-12-Glioblastomzellen nach Stimulation mit IGF-1 und -2
sowie Inhibition mit IMC-A12. GS-12-Zellen wurden in serumfreien Medium mit nur 4,4 nM
Insulin (NBM low Insulin) fir 8 Tage mit IGF-1 und -2 stimuliert. IGF-2 hatte bei 2, 5 und
10 nM einen positiven Effekt auf die Migration von GS-12-Zellen. Dieser chemotaktische
Effekt wurde durch Blockierung des IGF-1R mit 200 nM IMC-A12 inhibiert. Die
dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen von Finffach-
bestimmungen. * Signifikanzniveau p < 0,05

Bei den Inhibierungsversuchen mit GS-12-Zellen war im Gegensatz zu den Versuchen mit
U87-Zellen die IGF-2-induzierte Migration mittels IMC-A12 blockierbar. Diese Blockierung
fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der Migration bei einer Konzentration von 200 nM
IMC-A12 (83,5 + 22,5 zu 308,4 + 176,0; p = 0,04; Abb. 16B). Bei unstimulierten Zellen
wurde bei Zugabe von 50 und 200 nM IMC-A12 beobachtet, dass es zu einer leichten,
jedoch nicht signifikanten Erhéhung der Migrationsrate kam. In diesem Falle erzeugte der

Antikérper moglicherweise selbst eine geringfligige Aktivierung des Rezeptors, was auf
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eine intrinsische Aktivitdt des Antikérpers hindeutet, d.h. dass die Bindung des
Antikérpers eine Dimerisierung der Halbrezeptoren und Aktivierung des IGF-1R
hervorrufen kann. Zusammenfassend wurde die Migration von U87-Zellen nicht durch die
IGF-1R-Liganden und nur schwach durch Blockierung des IGF-1R reguliert, wohingegen
IGF-2 die Migration von GS-12-Zellen erhdhte, welche wiederum durch IGF-1R Blockade

inhibiert wurde.
3.3.3.  Auswirkungen der Inhibierung des IGF-1R auf die Apoptose

Eine weitere Funktion der Signaltransduktion des IGF-1R ist den programmierten Zelltod
(Apoptose) zu verhindern. Deswegen wurden die U87- und GS-12-Zellen mit IMC-A12
inkubiert und mit Annexin V und Propidiumiodid gefarbt und im Durchflusszytometer
analysiert. Apoptotische Zellen, deren Zellmembranintegritdt verloren geht, nehmen
fluorophormarkiertes Annexin V in ihre Membran auf, wohingegen sich das
fluoreszierende Propidiumiodid in die DNA von nekrotischen Zellen interkaliert. U87 und
GS-12-Zellen wurden 72 Stunden mit IMC-A12 oder mit dem Topoisomeraseinhibitor
Etoposid inkubiert, welcher als positive Kontrolle fungierte. Etoposid erzeugte in U87-
Zellen eine signifikante Erhéhung der Apoptose um 91,9 % (8,6 £ 1,1 % zu 4,5 £ 0,5 %;
p = 0,0004; Abb. 17). IMC-A12 hingegen zeigte sowohl bei einer Konzentration von
50 nM als auch bei 200 nM keine pro-apoptotische Wirkung.

us87 GS-12
12 16 *
glo 1 * gl4 -
s 8§ *
K 30
o o
$ g
5 2
5. 56
g- . ' -
2 5 o
< < 9 -
0 0
0 50 200 Etoposid 0 50 200 Etoposid
IMC-A12 [nM] IMC-A12 [nM]

Abbildung 17 Durchflusszytometrische Untersuchung der Apoptose von U87- und
GS-12-Zellen nach Blockierung des IGF-1R mit 50 und 200 nM IMC-A12 bzw. Inkubation
mit Etoposid (positive Kontrolle). U87-Zellen wurden in Medium mit 10 % FCS und GS-12
in NBM mit 4,4 nM Insulin (NBM low Insulin) fur 72 Stunden mit IMC-A12 oder Etoposid
inkubiert und anschliefend im Durchflusszytometer auf Apoptose untersucht. Eine
Blockierung des IGF-1R hatte keinen Apoptose-stimulierenden Effekt auf U87-Zellen,
wohingegen 200 nM IMC-A12 den programmierten Zelltod von GS-12-Zellen steigerte.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte * Standardabweichungen von Finffach-
bestimmungen. * Signifikanzniveau p < 0,05
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In GS-12-Zellen steigerte Etoposid die Apoptose signifikant um 197 % (12,8 £ 2,0 % zu
4,3 £ 1,6 %; p < 0,0001). Eine Konzentration von 50 nM IMC-A12 bewirkte auch bei GS-
12-Zellen keine Anderung, wohingegen sich der Anteil der apoptotischen Zellen bei
200 nM IMC-A12 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle verdoppelte (8,6 + 1,6 %;
p = 0,02). In Einklang mit den in vivo Beobachtungen erhéht sich der Anteil apoptotischer
GS-12-Zellen durch Blockierung des IGF-1R. In U87-Zellen hat die Blockierung keinen

Einfluss auf die Apoptose.

3.4. Analyse der Liganden-induzierten Aktivierung und Blockierung des IGF-

Signalwegs

Den oben beschriebenen Veranderungen von funktionellen Zelleigenschaften gehen
intrazelluldre Signalkaskaden voraus, in denen spezifische Signaltransduktionsproteine
von Kinasen phosphoryliert werden. Diese Phosphorylierung kann mit Antikérpern, die
gegen die phosphorylierte Variante eines Proteins gerichtet sind, in Western Blot-
Analysen semi-quantitativ beurteilt werden. Fir diese Untersuchungen wurde eine 6-Well
Platte mit jeweils 1 x 10° GS-12-Zellen pro Well in Medium mit 4,4 nM Insulin (NBM low
Insulin) ausgesat, um die Aktivierung des IGF-1R durch Insulin zu verhindern. Nach
48 Stunden wurden drei Wells mit 200 nM IMC-A12 fir zwei Stunden prainkubiert,
anschlielend wurden jeweils zwei Wells (eine mit IMC-A12 und eine ohne) mit 10 nM
IGF-1 oder mit 10 nM IGF-2 fir 10 Minuten stimuliert oder unstimuliert gelassen. Nach
dieser Inkubation wurden Proteine aus den Zelllysaten isoliert und mit SDS-PAGE und
Western Blot analysiert. Die Stimulation mit IGF-1 und -2 erzeugte ein starkes Signal fir
den phosphorylierten IGF-1R im Gegensatz zur unstimulierten Kontrolle, bei der nur eine
schwache Bande beobachtet werden konnte (phospho-IGF-1R, Abb. 18). Die Pra-
inkubation mit IMC-A12 reduzierte diese gesteigerte Phosphorylierung drastisch. Im Falle
der unstimulierten Zellen weist die erhdhte Phosphorylierung des Rezeptors auf eine
intrinsische Aktivitdt des Antikdrpers hin. Die Bindung des Antikorpers kann eine
Dimerisierung der Halbrezeptoren hervorgerufen haben, die zu einer Aktivierung und
Phosphorylierung des Rezeptors geflhrt hat. Bei der Ladekontrolle fur den Rezeptor
(IGF-1R, Abb. 18) wurde beobachtet, dass der Antikérper die Menge an IGF-1R
reduzierte bei gleichbleibender Menge am Haushaltsprotein Tubulin (Tubulin, Abb. 18).
Dies deutet auf den Effekt hin, dass eine Bindung des Antikdrpers an den Rezeptor die
Internalisierung und Degradierung dessen fordert. Diese Ergebnisse zeigen, dass sich der
IGF-1R in GS-12-Zellen durch IGF-1 und -2 aktivieren I&sst und diese Aktivierung durch
Blockierung des Rezeptors reduziert wird. Dem IGF-1R sind hauptsachlich zwei
Signalkaskaden nachgeschaltet, der PI3K-AKT- und der MAPK-Signalweg (Einleitung

Abschnitt 1.3). Fir beide Signalkaskaden wurden jeweils zwei wichtige Proteine fir die
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Untersuchung im Western Blot ausgewahlt. PI3K und AKT sind zentrale Proteine fir den
gleichnamigen Signalweg, wohingegen MEK und ERK wichtige MAP-Kinasen darstellen,
die durch Aktivierung des IGF-1R phosphoryliert werden.
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Abbildung 18 Analyse der Liganden-induzierten Stimulation und Inhibition des IGF-1R in
GS-12-Zellen. Die Zellen wurden 2 Stunden mit IMC-A12 prainkubiert und anschliellend
10 Minuten mit IGF-1 oder -2 (10 nM) stimuliert und im Western Blot auf Phosphorylierung
zentraler Proteine des PI3K-AKT- und MAPK-Signalwegs untersucht. IMC-A12 inhibiert
die Phosphorylierung des IGF-1R und nachgeschalteter Signalproteine durch die
Liganden.

Im ersten Signalweg zeigte die Stimulation mit IGF-1 oder -2 im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle keine Phosphorylierung der PI3K (phospho-PI3K). Trotzdem
konnte beobachtet werden, dass die Blockierung des IGF-1R die Phosphorylierung der
PI3K in Anwesenheit von IGF-1 reduzierte. Beim Protein AKT hingegen konnte man in
beiden mit IGF-stimulierten Proben eine eindeutig erhéhte Phosphorylierung von AKT im
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle beobachten (phospho-AKT). Prainkubation mit IMC-

A12 reduzierte diese Aktivierung, vor allem im Falle der IGF-2-Stimulation. Demzufolge
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konnte gezeigt werden, dass die PI3K-AKT-Signalkaskade durch IGF-Stimulation aktiviert
und mittels IGF-1R-Blockade gehemmt wird.

Auch im zweiten Signaltransduktionsweg konnten Veranderungen der Phosphorylierung
von MEK und ERK beobachtet werden. Ahnlich wie bei PI3K wurde auch MEK1/2 durch
IGF-1 starker phosphoryliert als durch IGF-2 (phospho-MEK1/2). Auch hier konnte eine
erhdhte Phosphorylierung von MEK allein durch Anwesenheit des Antikérpers beobachtet
werden, was ebenfalls an der intrinsischen Aktivitdt des Antikorpers liegen kann.
Prainkubation mit IMC-A12 bei gleichzeitiger Ligandenstimulation des IGF-1R reduzierte
das Signal der Bande im Vergleich zur stimulierten Probe. Die Ergebnisse des
Transkriptionsfaktors ERK ahnelten denen von AKT. Hier konnte bei beiden IGF-1R-
Liganden eine eindeutig erhdhte Phosphorylierung im Vergleich zur unstimulierten
Kontrolle beobachtet werden (phospho-ERK). Wiederum zeigte auch die alleinige
Hemmung des IGF-1R mit IMC-A12 eine erhdhte Aktivierung von ERK. Jedoch inhibierte
IMC-A12 auch die Liganden-induzierte Phosphorylierung von ERK deutlich, was zu dem
Schluss fuhrt, dass beide zentralen Signalwege unterhalb des IGF-1R an der

Signaltransduktion beteiligt sind und durch IMC-A12 erfolgreich gehemmt werden.
3.5.  Untersuchungen zum IGF-1R in zerebralen mikrovaskularen Endothelzellen

In den U87 in vivo Tumoren wurde eine Reduktion der Blutgefaldichte durch Blockierung
des IGF-1R beobachtet (Abb. 6). In den folgenden Abschnitten sollen zerebrale
mikrovaskulare Endothelzellen (CMEC), die zuvor im Labor flr Hirntumorbiologie der
Klinik fir Neurochirurgie aus Angiomen isoliert wurden, auf ihren Expressionsstatus des
IGF-1R untersucht werden, sowie funktionelle Analysen durchgefiihrt werden, um zu

Uberprifen, ob die in vitro Ergebnisse mit den in vivo Beobachtungen korrelieren.
3.5.1. Expressionsanalyse des IGF-1R in zerebralen mikrovaskuléren Endothelzellen

Im Vergleich zu der oben untersuchten positiven Kontrolle HepG2 exprimieren diese
Endothelzellen 41,2 % mehr IGF1IR mRNA (1,4 £ 0,5 zu 1,0 + 0,2) und somit vergleichbar
viel IGF1R wie die Glioblastomzelllinie GS-12 (1,5 £ 0,3) und fast 5-mal mehr als U87-
Zellen (0,3 £ 0,0; Abb. 14A). Fir die IGF-1R-Liganden konnten jedoch keine Transkripte
detektiert werden (ohne Abbildung). Auf Proteinebene ist das Resultat nicht so eindeutig
wie auf RNA-Ebene. Eine FACS-Untersuchung zeigte, dass eine Population von 20,4 *
3,1 % der CMECs IGF-1R exprimierte. Somit waren es 3-mal so viele IGF-1R-positive
Zellen wie bei U87-Zellen (6,7 + 1,8 %), jedoch fast 5-mal weniger als bei GS-12-Zellen
(97,4 £ 0,6 %; Abb. 19C). Anders als bei den positiven GS-12-Zellen zeigten die CMEC-
Histogramme, dass nur eine Subpopulation eine erhdohte Immunreaktivitat fir IGF-1R

aufwies (Abb. 19B). Die positiv gemessene CMEC-Subpopulation hatte eine ca. 20-fach
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héhere durchschnittliche Fluoreszenzintensitat als U87-Zellen (4,1 + 0,2 zu 0,2 + 0,1;
Abb. 19D). Die Fluoreszenzwerte betrugen jedoch nur ein Drittel der Intensitat von GS-12-
Zellen. Dass eine Subpopulation von Endothelzellen den IGF-1R in hohem Mal
exprimiert, sollte daraufhin durch funktionelle Untersuchung der Proliferation untermauert
werden. Deswegen wurden Stimulations- und Inhibierungsversuche durchgefiihrt, um die

in vivo Beobachtungen und die Expressionsanalysen zu validieren.
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Abbildung 19 Expressionsanalyse des IGF-1R in zerebralen mikrovaskularen Endothel-
zellen (CMEC) mittels gPCR- und FACS-Analysen. (A) CMECs exprimieren vergleichbare
Mengen an IGF1R-Transkripten wie GS-12-Zellen. (B) Ein reprasentatives Histogramm
einer FACS-Analyse der Endothelzellen zeigt, dass eine Subpopulation IGF-1R
exprimiert. (C) Die Population an IGF-1R-positiven CMECs betragt 20 %, wohingegen
6,7 % der U87-Zellen und 97,4 % der GS-12-Zellen IGF-1R exprimieren. (D) Fluoreszenz-
intensitatswerte der FACS-Analyse. CMECs haben eine ca. 20-fach hdhere Expression
des IGF-1R pro Zelle als U87-Zellen. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standard-
abweichungen von Dreifachbestimmungen (qPCR) und Vierfachbestimmungen (FACS).

3.5.2.  Auswirkungen der Stimulation und Inhibierung des IGF-1R auf die Proliferation

von zerebralen mikrovaskularen Endothelzellen

Die zerebralen Endothelzellen wurden wie in Abschnitt 3.3.1 mit IGF-1 und -2 stimuliert
und auf ihre Proliferationsrate untersucht. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
bewirkte die Zugabe von 1 nM IGF-1 bereits eine signifikante Erhéhung der Proliferation
um 68,3 % (168,3 + 6,4 % zu 100,0 £ 13,9 %, p < 0,0001, Abb. 20A), die bei maximaler
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Konzentration von 20 nM um 1085 % im Vergleich zur Kontrolle anstieg
(208,5 + 6,5 %, p < 0,0001). IGF-2 stimulierte die Proliferation der CMECs erst ab einer
Konzentration von 5 nM signifikant auf 200,5 + 8,9 % des Kontrollwerts (p < 0,0001). Ab
einer Konzentration von 5 nM konnten fur beide Liganden ahnliche Lumineszenzwerte
detektiert werden, deswegen wurde flr den anschlieenden Inhibierungsversuch mit IMC-
A12 die Proliferation mit 5 nM IGF-1 oder -2 stimuliert.
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Abbildung 20 Proliferation von zerebralen mikrovaskularen Endothelzellen nach
Stimulation mit IGF-1 und -2 sowie Inhibition mit IMC-A12. (A) CMECs wurden in
serumfreiem Medium fur 4 Tage mit IGF-1 und -2 stimuliert. Die IGF-1R-Liganden haben
einen positiven Effekt auf die Proliferation von GS-12-Zellen. (B+C) Dieser mitogene
Effekt von 5 nM IGF-1 (B) und IGF-2 (C) wurde durch Blockierung des IGF-1R mit
verschiedenen Konzentrationen IMC-A12 inhibiert. Die dargestellten Werte sind Mittel-
werte + Standardabweichungen von Flunffachbestimmungen. * Signifikanzniveau p < 0,05

Die Blockierung des IGF-1R bewirkte bereits bei einer Konzentration von 25 nM IMC-A12
eine signifikante Reduktion der Proliferation um 18,8 % bei IGF-1 (198,4 = 8,7 %,
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p = 0,0008; Abb. 20B) sowie um 11,7 % bei IGF-2 (201,1 + 12,3 %, p = 0,01; Abb. 20C)
im Vergleich zur IGF-stimulierten Kontrolle ohne Antikérper (244,2 + 17,6 % bei IGF-1-
Stimulation, 227,8 + 10,4 % bei IGF-2-Stimulation, Abb. 20B, 20C). Diese starkere
Inhibierung in den IGF-1-stimulierten Zellen erreichte bei 200 nM IMC-A12 die
Maximalwirkung mit einer Reduktion um 34,3 % (160,6 £ 20,2 %, p = 0,0001). Bei den
IGF-2 stimulierten CMECs begann die Inhibierung zunachst schwacher, steigerte sich
aber konzentrationsabhangig bei 200 nM auf eine Inhibierung von 36,2 % (145,3 +
13,5 %, p < 0,0001). Diese signifikante Hemmung der Proliferation der Endothelzellen
war nicht so drastisch wie die Inhibierung bei GS-12-Zellen, bei denen der Antikorper die
Stimulation komplett auf den Wert der unbehandelten Kontrolle inhibieren konnte
(Abb. 14B, 14C). Begriindet werden kann dies dadurch, dass im Falle der Endothelzellen
wahrscheinlich nur die IGF-1R exprimierende Subpopulation inhibiert wird, wohingegen
90 % der GS-12-Zellen gehemmt werden. Schlussfolgernd bestatigen diese Proliferations-
assays, dass zerebrale mikrovaskulare Endothelzellen durch die IGF-1R-Liganden

stimuliert werden und eine Blockierung des IGF-1R dieses Wachstum inhibiert.
3.6.  Untersuchung der IGF-Abhangigkeit von Glioblastom-Primarzellen

In der Literatur wurde beschrieben, dass bei stammzelldhnlichen Glioblastomzelllinien und
Primarzellkulturen EGF durch IGF-2 ersetzt werden kann'®. Der Wachstumsfaktor EGF
wird Ublicherweise fir die Etablierung und Langzeitkultivierung von neuralen Stammzellen
und stammzelldhnlichen Glioblastomzelllinien verwendet. Um die These der
Substituierung von EGF durch IGF-2 zu prifen und die Abhangigkeit primarer
Glioblastomzellen von EGF und von IGF-1R-Liganden zu untersuchen, wurden Tumor-
zellen aus frisch resezierten Glioblastomen isoliert und in 12 unterschiedlichen
Kulturbedingungen ausgesat. Die Zellen wurden in NBM mit hohem (4,4 uM) und
physiologischem (4,4 nM) Insulingehalt mit und ohne IGF-1R-Liganden (20 ng/ml) sowie
mit und ohne EGF (20 ng/ml) kultiviert (Abb. 21). Die Ausbeute an spharisch wachsenden
Glioblastomzellen, die nach der ersten mechanischen Dissoziierung wieder Neurospharen
bildeten, war dufRerst gering, sodass erst nach einem Jahr von 104 Tumorproben nur eine
primare Tumorzelllinie etabliert werden konnte, die in allen Kulturbedingungen wuchs und
Neurospharen bildete. Diese Linie, nachfolgend N207-14 benannt, wurde aufgrund ihres
langsamen Wachstums rein morphologisch auf ihre Fahigkeit Neurospharen zu bilden
untersucht.

In NBM mit hohem Insulingehalt und EGF (Abb. 21A) wuchsen die Zellen morphologisch
betrachtet ahnlich wie die bereits etablierten GS-Zelllinien und bildeten Neurospharen.
Zusatzliches IGF-1 bewirkte keinen Unterschied im Vergleich zum Kontrollmedium
(Abb. 21 B vs. A). Bei Zugabe von IGF-2 (Abb. 21C) wurden weniger und kleinere
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Spharen beobachtet. In Medium mit physiologischem Insulingehalt, in dem aufgrund der
geringeren Affinitdt von Insulin an den IGF-1R keine kompetitive Hemmung erwartet
werden sollte, konnte man bei Zugabe von IGF-1 groRere Neurospharen beobachten als
im Kontrollmedium (Abb. 21 H vs. G). Zellen, die mit IGF-2 kultiviert wurden (Abb. 21J),
bildeten ebenfalls weniger und kleinere Spharen. Im Vergleich wuchsen Zellen in Medium
mit 4,4 uM Insulin (Abb. 21 A-F) schneller als mit 4,4 nM, jedoch waren die Zellen mit
physiologischem Insulingehalt vermehrt in Suspension (Abb. 21 G-M). Generell wurde
beobachtet, dass die Zellen am schnellsten wuchsen und gleichmaRige runde
Neurospharen bildeten, wenn dem Medium sowohl EGF als auch IGF-1 zugegeben
wurde. Eine Langzeitkultivierung mit IGF-2 fiihrte tendenziell dazu, dass die Zellen ein
semi-adharentes Wachstum am Boden der Kulturflasche aufwiesen (Abb. 21 C, F, J, M).
In Medium mit superphysiologischem Insulingehalt konnte die These aus der Literatur,
dass IGF-2 EGF substituieren kann, nicht beobachtet werden (Abb. 21 A vs. F und G vs.
M). Allein die Neurospharen in Medium mit physiologischem Insulingehalt und IGF-1
waren gréf3er und wuchsen vorwiegend in Suspension im Vergleich zum Kontrollmedium
mit EGF (Abb. 21 H, L vs. G, K). Diese Beobachtungen scheinen den Proliferations-
ergebnissen der GS-12-Zellen zu entsprechen (Abb. 14A), dass IGF-1 das Wachstum von
spharisch wachsenden Glioblastomzellen erhoht. IGF-2 hatte auf die Linie N207-14
keinen oder nur einen geringfligig inhibierenden Einfluss bezogen auf die Anzahl und

Grolie der Neurospharen.
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Abbildung 21 Primare Glioblastomzellen in 12 verschiedenen Kulturbedingungen mit
hohem (4,4 puM) und physiologischem (4,4 nM) Insulingehalt mit und ohne EGF
(20 ng/ml) sowie mit und ohne IGF-1R-Liganden (20 ng/ml).
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4. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Wirkung der Inhibition des IGF-1R durch den
spezifischen monoklonalen Antikérper IMC-A12 in verschiedenen orthotopen
Glioblastommodellen zu untersuchen. U87-Tumore wachsen in vivo sehr schnell und
stark Angiogenese-abhangig, sodass sie ein Modell fir die hochzellulare, zentrale
Tumorkern-Komponente sind. Dagegen sind GS-12-Tumore hinsichtlich ihres
Wuchsmusters vergleichbar mit der diffusen, invasiv wachsenden Tumorperipherie bei
humanen Glioblastomen. Im Folgenden werden die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

vor dem Hintergrund des aktuellen Forschungsstandes der Tumorbiologie diskutiert.
4.1. Invivo Untersuchungen zur Inhibierung des Tumorwachstums

Die vorliegende Arbeit zeigt zum ersten Mal, dass eine Blockierung des IGF-1R in zwei
orthotopen Glioblastommodellen das Tumorwachstum reduzierte. Dabei wurden zwei
verschiedene Wirkungsmechanismen beobachtet. In U87-Tumoren wurde die Blutgefal3-
dichte verringert, wohingegen in GS-12-Tumoren die Proliferation der Tumorzellen
inhibiert wurde. Diese Beobachtungen wurden durch in vitro Untersuchungen bestatigt,
welche zeigten, dass die Blockierung des IGF-1R die Proliferation und Migration von
GS-12-Zellen sowie die Proliferation von Endothelzellen inhibierte. Das in vitro Wachstum

von U87-Zellen wurde hingegen durch den Antikérper IMC-A12 nicht beeinflusst.
4.1.1. Wirkung von IMC-A12 auf das Wachstum von U87-Tumoren in vivo

Das Wachstum von orthotopen U87-Tumoren wurde durch die konvektionsunterstitzte
Applikation des gegen den IGF-1R gerichteten Antikérpers IMC-A12 um 73,7 % inhibiert.
In der Literatur beobachteten Yin et al. eine Inhibierung des Wachstums von soliden
subkutanen und intrakraniellen Glioblastom-Xenografttumoren durch intraperitoneale
Injektion des gegen den |IGF-1R gerichteten niedermolekularen  Wirkstoffs
Picropodophyllin (PPP)'*. In ihren in vivo Experimenten beobachteten die Autoren eine
Reduktion des Tumorvolumens sowie eine verringerte Expression und Phosphorylierung
des IGF-1R, fuhrten jedoch keine weiterreichenden Untersuchungen zur Identifizierung
des Inhibierungsmechanismus durch. In einer anderen Studie zeigten Kolb et al., dass die
Blockierung des IGF-1R mittels des monoklonalen Antikdrpers SCH 717454 das
Wachstum von soliden intrakraniellen Glioblastom-Xenografttumoren inhibiert'®”. Auch in
dieser Publikation wurden keine Hinweise auf einen Mechanismus der Wachstums-
reduktion aufgezeigt.

U87-Glioblastome sind aufgrund ihres soliden, knotenférmigen Wachstums sehr von der
Neubildung von Blutgefallen abhangig, die sich insbesondere in der Nahe von

hypoxischen Arealen bilden, um die dortigen unterversorgten Zellen mit Sauerstoff und
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Nahrstoffen zu versorgen. Die signifikante Reduktion der vaskularen Dichte um 37,9 % in
IMC-A12-behandelten Xenografttumoren verglichen mit Kontrolltumoren weist darauf hin,
dass dieser Prozess der Angiogenese inhibiert wurde. Fir Glioblastomen wurde bislang in
der Literatur noch nicht davon berichtet, dass die Blockierung des IGF-1R die
Angiogenese inhibiert. Allerdings wurde ein solcher Mechanismus bei anderen
Tumorentitaten beschrieben. Hinweise auf eine Reduktion der Angiogenese durch
Blockierung des IGF-1R fanden Menu et al. in einem Mausmodell des Multiplen
Myeloms'®. In ihrer Studie verwendeten sie den niedermolekularen Wirkstoff PPP und
beobachteten dabei eine signifikante Reduktion der intratumoralen mikrovaskularen
Dichte. Eine weitere Studie, in der eine duale Inhibition des IGF-1R und der IGF-1R-
Liganden bei subkutanen Ewing’s Sarkom- und Rhabdomyosarkom-Xenografts in vivo
untersucht wurde, zeigte, dass diese Behandlung das Tumorwachstum signifikant
inhibierte'*®. Dabei beobachteten die Autoren eine Reduktion der BlutgefaRdichte in vivo
sowie auch eine Reduktion der Bildung gefalRadhnlicher Strukturen bei humanen Nabel-
schnurendothelzellen (HUVEC) in vitro. Des Weiteren zeigten Wang et al. in einer
Untersuchung bei orthotopen Schilddriisen-Xenografttumoren, dass eine intraperitoneale
Behandlung mit IMC-A12 zu einer erhdhten Anzahl apoptotischer Zellen sowie einer
verringerten BlutgefaRdichte in vivo fiihrte'®. Im Vergleich mit unbehandelten Tumoren
reduzierte die Blockierung des IGF-1R das Tumorwachstum dabei signifikant um Uber
50 %.

Zusatzlich zu der starken Reduktion der BlutgefaRdichte wurde in der vorliegenden Arbeit
eine Reduktion der Tumorzellproliferation um 19 % beobachtet. Es fand sich jedoch kein
Unterschied der Apoptoserate von Tumorzellen in behandelten versus unbehandelten
Tumoren. Dieses Ergebnis unterscheidet sich von der Literatur insofern, als dass in
mehreren Studien eine erhéhte Apoptose durch IGF-1R-Inhibierung beschrieben wurde.
In diesen Publikationen wurden allerdings subkutane Tumore untersucht, wohingegen in
der vorliegenden Arbeit intrazerebrale Tumore behandelt wurden, welche aufgrund des
orthotopen Wachstums eine hohere Vergleichbarkeit mit humanen Glioblastomen
aufweisen. In einer Studie, in der subkutane U87-Xenografttumoren untersucht wurden,
beobachteten Seely et al. eine um mehr als 60 % verringerte Tumorangehrate bei
Mausen, die beginnend am dritten Tag nach Tumorzellinjektion mit dem intraperitoneal
applizierten IGF-1R-spezifischen Antikdrper IR3 behandelt worden waren'”®. Anhand von
Gewebeschnitten wurde gezeigt, dass die Inhibition des IGF-1R zu einer erhéhten Tumor-
zellapoptose fuhrte. Auch in einer Publikation von Bielen et al. ist ein anti-apoptotischer
Effekt durch Blockierung des IGF-Signalwegs beschrieben. Die Autoren untersuchten die
Wirkung einer oral applizierten Kombination des IGF-1R-Antikdrpers NVP-AEW541 mit

Imatinib, einem niedermolekularem Inhibitor des PDGFR, auf das Wachstum von
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subkutanen, padiatrischen Glioblastom-Xenografttumoren'”'. Diese Behandlung inhibierte
die Phosphorylierung mehrerer Signaltransduktionsmolekile des IGF-Signalwegs und
fuhrte zu einer signifikanten Reduktion des Tumorvolumens in vivo. Des Weiteren zeigten
die Autoren eine durch IGF-1R-Inhibition vermittelte erhdhte Expression des
Apoptosemarkers cleaved Caspase-3 in vitro.

Zusammenfassend zeigt die Literaturrecherche, dass in subkutanen Glioblastom-
Xenografttumoren die Reduktion des Tumorwachstums mit einer anti-apoptotischen
Wirkung der IGF-1R-Blockierung assoziiert ist. In der vorliegenden Arbeit konnte dieser
Effekt jedoch im orthotopen U87 Xenograftmodell nicht bestatigt werden. Stattdessen
wurde - ahnlich wie zuvor fir Ewing’s Sarkom- und Schilddriisen-Xenograftmodelle
beschrieben - eine signifikante Reduktion der intratumoralen Blutgefalidichte durch
Blockierung des IGF-1R beobachtet. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen somit einen
inhibitorischen Effekt einer Blockierung des IGF-1R auf die BlutgefaBneubildung in einem

stark Angiogenese-abhangigen intrakraniellen Glioblastom-Xenograftmodell.
4.1.2. Wirkung von IMC-A12 auf das Wachstum von GS-12-Tumoren in vivo

GS-12 Tumore wachsen diffus und hoch infiltrativ, somit ist dieses Tumormodell
vergleichbar mit der invasiven Komponente humaner Glioblastome. Durch die IMC-A12-
Behandlung wurde die Ausdehnung der GS-12-Tumore verglichen mit unbehandelten
Kontrolltumoren signifikant um 50,2 % reduziert. Im Gegensatz zu den U87-Tumoren
wurde hierbei jedoch die Anzahl der Blutgefale durch die Blockierung des IGF-1R nicht
beeinflusst. Der Unterschied lasst sich vermutlich dadurch erklaren, dass die diffus
infiltrativen GS-12-Tumore weitaus weniger abhangig sind von Angiogenese als die hoch
proliferativen, nodular wachsenden U87-Tumore. So zeigte auch eine Studie von Martens
et al, in der invasive Glioblastom-Xenografttumore mit dem gegen den VEGFR2
gerichteten Antikorper DC101 behandelt wurden, dass die anti-angiogenetische Therapie
das Wachstum der diffus infiltrativen Tumore nicht verringerte und dass keine Zeichen
angiogenetischer Aktivitat wie z.B. proliferierende Endothelzellen im Tumor nachweisbar
waren'®. Dagegen lieR sich das Wachstum nodulérer, stark Angiogenese-abhangiger
Glioblastom-Xenografttumore durch DC101 hocheffizient inhibieren*?. Interessanterweise
wurde in einer Studie von Sakariassen et al. beobachtet, dass sich die angiogenetische
Aktivitat humaner Glioblastomzellen im Verlauf seriell aufeinanderfolgender Tumor-
explantationen und Re-Transplantationen &ndern kann'’2. Tumorzellen, die nur wenige
Tage nach erstmaliger Inkulturnahme (aus frisch resezierten Glioblastomen) in das Hirn
von Ratten implantiert wurden, bildeten Tumore, die Angiogenese-unabhangig und diffus
invasiv wuchsen und stammzellahnliche Eigenschaften aufwiesen. Nach mehreren in vivo

Passagen veranderten sie jedoch ihren Phanotyp hin zu einem hoch proliferativen,
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non-invasiven und Angiogenese-abhangigen Tumorwachstum. Da die Autoren die Tumor-
biopsien zwischen den seriellen Re-Transplantationen kurzfristig in serumhaltigem
Medium kultivierten, kann es moglich sein, dass sich die Zellen partiell differenzierten und
Stammzelleigenschaften mit jeder weiteren Passage zunehmend verloren gingen. Die
Daten von Sakariassen et al. konnten den Unterschied zwischen den in vivo
Wachstumsmustern der in Serum kultivierten U87- und den serumfrei kultivierten
stammzelldhnlichen GS-12-Glioblastomzellen in vivo erklaren.

Die immunhistologische Untersuchung von GS-12-Tumorgewebeschnitten zeigte des
Weiteren eine 27 %-ige Reduktion der Proliferationsrate sowie eine 2,5-fache Erhéhung
der prozentualen Anzahl apoptotischer Zellen. Es ist unwahrscheinlich, dass allein diese
Effekte die Tumorausdehnung um 50 % im Vergleich zu den unbehandelten Kontroll-
tumoren reduzieren konnten. Vermutlich wurde auch die Invasion bzw. die Migration der
Tumorzellen in das Hirngewebe hinein durch die Blockierung des IGF-1R inhibiert. Einen
Hinweis hierauf lieferte die Auswertung der verschiedenen Tumorregionen (Tabelle 12,
siehe 3.1.2). Dabei wurde deutlich, dass vor allem die Regionen, welche weit entfernt von
der Injektionsstelle lagen, eine starkere Inhibierung der Tumorlast aufwiesen als Regionen
proximal zur Injektionsstelle, was auf eine verminderte Tumorzellinvasion hindeutet. Die
Hypothese, dass IMC-A12 die Migration von GS-12-Zellen in vivo inhibiert, l1asst sich
allerdings histologisch nicht definitiv klaren, da die Gesamttumorzellausdehnung auch
durch die Proliferations- und Apoptoserate mit beeinflusst wird und diese einzelnen
zusammenwirkenden Parameter nicht prazise individuell quantifizierbar sind. Migrations-
versuche in vitro zeigten jedoch dariber hinausgehend, dass IMC-A12 die Migration von
GS-12-Zellen inhibiert (siehe 3.3.2), was dafir spricht, dass eine direkte Inhibierung der
Tumorzellmigration zu der verminderten Gesamttumorausdehnung bei IMC-A12
Behandlung in vivo mit beigetragen hat. In der Literatur wurde eine Beteiligung des
IGF-1R an der Invasivitat von Glioblastomzellen in Tierversuchen an Ratten von Zhai
et al. 2006 beobachtet'”. Die Autoren zeigten, dass Strahlentherapie die Invasivitat von
Glioblastomzellen in vitro (Matrigel) und in vivo (intrakraniell) erhoht. Die in vivo
Auswertung erfolgte dabei an immunhistochemisch gefarbten Gewebeschnitten, bei
denen Nestin-positive Zellgruppen (> 10 Zellen), die sich vom Tumorkern entfernt hatten,
quantifiziert wurden. Eine Inhibition des IGF-1R mittels eines spezifischen Tyrosinkinase-
inhibitors reduzierte die durch Strahlentherapie stimulierte Migration in vivo. Die in der
vorliegenden Arbeit beobachtete Regulation der Migration von GS-12-Zellen durch den
IGF-1R in vitro wird detaillierter unter 4.3.2. diskutiert.

Schlussfolgernd zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erstmalig, dass die
Blockierung des IGF-1R zu einer Inhibierung des Wachstums von orthotopen invasiven

Glioblastomen in vivo fuhrt. Die histologischen und immunhistochemischen Ergebnisse
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sprechen daflr, dass dieser wachstumsinhibierende Effekt auf eine Inhibierung der
Tumorzellproliferation, eine Verstarkung der Tumorzellapoptose und auf eine

Verminderung der Invasivitat der Tumorzellen zurtickzufiihren ist.
4.1.3. Evaluierung der Konvektionstherapie

Bei den hier beschriebenen Tiermodellen wurde mit der Behandlung erst begonnen
nachdem sich Tumore etablieren konnten, anstatt den Antikdrper zeitgleich mit der
Tumorinjektion zu applizieren. Mit diesem Therapieschema wurde vermieden, dass der
Antikorper die Tumorzellen bei der Initiierung eines Tumors inhibiert. Somit entsprechen
die hier verwendeten Tumormodelle der klinischen Realitat, bei der etablierte Tumore in
fortgeschrittenen Stadien behandelt werden. Als Applikationsroute fir die Behandlung mit
IMC-A12 wurde die Konvektionstherapie gewahlt, bei der das Therapeutikum konstant
intraparenchymal in das betroffene Gewebe appliziert wird"™®. Der positive Druck, der
durch die konstante langsame Infusion des Wirkstoffes erzeugt wird, erhoht die
Diffusionsrate und die Verteilung des Therapeutikums im Gehirn im Vergleich mit
systemischer Therapie von Wirkstoffen, welche die Bluthirnschranke aufgrund ihres
hohen Molekulargewichts oder schlechter Permeabilitdtseigenschaften nur schwer
passieren konnen'®. Mit der Konvektionstherapie kénnen groRere Areale des Gehirns mit
hoch konzentrierten Wirkstoffen behandelt werden als bei Behandlungsmethoden, in
denen der Wirkstoff bei Resektion des Tumors in die entstandene Tumorhoéhle appliziert
wird, wie z.B. bei Carmustin-Wafern. Das Zytostatikum Carmustin wird dabei in biologisch
abbaubare Implantate gepresst, welche in der Resektionshoéhle verteilt werden und lokal
iber mehrere Wochen den Wirkstoff peritumoral freisetzen'”*. In der Phase Ill-Studie
,PRECISE" verglichen Kunwar et al. die Wirkung von rekombinantem Interleukin(IL)-13,
welches mit einem Exotoxin konjugiert wurde und mittels Konvektionstherapie appliziert
wurde, mit der zytostatischen Wirkung von Carmustin-Wafern bei Glioblastomrezidiven'’.
In dieser Studie konnte fiur den konvektions-therapeutischen Behandlungsarm eine
aquivalente Lebensdauer beobachtet werden im Vergleich zu den bereits zugelassenen
Carmustin-Wafern. In dieser Studie konnten ebenfalls wichtige Erfahrungswerte
gesammelt werden, z.B. dass eine optimale Platzierung der Katheter eine grofflachige
intraparenchymale Distribution des Wirkstoffs ermdglicht. In einer Dosisfindungsstudie
zeigten Bruce et al., dass die Behandlung von rezidivierten Glioblastomen mit dem
Chemotherapeutikum Topotecan mittels Konvektionstherapie wirkte und dabei nur
geringe Toxizitat aufwies'’®.

Schlussfolgernd bestatigen die in dieser Arbeit beschriebenen in vivo Versuche, dass die
Konvektionstherapie eine effektive Methode flir die intrakranielle Applikation von

Antikérpern darstellt, welche ein zu hohes Molekulargewicht sowie zu schlechte
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Permeabilitatseigenschaften haben, um die Bluthirnschranke in ausreichendem Male zu

passieren.
4.2. Expressionsanalyse des IGF-Signalwegs in Glioblastomzelllinien und -gewebe
4.2.1. Expressionsanalyse des IGF-1R an Glioblastomgewebeschnitten

Um die Proteinexpression des IGF-1R in Glioblastomen zu analysieren, wurden immun-
histochemische Untersuchungen an Glioblastomgewebeschnitten von U87- und GS-12-
Xenografttumoren sowie humanen Glioblastomen im Gewebemikroarray durchgefihrt.
Aus diesen Untersuchungen ging hervor, dass in U87-Tumoren hauptsachlich grofe
BlutgefalRe den IGF-1R exprimierten, wohingegen in GS-12-Tumoren alle Tumorzellen
eine hohe Expression zeigten. In den humanen Glioblastomen fand sich eine IGF-1R-
Expression sowohl auf BlutgefalRendothelzellen als auch auf Tumorzellen. Darlber hinaus
zeigte die Auswertung eines Gliom-Gewebemikroarrays, dass Patienten mit hoher
intratumoraler IGF-1R Expression eine signifikant kiirzere Gesamtiiberlebensdauer hatten
(Median: 311 Tage) als Patienten mit geringer Expression (Median: 442 Tage). Diese
Daten sind in Einklang mit einer parallel durchgefiihrten Genexpressionsanalyse, die
unter Verwendung der REMBRANDT Datenbank durchgeflihrt wurde, und ergab, dass
Glioblastompatienten mit hoher Expression von IGF-1R-Transkripten eine kirzeres
Uberleben hatten als Patienten mit niedriger Expression. Somit ist die intratumorale
Expressionsintensitat des IGF-1R von prognostischer Relevanz fiir Glioblastompatienten.
Die Sublokalisation des IGF-1R in Glioblastomen, die in der vorliegenden Arbeit detektiert
wurde, ist nur teilweise konsistent mit einer vorangegangenen Expressionsanalyse, die
von Hirano et al. mittels Immunhistochemie und in situ Hybridisierung an Gliomen

31 Diese Studie hatte zum einen

verschiedener Malignitatsgrade durchgefihrt wurde
gezeigt, dass die IGF-1R-Expressionsintensitat mit dem Tumormalignitatsgrad korrelierte,
zum anderen fand sich eine besonders starke Expression vor allem in perivaskularen
Tumorzellen und microvaskularen Proliferaten. In der vorliegenden Arbeit wurde zwar die
IGF-1R-Expression auf Blutgefallen in humanen Glioblastomen bestatigt, es wurde
jedoch keine erhohte Expression in perivaskuldren Bereichen beobachtet. Stattdessen
war die IGF-1R-Expression relativ homogen im gesamten Tumor verteilt, sodass keine
definierten Bereiche mit besonders hoher IGF-1R-Expression identifiziert wurden.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und der
vorangegangen Studie von Hirano et al. darauf hin, dass der IGF-1R sowohl auf
Glioblastomtumorzellen als auch auf intratumoralen BlutgefaRendothelzellen exprimiert
wird und dass eine hohe intratumorale IGF-1R-Expression ein prognostisch negativer

Parameter fir Gliompatienten ist.
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4.2.2. Expressionsanalyse des IGF-1R und dessen Liganden in Glioblastomzelllinien

Der Expressionsstatus des IGF-1R- und der IGF-1R-Liganden IGF-1 und IGF-2 wurde bei
den Glioblastomzelllinien U87 und GS-12 auf mRNA- und auf Proteinebene untersucht.
Dabei wurden in gPCR- und Western Blot-Analysen sehr schwache, fast nicht
detektierbare Signale fir IGF-1R-Transkripte in U87-Zellen in vitro gemessen. Auf
Proteinebene zeigten U87-Zellen im Vergleich mit der Brustkrebszelllinie MCF-7, die als
Positivkontrolle verwendet wurde, eine fast flinffach geringere Expression des IGF-1R. In
der FACS-Analyse konnte die lediglich schwache IGF-1R Expression fur U87-Zellen
sowie fir weitere adharent wachsende Glioblastomzelllinien, wie U251 und T98G,
bestatigt werden. Somit wurde anhand zweier verschiedener Methoden zur Detektion der
Proteinexpression gezeigt, dass U87-Zellen nur eine sehr geringe Expression des IGF-1R
aufweisen.

In der Literatur wurde in verschiedenen Publikationen die Expression von IGF-1R mRNA-
Transkripten in U87-Zellen und anderen humanen Glioblastomzelllinien (U251, U373,

T98G u.a.) nachgewiesen'* "¢

Untersuchungen der Expression von IGF-1R auf
Proteinebene erbrachten inkonsistente Ergebnisse. In einer Arbeit fand sich in einer
Western Blot-Analyse von Glioblastomzelllinien eine deutlich schwachere Expression des
IGF-1R in U87-Zellen verglichen mit padiatrischen Glioblastomzelllinien'', was in
Einklang mit dem Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist. In zwei weiteren Studien, in denen
microRNAs identifiziert wurden, welche die Proteinexpression des IGF-1R reduzieren,
zeigte sich in Western Blot-Analysen ein deutlicheres Signal fur den IGF-1R in U87 Zellen

t'"7178  Des Weiteren wurde in einer Studie, in der die

als in der vorliegenden Arbei
Wirkung des niedermolekularen Wirkstoffs NVP-AEWS541 auf U87-Zellen untersucht
wurde, ein eindeutiges Signal fiir den IGF-1R in U87 Zellen detektiert'®. Eine mdgliche
Erklarung fir die unterschiedlichen Ergebnisse verschiedener Studien beziglich der
IGF-1R Expression in U87 Zellen, kénnte eine Publikation von Carson und Pirruccello
liefern'®. Die Autoren untersuchten verschiedene U87-Subzelllinien, die sich in ihrer
Morphologie und der Wachstumsrate stark voneinander unterschieden. Sie folgerten,
dass durch die langjahrige Kultivierung der weltweit verwendeten U87-Zelllinie in
verschiedenen Laboren eine erhebliche Heterogenitat entstanden ist, welche die
Reproduzierbarkeit von Experimenten erschwert.

Wahrend in den immunhistologischen Untersuchungen der U87-Xenografttumore die
Tumorzellen selbst keine IGF-1R-Expression zeigten, wurde eine hohe Expression des
IGF-1R auf GS-12-Zellen in Gewebeschnitten beobachtet. Auch in vitro wurden auf
mRNA- sowie auf Proteinebene (FACS und Western Blot) hohe Expressionssignale flir
den IGF-1R detektiert. Die FACS-Analyse von adharent und neurospharisch wachsenden

Glioblastomzelllinien zeigte, dass alle untersuchten GS-Linien den IGF-1R ahnlich stark
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wie die Brustkrebszelllinie MCF-7 exprimierten, die aufgrund ihrer nachgewiesenermalen
hohen IGF-1R-Expression als Positivkontrolle verwendet worden war'®. Diese
Beobachtung kénnte darauf hindeuten, dass die Kulturbedingungen Einfluss auf den
IGF-1R Expressionsstatus der Zellen haben. In mehreren vorangegangenen Studien
wurde der Einfluss der Kulturbedingungen auf die Genexpressionsprofile von
Glioblastomzellen untersucht. Dabei wurden adharente, Serum-kultivierte Glioblastom-
zellen verglichen mit serumfreien Zellen, die unter neuralen Stammzellbedingungen als
GS-Zellen kultiviert wurden'®"'82_ |n diesen Publikationen beobachteten die Autoren, dass
GS-Zellen viele Ahnlichkeiten mit neuralen Stammzellen aufweisen und diese das
Expressionsmuster des jeweiligen Ursprungstumors besser konservieren als Serum-
kultivierte Zelllinien''. In adharent-wachsenden Zelllinien wurden neben den in
Glioblastomen bekannten chromosomalen Anomalien auch viele weitere genetische
Amplifikationen oder Deletionen detektiert, die bei Glioblastomen uniiblich sind'®2. Beide
Publikationen zeigten auch, dass U87-Zellen sich in ihrem Genexpressionsmuster weiter
von den Ursprungstumoren entfernt haben als neurospharisch wachsende Glioblastom-
zellen.

In der vorliegenden Arbeit konnte sowohl in mRNA- als auch in Proteinanalysen in beiden
Glioblastomzelllinien keine nennenswerte Expression von IGF-1 und -2 beobachtet
werden. Auf Proteinebene konnte endogenes IGF-2 lediglich in der Kontrollzelllinie
HepG2 nachgewiesen werden. Dies bestatigt die hohe relative Anzahl an |IGF-2-
mRNATranskripten, welche in der Leberkarzinomlinie HepG2 detektiert wurde. In der
Literatur berichteten lediglich Osuka et al. von einer IGF-1-Expression in murinen
stammzelldhnlichen Gliomzellen'®. Bis auf diese Publikation finden sich keine Hinweise
(allerdings auch keine negativen Belege) fir eine Expression der IGF-1R-Liganden in
humanen neurospharisch wachsenden Glioblastomzellen, sodass eine autokrine
Stimulation des IGF-1R in den Xenografttumoren unwahrscheinlich ist. Sehr
wahrscheinlich ist hingegen, dass murines IGF-1, welches vorwiegend in der Leber
produziert und sezerniert wird, sowohl den IGF-1R auf angiogenetisch aktiven
Endothelzellen in U87-Xenografttumoren als auch den humanen IGF-1R auf GS-12
stimuliert hat. Im Serum von Mausen ist eine IGF-1-Konzentration von 350 ng/ml
(entspricht 46,7 nM) detektierbar'® und murine IGF-1R-Liganden sind auf Proteinebene
zu Uber 90 % homolog mit humanem IGF-1 und -2, sodass sie den humanen IGF-1R
binden und aktivieren konnen. Demzufolge besteht der wahrscheinlichste Wirk-
mechanismus von IMC-A12 in den in vivo Versuchen darin, dass der Antikdrper die
parakrine Stimulation des endothelialen bzw. tumorzellstdndigen IGF-1R durch murine

Liganden inhibierte und somit das Tumorwachstum verringerte.
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4.3. Funktionelle in vitro Untersuchungen zur Inhibierung des Wachstums von

Glioblastomzelllinien

Die histologische Auswertung der in vivo Versuche und die Expressionsanalysen fur den
IGF-1R an Zellen und Geweben haben bereits deutliche Hinweise auf mdgliche
Wirkmechanismen von IMC-A12 gegeben. Um die Effekte von IGF-1 und IGF-2 sowie
IMC-A12 auf Glioblastomzellen detaillierter zu untersuchen und zu quantifizieren, wurden
in vitro Experimente zur Proliferation, Migration und Apoptose durchgefiihrt. Die oben
beschriebenen Expressionsanalysen lieRen vermuten, dass bei U87-Zellen aufgrund der
schwachen Rezeptorexpression die IGF-1R-Liganden nur eine geringe Wirkung auf die
Proliferation und Migration haben wirden. Im Gegensatz dazu war zu vermuten, dass
GS-12-Zellen, die eine starke Expression des IGF-1R aufweisen, durch die Liganden

deutlich stimulierbar sein wirden.
4.3.1.  Auswirkungen der Stimulation und Inhibierung des IGF-1R auf die Proliferation

Die Inkubation von U87-Zellen mit IGF-1 und -2 in serumfreiem Medium verursachte keine
Stimulation der Proliferation im Vergleich mit der unbehandelten Kontrolle. Auch bewirkte
die Blockierung des IGF-1R durch IMC-A12 bei U87-Zellen, deren Wachstum durch 10 %
Serum stimuliert wurde, keine Inhibierung der Proliferation. Im Gegensatz zu den hier
beschriebenen Ergebnissen zeigte eine Studie, dass die Zugabe von IGF-1 das

3 Fiur viele Tumorzelllinien anderer

Zellwachstum von U87-Zellen sogar verringerte
Entitaten, wie z.B. Endometriumkarzinom (ECC-1, USPC-1)'® Leberkarzinom
(HepG2)'®, Brustkrebs (T47D, MCF-7)"®, Pankreastumor (BxPC-3)'*® sowie Multiples
Myelom (RPMI-8226)'*® wurde hingegen anhand der Thymidininkorporation in die DNA
proliferierender Zellen gezeigt, dass IGF-1 die Proliferation stimuliert. Bei all diesen
Untersuchungen wurde des Weiteren beschrieben, dass eine Blockierung des IGF-1R
diese |IGF-induzierte Proliferation inhibiert. Auch in U87-Zellen ist anhand von
Wachstumskurven gezeigt worden, dass die Inhibierung des IGF-1R mit dem nieder-
molekularen Wirkstoff NVP-AEW541 die Proliferation von U87-Zellen dosisabhangig
reduzieren kann'®. In der vorliegenden Arbeit hingegen fand sich eindeutig fiir die
verwendete U87-Subzelllinie, dass IGF-1 und IGF-2 die Zellproliferation nicht stimulierte,
was in Einklag mit der lediglich sehr geringen IGF-1R-Expression dieser Zellen ist.

Im Gegensatz zu den U87-Zellen wurde die Proliferation der stammzellahnlichen GS-12-
Tumorzellen durch beide IGF-1R-Liganden bei einer Konzentration von 5 nM signifikant
um 80 % (IGF-1) bzw. um 109 % (IGF-2) stimuliert. Diese IGF-induzierte Erhdhung der
Proliferationsrate wurde durch Blockierung des IGF-1R mittels 100 nM [IMC-A12
vollstéandig auf das Niveau der unbehandelten Kontrolle reduziert. Diese Daten bestatigen

die in vitro Daten von Hsieh et al., die ebenfalls eine erhohte Proliferation von
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stammzelldhnlichen Glioblastomzellen durch Zugabe von IGF-1 und -2 beobachteten'®.
Sie zeigten einerseits eine erhdhte Bromdesoxyuridin-Inkorporation in die DNA der Zellen
nach 7 Tagen und andererseits eine IGF-1-induzierte gesteigerte Zellzahl nach 18 Tagen.
Schlussfolgernd zeigen die hier beschriebenen Proliferationsversuche, dass IGF-1 und -2
das Zellwachstum von GS-12-Zellen in vitro erhéhen, wohingegen die adharent
wachsende Zelllinie U87 in ihrer Proliferation nicht durch den IGF-Signalweg beeinflusst
wird. Diese Proliferationsstimulation bei GS-12-Zellen kann durch die Antikorper-

vermittelte Blockierung des IGF-1R signifikant inhibiert werden.
4.3.2. Auswirkungen der Stimulation und Inhibierung des IGF-1R auf die Migration

Ein wichtiger Aspekt fur eine effiziente Behandlung von Glioblastomen ist die Inhibition
der Tumorzellmigration. Um die Auswirkungen der IGF-1R-Liganden und des Antikorpers
IMC-A12 auf die Migration von U87- und GS-12-Zellen zu untersuchen, wurden
modifizierte Boyden Kammer-Versuche durchgefihrt. Dabei verringerte IGF-1 die
Migration von U87-Zellen leicht, wohingegen die Zugabe von 2 nM IGF-2 diese leicht
erhdhte. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu einer Studie, in der eine gesteigerte
Migration durch IGF-1-Stimulation fiir U87-Zellen beobachtet wurde', wobei diese
Diskrepanz vermutlich wiederum auf die Heterogentitdt der verschiedenen weltweit
verwendeten U87 Subzelllinien zurlckzufuhren ist.

Da durch IGF-1 und IGF-2 in serumfreiem Medium keine Stimulation der Migration bewirkt
werden konnte, wurden Inhibierungsversuche mit IMC-A12 bei U87-Zellen durchgefiihrt,
welche mit 10 % FCS kultiviert wurden. Dabei fand sich eine leichte aber signifikante
Verringerung der Serum-induzierten Migration bei 100 und 200 nM IMC-A12. Serum
enthdlt neben anderen Wachstumsfaktoren auch IGF-1 (0,67 — 2 nM) und IGF-2
(6 — 10 nM)'®. Diese Konzentrationen sind vergleichbar mit denen, welche in den
Versuchen mit rekombinantem IGF-1 und IGF-2 ohne Serum verwendet wurden. Die
Blockierung der Serum-induzierten Migration von U87 Zellen durch IMC-A12 ist also
moglicherweise dadurch erklarbar, dass IGF-1 und/oder IGF-2 im Kontext von im Serum
enthaltenen Kofaktoren eine stimulatorische Wirkung entfalten kdnnen, die unter
serumfreien Bedingungen nicht vorhanden ist und die spezifisch durch den Antikorper
blockiert wird. Moglich ist jedoch auch, dass die im Serum enthaltenen IGF-1R-Liganden
aufgrund der lediglich sehr geringen Rezeptorexpression keine motogene Wirkung auf
U87-Zellen haben und die inhibitorische Wirkung von IMC-A12 auf unspezifischen Effekte
bzw. eine Kreuzinhibierung anderer Antigene beruht.

Bei GS-12-Zellen steigerten 5 nM IGF-2 die Migration signifikant um 34 %, wohingegen
1 — 20 nM IGF-1 keinen Effekt zeigte. Bei der Interpretation dieser Ergebnisse ist zu

bertcksichtigen, dass IGF-2 auch mit hoher Affinitat an den Insulinrezeptors (IR-A) binden
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kann®. Demnach wére es méglich, dass der IR-A an der Chemotaxis der GS-12-Zellen
beteiligt sein kdnnte. Jedoch widerlegen die Ergebnisse der Inhibierungsversuche diese
Vermutung. Die spezifische Blockierung des IGF-1R mit 200 nM IMC-A12 reduzierte die
IGF-2-induzierte Migration (5 nM) vollstandig auf das Niveau der unstimulierten Kontrolle.
In der Literatur wurde beschrieben, dass IGF-1 pro-migratorische und pro-invasive Effekte
bei neurosphérisch wachsenden Glioblastomzellen in vitro induziert'®®. Dariiberhinaus
wurde bei immortalisierten murinen neuralen Stammzellen gezeigt, dass IGF-1 und -2 in
vitro zu einem leichten, 1,4-fachen bzw. 1,5-fachen Anstieg der Migration fiihrten®’.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der IGF-1R bei U87-Zellen allenfalls in sehr
geringem Male an der Migration beteiligt zu sein scheint. Im Gegensatz dazu stimuliert
bei stammzellahnlichen Glioblastomzellen IGF-2 die Chemotaxis in vitro signifikant, nicht
jedoch IGF-1. Die Reduktion der Migration durch Blockierung des IGF-1R mittels IMC-A12
deutet auf den potentiellen anti-invasiven therapeutischen Nutzen der Inhibition dieses

Rezeptors hin.
4.3.3. Auswirkungen der Inhibierung des IGF-1R auf die Apoptose

Die Wirkung von IMC-A12 auf den programmierten Zelltod (Apoptose) von GS-12 Zellen
in vitro unterschied sich ebenfalls von der Wirkung auf U87-Zellen. Wahrend der
Antikorper keine pro-apoptotische Wirkung auf U87-Zellen hatte, bewirkte die Inkubation
mit 200 nM IMC-A12 bei GS-12-Zellen eine Verdopplung der Apoptoserate.

In vitro Studien von Hsieh et al. in stammzellahnlichen Glioblastomzellen zeigten, dass
eine Inhibition des Insulinrezeptorsubstrats (IRS)-1, einer zentralen Tyrosinkinase des
IGF-Signalwegs, mittels RNA-Silencing die Lebensfahigkeit der Zellen signifikant
reduzierte'®®. Des Weiteren beobachteten die Autoren bei IGF-1-stimulierten Glioblastom-
zellen nach einer Behandlung mit 5 Gray ionisierender Strahlung eine geringere Anzahl
apoptotischer Zellen als in unstimulierten stammzellahnlichen Glioblastomzellen.
Demzufolge kann IGF-1 eine protektive Wirkung bei einer Strahlenexposition haben,
sodass eine Blockierung des IGF-1R mit IMC-A12 Glioblastomzellen mdglicherweise fur
eine Strahlentherapie sensibilisieren kénnte. In Experimenten, welche in dieser Arbeit
nicht gezeigt wurden, fand sich zwar kein Einfluss von IGF-1 auf die Basisapoptoserate
von GS-12 Zellen, allerdings wurde der Effekt einer gleichzeitigen Bestrahlung nicht
untersucht.

Schlussfolgernd bestatigen die in vitro Versuche an GS-12-Zellen die erhdhte
Apoptoserate, die in IMC-A12-behandelten Xenograftumoren nachweisbar war und
bestatigen gleichfalls den fehlenden Effekt der Antikérperbehandlung auf die Apoptose

von U87 Zellen in vivo.
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4.4. Analyse der Liganden-induzierten Aktivierung und Blockierung des IGF-

Signalwegs

Die Untersuchung der Hauptsignaltransduktionswege des IGF-1R-Signalwegs diente zum
einen dazu, die spezifische IGF-induzierte Blockierung der Rezeptorphosphorylierung
durch IMC-A12 zu verifizieren, und zum anderen dazu festzustellen, ob sich die
Signalkaskaden bei Stimulation mit IGF-1 und -2 unterscheiden. Beide Liganden
bewirkten eine starke Aktivierung des Rezeptors, wobei IGF-1 zu einer noch starkeren
Phosphorylierung des IGF-1R fuhrte als IGF-2. Der IMC-A12-Antikérper blockierte die
Rezeptorphosphorylierung sehr deutlich, wenngleich die Phosphorylierung nicht
vollstandig inhibiert wurde. Dies kdnnte neben einer unvollstandigen Blockierung des
Rezeptors unter anderem auch an einer intrinsischen Aktivitat des Antikérpers liegen,
welche zu einer Dimerisierung der Halbrezeptoren fiihren kann, wodurch eine Aktivierung
durch Liganden vorgetauscht werden kann. Bei MCF-7-Brustkrebszellen wurde fiir den
Antikorper IMC-A12 bei einer Konzentration von 100 nM keine solche Phosphorylierung
beobachtet’®, jedoch wurden in den hier beschriebenen Versuchen 200 nM IMC-A12
verwendet. AulBerdem konnen sich die Ergebnisse aufgrund der Verwendung einer
Zelllinie einer anderen Tumorentitat, in diesem Falle der Glioblastomzelllinie GS-12,
unterscheiden. Burtrum et al. berichteten des Weiteren von einer Rezeptor-vermittelten
Internalisierung und Degradierung des Antikérpers nach Bindung an den IGF-1R'®.
Dieser Endozytose-gesteuerte Abbau des IGF-1R war in den Western Blot-
Untersuchungen bei GS-12-Zellen wahrscheinlich ebenfalls vorhanden. Denn die IGF-1R-
Proteinbanden von GS-12-Zellen, die mit IMC-A12 behandelt wurden, waren schwacher
als die Banden von unbehandelten Zellen. Bei beiden Signaltransduktionswegen wurden
die Proteinkinasen, PI3K und MEK 1/2, die in der Signalkaskade zeitlich friher
phosphoryliert werden als AKT und ERK, kaum durch die IGF-1R-Liganden aktiviert und
durch IMC-A12 inhibiert. Stattdessen war die Aktivierung und Inhibierung der in der
Chronologie der Signaltransduktion nachgestellten Proteine AKT und ERK wesentlich
starker. Dies konnte darauf zurtckzufihren sein, dass sich nach der zehnmindtigen
Inkubation der Zellen mit IGF-1 und -2 die Phosphorylierung von PI3K und MEK 1/2 durch
Feedbackregulation, z.B. durch die Aktivitit von Phosphatasen, bereits wieder
normalisiert haben kénnte, wohingegen die Signalkaskade an diesem Zeitpunkt noch
Auswirkungen auf AKT und ERK hat.

Generell konnte in den Versuchen zur Signaltransduktion beobachtet werden, dass IGF-1
eine starkere Phosphorylierung des IGF-1R verursachte als IGF-2 und sich dieser Effekt
auf allen Ebenen beider Kaskaden fortfiihrte. Eine differenzielle Aktivierung der
Signalwege durch IGF-1 und -2 wurde nicht beobachtet, sodass die hier vorliegenden

Daten keine Erklarung fiir die unterschiedlichen funktionellen Effekte der Liganden bei
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GS-12-Zellen liefern, wie z.B. eine starkere Stimulation der Migration durch IGF-2 im
Vergleich mit IGF-1. Schlussfolgernd verifiziert dieser Versuch, dass IMC-A12 die
Liganden-induzierte Aktivierung des IGF-1R blockiert.

4.5. Untersuchungen zum IGF-1R in zerebralen mikrovaskularen Endothelzellen
4.5.1. Expressionsanalyse des IGF-1R in zerebralen mikrovaskularen Endothelzellen

Die U87-Tierversuche zeigten, dass die Blockierung des IGF-1R eine signifikante
Reduktion der Blutgefalidichte bewirkte. In der Literatur wurde dies in vivo bisher nur in
anderen Tumorentitdten beschrieben, wie z.B. in subkutanen Ewing’s Sarkom- und

Rhabdomyosarkom-Xenografts'*®

. Dabei wurde zudem gezeigt, dass die Antikoérper-
vermittelte Blockierung des IGF-1R einen inhibierenden Effekt auf die Bildung
kapillarahnlicher tubularer Strukturen durch makrovaskulare Endothelzellen (HUVECS) in
einem in vitro Angiogeneseassay hatte. Da sich Endothelzellen aus verschiedenen
Organen und Geweben jedoch stark hinsichtlich der Morphologie und Barrierefunktion
voneinander unterscheiden, ist es wichtig mit Endothelzellen zu arbeiten, die aus dem
Gehirn isoliert wurden, wenn Angiogenese bei Glioblastomen in vitro untersucht werden
soll. In der vorliegende Arbeit wurden humane cerebrale microvaskuldre Endothelzellen
(CMEC) verwendet, die aus Hirngewebe isoliert worden waren, welches bei der Resektion
grolRer Angiome (arteriovendser Malformationen) mit reseziert wird, da es den grof3en

angiomatdsen GefaRen unmittelbar anhaftet'®®

. Die CMECs wurden in Passage 1
analysiert, um eine Veranderung des IGF-1R-Expressionsstatus bei langerer in vitro
Kultur zu vermeiden. Genexpressionsanalysen auf mRNA-Ebene zeigten, dass die
IGF-1R-Expression in CMECs ahnlich hoch war wie in GS-12-Zellen und der
Leberkarzinomlinie HepG2, welche als Kontrollzelllinie diente. Bei der FACS-Analyse
wurden jedoch lediglich 20 % IGF-1R-positive Zellen beobachtet. Diese Subpopulation
zeigte zwar eine vielfach hohere Fluoreszenzintensitat pro Zelle als U87-Zellen, aber eine
dreimal niedrigere als GS-12-Zellen. Dieser Unterschied der Genexpression zwischen
IGF-1R-mRNA und -Protein in CMECs koénnte post-transkriptionellen Mechanismen
geschuldet sein, wie z.B. der Bindung von microRNAs, welche unter anderem die
Translation blockieren kdnnen. Aus der Literatur ist bekannt, dass z.B. microRNA-320 die
Expression von IGF-1R in Glioblastomzellen reguliert und das Wachstum von
Glioblastomen in vivo reduziert'®. In mikrovaskuldren Endothelzellen von Ratten wurde
ebenfalls nachgewiesen, dass microRNA-320 die Expression von IGF-1R inhibiert'®.
DarUberhinaus ist in der Literatur fiur verschiedene weitere Arten von humanen

Endothelzellen eine Expression des IGF-1R beschrieben worden, unter anderem in
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mikrovaskularen Endothelzellen der Hau , Endothelzellen der Aorta sowie

koronaren arteriellen Endothelzellen'®. Wang et al. beobachteten in CMECs eine
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gesteigerte Expression von IGF-1 nach ischamischer Verletzung in vitro und in vivo'®*,
Diese Sekretion von IGF-1 fiihrte zu einer erhéhten Uberlebensrate von Neuronen. Den
IGF-1-Rezeptorstatus in CMECs untersuchten die Autoren jedoch nicht.

Schlussfolgernd zeigen die vorliegenden in vitro Expressionsanalysen, dass zerebrale
mikrovaskulare Endothelzellen den IGF-1R exprimieren. Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit den in vivo Beobachtungen, die zeigten, dass intrakranielle Endothelzellen
IGF-1R exprimieren. In den nachfolgenden Untersuchungen wurde der Effekt von

IMC-A12 auf die Proliferation von CMECs in vitro analysiert.

4.5.2. Auswirkungen der Stimulation und Inhibierung des IGF-1R auf die Proliferation

von zerebralen mikrovaskularen Endothelzellen

Die reduzierte vaskuladren Dichte in den mit IMC-A12 behandelten U87-Tumoren in vivo
lie® vermuten, dass IGF-1R-Liganden einen stimulatorischen Effekt auf die Proliferation
von CMECs haben konnten und dass dieser Effekt spezifisch durch IMC-A12 inhibierbar
sein kdnnte. Die Ergebnisse der Proliferationsassays mit CMECs zeigten ahnliche Effekte
wie die Untersuchungen bei GS-12-Zellen. Sowohl 5 nM IGF-1 als auch 5 nM IGF-2
induzierten einen starken Anstieg der Proliferation um 100 % im Vergleich mit der
unbehandelten Kontrolle. Die Blockierung des IGF-1R bewirkte eine signifikante und
konzentrationsabhangige Reduktion, die bei 200 nM IMC-A12 und Stimulation mit IGF-1
oder IGF-2 34% bzw. 36% betrug. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit zuvor
veroffentlichten Daten bei makrovaskularen humanen Endothelzellen aus der
Nabelschnurvene (HUVEC), die zeigten, dass eine Antikorper-vermittelte Blockierung des
IGF-1R die Proliferation dieser Endothelzellen reduzierte'®>"%.

Diese funktionellen Untersuchungen an mikrovaskularen Endothelzellen erganzen somit
die Resultate der Expressionsanalysen an CMECs und die Ergebnisse des U87 in vivo
Versuchs. Neben der direkten Inhibierung des Wachstums von stammzellahnlichen
Tumorzellen durch Blockierung des IGF-1R kdnnen durch eine Behandlung mit IMC-A12
zusatzlich intrakranielle Endothelzellen in ihrem Wachstum beeintrachtigt werden, was
vermutlich ursachlich fir die deutliche Wachstumsreduktion von behandelten U87-

Tumoren in vivo war.
4.6. Untersuchung der IGF-Abhangigkeit von Glioblastom-Primarzellen

In der Literatur wurde beschrieben, dass der fiir die Etablierung und Kultivierung von
neuralen Stammzellen und neurospharisch wachsenden Glioblastomzellen essentielle
Wachstumsfaktor EGF durch IGF-2 ersetzt werden kann. Daflr etablierten Soroceanu
et al. primare Glioblastomzellen in serumfreiem Medium unter Verwendung von EGF oder

IGF-2 und zeigten, dass die Proliferationsrate sich nicht veranderte, wenn ein
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Wachstumsfaktor durch den anderen ersetzt wurde'®®. Dieses Ergebnis bestitigten die
Autoren auch an bereits etablierten Glioblastomzelllinien.

Um diese These der Substituierung von EGF durch die IGF-1R-Liganden zu prifen,
wurden in der vorliegenden Arbeit primare Glioblastomzellen in 12 verschiedenen
Kulturbedingungen etabliert, die IGF-1, IGF-2 und EGF in verschiedenen Kombination
sowie unterschiedliche Insulinkonzentrationen enthielten. Dabei zeigte sich, dass IGF-1
zu einer héheren Anzahl gleichmaRig geformter Neurospharen fiihrte als die Zugabe von
IGF-2. Dies steht im Widerspruch zu den Proliferationsergebnissen der GS-12-Zelllinie,
bei der IGF-1 und -2 in gleichem MalRe die Proliferation erhéhten. Moglicherweise
reguliert IGF-2 nicht primar die Proliferation von Glioblastomzellen, sondern z.B. die
Migration, wie in den Migrationsassays mit GS-12-Zellen beobachtet wurde. Hinweise, die
fur diese Hypothese sprechen, lieferten Ziegler et al., welche in murinen neuralen
Progenitorzellen beobachtet haben, dass IGF-2 die Stammzellcharakteristika und das
Migrationspotenzial dieser Vorlauferzellen in vivo erhalt'**. Daher ware es méglich, dass
IGF-1 hauptsachlich pro-proliferative und IGF-2 pro-migratorische Impulse vermitteln und
somit beide Liganden unterschiedliche Effekte aufweisen. Ein weiteres Indiz fur diese
These kénnten die Ergebnisse der intrazelluldren Signalkaskade in GS-12-Zellen liefern,
weil sich dort zeigte, dass IGF-1 eine starkere Phosphorylierung des IGF-1R und der
nachgeschalteten Proteinkinasen verursachte als IGF-2. Die These, dass IGF-2 den
Wachstumsfaktor EGF substituieren kann'®, konnte in Medium mit superphysiologischem
Insulingehalt nicht bestatigt werden. Eine mogliche Substituierung konnte nur in Medium
mit niedrigem Insulingehalt beobachtet werden, weil im Gegensatz zu hohen Insulin-
konzentrationen vermutlich keine kompetitive Hemmung des Rezeptors stattfindet. In
einer Veroffentlichung von Hsieh et al. konnte die Substitution durch die IGF-1R-Liganden
in insulinhaltigem Medium ebenfalls nicht reproduziert werden'®. Die Autoren schlieRen
daraus, dass IGF-1 zwar wichtige mitogene und anti-apoptotische Signale vermitteln
kann, jedoch kein Faktor sei, welcher Stammzellcharakteristika in vitro erhalten kénne.
Wiederum eine andere Publikation zeigte, dass stammzelldhnliche Glioblastomzellen
sogar ohne jegliche Wachstumsfaktoren wie EGF oder FGF2 in serumfreiem Medium
Neurosphéren bilden und sich selbst erneuern kénnen'®’. Auch diese Zellen waren in der
Lage Tumore in immunkompromittierten Mausen zu bilden. EGF und FGF2 erhohten die
Anzahl und die GrélRe der Neurospharen, waren jedoch nicht unbedingt notwendig fur
deren Kultivierung. Diese unterschiedlichen Daten deuten auf die hohe Heterogenitat von
Primarzellkulturen und den Einfluss unterschiedlicher Kulturbedingungen auf stammzell-
ahnliche Tumorzellen hin.

Obwohl! die hier beschriebenen Beobachtungen lediglich rein morphologisch waren,

wurde anhand dieser neurospharisch wachsenden Primarzellen gezeigt, dass eine super-
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physiologische Insulinkonzentration die Effekte der IGF-1R-Liganden maskieren kann.
Unter der Voraussetzung eines niedrigen Insulingehalts kénnten die IGF-1R-Liganden
EGF als Wachstumsfaktor flir Neurospharen ersetzen, jedoch scheint EGF der potentere
Wachstumsfaktor zu sein. Aufgrund der Unterschiede in der Literatur sind weitere
Expressionsanalysen von  Stammzell-assoziierten  Transkriptionsfaktoren  sowie
funktionelle Untersuchungen notwendig, um ein genaueres Bild Uber die IGF- und EGF-

Abhangigkeit der Primarzellen zu erhalten.
4.7. Fazit

Die vorliegende Arbeit zeigt mit der Blockierung des IGF-1R durch direkte intrazerebrale
Applikation des Antikérper IMC-A12 einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz fir
die Behandlung von Glioblastomen. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die
Antikorper-vermittelte Inhibition des IGF-1R das Wachstum von Glioblastomzellen mit
Stammzelleigenschaften sowie die Tumorangiogenese verringern kann. Analog zu den
Expressionsmustern in den Mausmodellen wurden in humanem Glioblastomgewebe
ebenfalls Tumorzellen und BlutgefaRendothelzellen mit hoher IGF-1R-Expression
detektiert. Daruber hinaus deutet das Ergebnis des humanen Gewebemikroarrays sowie
der REMBRANDT Datenbankanalyse, die eine Korrelation einer hohen IGF-1R-
Expression mit einer verkilrzten Uberlebenswahrscheinlichkeit zeigen, darauf hin, dass
eine Behandlung mit dem humanisierten monoklonalen Antikérper IMC-A12
(Cixutumumab) einen klinisch relevanten Mehrwert fir die Behandlung von Glioblastomen
haben kénnte. Die hier beobachtete duale Wirkung von IMC-A12 auf die Tumor- und
Endothelzellen kann therapeutisch von groRem Nutzen sein, weil die Behandlung eines
einzigen Aspekts des Tumorwachstums, wie z.B. der Blutgefalneubildung, durch
Auslbung eines selektiven Drucks eine phanotypische Veranderung der Tumorzellen
hervorrufen kann. Dies zeigten unter anderem Keunen et al., als sie Mause mit orthotopen
Glioblastomen mit dem gegen VEGF gerichteten Antikérper Bevacizumab behandelten
und neben der zu erwartenden Reduktion der BlutgefaRdichte einen erheblichen Anstieg
der Tumorinvasion beobachteten'®.

Die Uberwindung der Bluthirnschranke und effiziente Wirkstoffdistribution sind bei
Hirntumoren wichtige Voraussetzungen fur die Wirkung von Antikdrpern und anderen
therapeutischen Agenzien. FUr Substanzen mit hohem Molekulargewicht, wie z.B.
Antikérpern, kann die lokale Konvektionstherapie zu einer hohen intrazerebralen und
intratumoralen Distribution des Arzneimittels fiihren'®®. Mit einer héheren Wirkstoff-
distribution kénnten auch diffus invasive Tumorzellen, die distal vom Tumorkern ein

potentielles Rezidivierungsrisiko darstellen, effizienter behandelt werden.
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5. Anhang
5.1. Zusammenfassung

Glioblastome sind hoch maligne Hirntumore, die ein schnelles Wachstum, eine hohe
intrazerebrale Invasivitat und Chemo- sowie Radioresistenzen aufweisen. Ein wichtiges
Behandlungsziel besteht darin, die Proliferation und Migration von stammzellahnlichen
Glioblastomzellen zu verhindern, die im Verdacht stehen fiir die Rezidivierung nach
Chemo- und Radiotherapie verantwortlich zu sein. Die insulinahnlichen Wachstums-
faktoren, IGF-1 und IGF-2, wirken in vielen Tumorentitdten wachstumsférdernd. Auch bei
Glioblastomen ist eine erhdhte Expression des IGF-1-Rezeptors (IGF-1R) mit einer
signifikant schlechteren Prognose assoziiert verglichen mit Glioblastomen mit niedriger
IGF-1R-Expression. In dieser Arbeit wurde die Wirkung des spezifisch gegen den IGF-1R
gerichteten monoklonalen Antikérpers IMC-A12 auf das Wachstum von Glioblastomzellen
in vivo und in vitro untersucht. Fir die Applikation des Antikbrpers wurde die
Konvektionstherapie verwendet, bei der das Therapeutikum konstant {ber eine
implantierte Pumpe mittels Katheter direkt lokal in das betroffene Gewebe appliziert wird.
Die Blockierung des IGF-1R verringerte das Tumorwachstum in zwei murinen
Glioblastom-Xenograftmodellen signifikant um 74 und 50 %. Die in vitro adharent
wachsende humane Glioblastomzelllinie U87 bildete in vivo hoch proliferative non-
invasive Tumore, welche sehr auf Angiogenese innerhalb des Tumors angewiesen waren.
Die humane Glioblastomzelllinie GS-12, welche in vitro non-adharent wachst, bildete
hingegen in vivo hoch invasive und diffus wachsende Tumore. Im Gegensatz zur U87-
Linie haben GS-Zellen die Fahigkeit zur multilinealen Differenzierung in Zellen mit
neuralem und glialem Phanotyp und exprimieren Markerproteine von neuronalen
Stammzellen wie z.B. CD133, Nestin und Sox2. Immunhistochemische Untersuchungen
zeigten, dass die Blockierung des IGF-1R in den non-invasiven U87-Tumoren die
BlutgefaRdichte verringerte und in dem invasiven GS-12-Tumormodell die Proliferation
der Glioblastomzellen reduzierte. Analysen in humanen Tumorgewebeproben bestatigten,
dass sowohl Glioblastomzellen als auch die Endothelzellen der BlutgefalRe den IGF-1R
exprimieren. Ein humaner Gewebemikroarray zeigte, dass eine hohe Expression des
IGF-1R mit einer niedrigeren Uberlebenswahrscheinlichkeit korrelierte. Durchfluss-
zytometrische Analysen von verschiedenen Glioblastomzelllinien ergaben, dass alle
analysierten GS-Zelllinien eine hohe Dichte des IGF-1R aufwiesen, wohingegen die
adharent wachsenden Glioblastomzelllinien nur wenig oder keinen IGF-1R exprimierten.
In zusatzlichen Untersuchungen von U87- und GS-12-Zellen auf RNA- und Proteinebene
wurde beobachtet, dass keine der beiden Zelllinien IGF-1 oder IGF-2 exprimierte. Die

Wirkung der IGF-1R-Liganden und des Antikérpers wurde anschliel3end in funktionellen
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in vitro Untersuchungen in Bezug auf Proliferation, Migration und Apoptose analysiert. Die
Blockierung des IGF-1R reduzierte die Migration von U87-Zellen nur minimal, wohingegen
bei den GS-12-Zellen die IGF-induzierte Stimulation von Proliferation und Migration
dosisabhangig durch IMC-A12 inhibiert wurde. AuRerdem erhdhte eine hohe Dosis des
Antikorpers die Anzahl apoptotischer GS-12-Zellen. In einer Untersuchung der wichtigsten
Signaltransduktionswege des IGF-1-Signalwegs in GS-12-Zellen wurde beobachtet, dass
die Blockierung des IGF-1R die Phosphorylierung der zentralen Proteinkinasen AKT und
ERK reduzierte. In vitro Untersuchungen an zerebralen mikrovaskularen Endothelzellen
zeigten, dass eine Subpopulation den IGF-1R stark exprimierte und dass IMC-A12
dosisabhangig die IGF-induzierte Stimulation der Proliferation inhibierte. In
morphologischen Untersuchungen von humanen Glioblastom-Primarzellen, welche in
serumfreien Medium Neurospharen bildeten, wurde beobachtet, dass IGF-1 und -2 den
wichtigen Wachstumsfaktor EGF ersetzen konnen, vorausgesetzt der Insulingehalt
entspricht einer physiologischen Konzentration.

Schlussfolgernd zeigt die vorliegende Arbeit, dass die Blockierung des IGF-1R das
Wachstum von Glioblastomen in vivo und in vitro reduziert. Der monoklonale Antikorper
IMC-A12 inhibierte sowohl direkt die Proliferation von stammzelldhnlichen Glioblastom-
zellen als auch indirekt die Angiogenese in soliden Tumoren. Aufgrund der Korrelation
des IGF-1R mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit von Glioblastompatienten kann die
Blockierung des IGF-1R mittels Konvektionstherapie eine neue zusatzliche Therapie-

option fur die Behandlung von Glioblastomen sein.
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5.2. Abstract

Glioblastomas are brain tumors of highest malignancy which are characterized by high
proliferation, intracerebral invasiveness, chemo- and radioresistance. An important
therapeutic concept is to inhibit the proliferation and migration of glioma stem-like cells
which are supposed to be responsible for regrowth of glioblastomas after chemo- and
radiotherapy. Insulin-like growth factor-1 and -2 (IGF-1, IGF-2) enhance proliferation in a
variety of tumor entities. In glioblastomas, overexpression of the insulin-like growth
factor-1 receptor (IGF-1R) is associated with a significant worse prognosis compared to
tumors with low IGF-1R expression. In this thesis, the effect of the monoclonal anti-
IGF-1R antibody IMC-A12 on glioblastoma growth was investigated in vivo and in vitro.
The antibody was administered via convection-enhanced delivery which comprises
implantation of drug reservoirs and catheters for constant direct local delivery of the
antibody. The blockade of the IGF-1R significantly reduced glioblastoma growth by 74 %
and 50 % in two different xenograft mouse models. The human glioblastoma cell line U87
which grows adherently in vitro induced highly proliferative non-invasive solid tumors
which displayed prominent angiogenesis in vivo. The glioma stem-like cell line GS-12
induced highly invasive and diffuse tumors without angiogenic activity in vivo. Immuno-
histochemical analyses showed that IGF-1R blockade reduced blood vessel density in the
non-invasive U87 tumors and proliferation of tumor cells in the invasive GS-12 xenografts.
Analyses in human glioblastoma tissue samples verified that both tumor cells and
endothelial cells expressed IGF-1R. Furthermore, a human glioblastoma tissue microarray
showed that a high expression of IGF-1R correlated with a shorter patient survival. Flow
cytometric analyses revealed that glioblastoma stem-like cell lines generally expressed
high amounts of IGF-1R in contrast to adherently grown glioblastoma cell lines such as
U87. Additional analyses of U87 and GS-12 at the mRNA and protein level showed that
both cell lines neither expressed IGF-1 nor IGF-2. The effects of the IGF-1R ligands and
of IMC-A12 on proliferation, migration and cell death were analyzed in functional in vitro
assays. Inhibition of IGF-1R caused only a weak reduction of migration in U87 cells while
IMC-A12 dose-dependently suppressed the IGF-induced stimulation of proliferation and
migration in GS-12 cells. In addition, a high dose of the antibody significantly increased
the percentage of apoptotic GS-12 cells. Furthermore, blockade of IGF-1R reduced
phosphorylation of the central protein kinases AKT and ERK in GS-12 cells. In vitro
analyses of cerebral microvascular endothelial cells showed that a subpopulation of cells
expressed high amounts of IGF-1R and that IMC-A12 dose-dependently inhibited the IGF-
induced stimulation of proliferation. In isolated human glioblastoma primary cells which

were cultured in serum-free medium to induce neurosphere growth, morphologic analyses
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showed that IGF-1 and -2 were able to substitute the essential growth factor EGF at
physiological concentrations of insulin.

In conclusion, this thesis shows that blockade of IGF-1R reduced glioblastoma growth
in vivo and in vitro. The monoclonal antibody IMC-A12 exhibited direct effects on tumor
cells and indirect anti-angiogenic effects. Given that IGF-1R expression correlates with
survival of glioblastoma patients, blocking the IGF-1R via convection-enhanced delivery

might be a useful therapeutic tool for treatment of glioblastoma.
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5.3.  Abkurzungen

% (w/v) - Prozent auf das Gewicht bezogen

AKT - zentrale Proteinkinase des AKT-Signalwegs

ATP - Adenosintriphosphat

BRAF - Proteinkinase aus der Familie der Raf-Proteine, MAP3K

BSA - Rinderserumalbumin

CD34 - Markerprotein flir Endothelzellen

cDNA - komplementéare Desoxyribonukleinsdure

CMEC - zerebrale mikrovaskulare Endothelzellen

CO, - Kohlenstoffdioxid

DAPI - 4°,6°-Diamidin-2-phenylindoldihydrochlorid

ddH,O - doppelt destilliertes Wasser

DMEM - Dulbeccos modifiziertes Eagle-Medium

DMSO - Dimethylsulfoxid

DNA - Desoxyribonukleinsaure

dNTP - Desoxyribonukleosidtriphosphat

DTT - Dithiothreitol

ECGS - Endothelialer Zellwachstumsfaktor

EDTA - Ethylendiamintetraessigsaure

EGF - Epidermaler Wachstumsfaktor

EGFR - Epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor

ERK - Proteinkinase aus der Familie der Erk-Proteine, MAPK

FACS - Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung

FAM - 6-Carboxyfluorescein, Fluoreszenzfarbstoff flir gPCR

FCS - Foetales Kalberserum

FDA - US-amerikanische Arzneimittelbehérde, ,Food and Drug
Administration®

FGF - Fibroblastischer Wachstumsfaktor

FITC - Fluoresceinisothiocyanat

FRET - Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer

FSC - Vorwartsstreulicht

H20, - Wasserstoffperoxid

HBSS - Hanks gewichtete Salzl6ésung

HCl(aq) - Salzsaure

HIF - Hypoxie-induzierter Faktor

hpf - high power fields

HRP - Meerrettichperoxidase

H&E - Hamatoxylin und Eosin

IDH - Isocitratdehydrogenase

IGF - Insulindhnlicher Wachstumsfaktor

IGF-1R - Insulindhnlicher Wachstumsfaktor-1 Rezeptor

IGFBP - Insulinahnlicher Wachstumsfaktor-Bindungsproteine

IgG - Immunglobulin G

IMC-A12 - Monoklonaler IGF-1R-Antikérper (ImClone Systems Inc.)

INS - Insulin
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IRS - Insulinrezeptorsubstrat

IHC-P - Paraffin-eingebettete Immunhistochemie

IR - Insulinrezeptor

kDa - Kilodalton

Ki-67 - Markerprotein sich teilender Zellen

MAPK - Mitogen-aktivierte Proteinkinase

MEK - Proteinkinase des MAPK-Signalwegs, MAP2K
MGMT - O%-Methylguanin-DNA-Methyltransferase
MMP - Matrix-Metalloproteinase

mRNA - messenger Ribonukleinsaure

mTOR - Proteinkinase, am AKT-Signalweg beteiligt
NaCl - Natriumchlorid

NBM - Neurobasalmedium

PBS - Phosphat-gepufferte Salzlésung

PCR - Polymerasekettenreaktion

PFA - Paraformaldehyd

Pl - Propidiumiodid

PI3K - Phosphinositid-3-Kinase

PPP - Picropodophyllin

PS - Phosphatidylserin

PTEN - Transkriptionsfaktor, ,Phosphatase und Tensin Homolog*
PVDF - Polyvinylidenfluorid

gPCR - quantitative PCR

Raf - Proteinkinase aus der Familie der Raf-Proteine, MAP3K
Ras - G-Protein des MAPK-Signalwegs

rec - rekombinant

RNA - Ribonukleinsaure

rpm - Umdrehungen pro Minute

RT - Raumtemperatur

SDS - Natriumlaurylsulphat

SDS-PAGE - Natriumlaurylsulphat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
SSC - Seitwartsstreulicht

TBST - Tris-gepufferte Salzlésung mit Triton

T™MZ - Temozolomid

TTP - Tris-Triton-Puffer

U - Units (dt. Einheiten)

Vv - Volt

Vd - Volumendistribution

VEGF - Vaskularer Endothelialer Wachstumsfaktor
VEGFR - Vaskularer Endothelialer Wachstumsfaktor Rezeptor
WB - Western Blot

WHO - Weltgesundheitsorganisation

ZNS - Zentrales Nervensystem
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