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1 Einleitung

1. Einleitung

Die Therapie maligner Tumoren im Kindesalter hat in den letzten Jahren eine gro3e Entwicklung
erfahren. Als Komplikation oder Spitfolge einer zytostatischen Therapie kommt es immer
hdufiger zu irreversiblen Schidden des Zentralnervensystems (ZNS). Die Behandlung dieser
Komplikationen beschriankt sich auf symptomatische Mallnahmen, da spezifische neuro-
protektive MaBBnahmen in der klinischen Praxis nicht zur Verfiigung stehen. Das kindliche ZNS
kann zwar, bis zu einem gewissen Ausmal, erworbene strukturelle Lésionen durch Ausnutzung
der Plastizitit neuronaler Verbindungen kompensieren, ein Ersatz verlorener Nervenzellen ist
jedoch nicht moglich. So flihren erworbene Hirn -und Riickenmarksldsionen zu Schiaden, die das
Kind ein ganzes Leben begleiten. Voraussetzung fiir die Entwicklung neuroprotektiver
Therapien im Kindesalter ist die Kenntnis iiber die Pathophysiologie des neuronalen Zell-
untergangs. In der vorliegenden Arbeit wird untersucht ob die Zytostatika Cyclophosphamid und

Thiotepa eine Neurodegeneration im infantilen Rattengehirn induzieren.

1.1 Maligne Tumorerkrankungen im Kindesalter

Maligne Tumorerkrankungen stellen bei Kindern, nach Unféllen, die zweithdufigste Todes-
ursache dar. Jdhrlich erkranken in Deutschland etwa 2000 Kinder an malignen Neoplasien
[Creutzig, 2005; Kaatsch P, 2002; Tallen, 2003]. Der Erkrankungsgipfel liegt im Séuglingsalter.
Jungen erkranken 1,2-fach haufiger als Méddchen.

Verschiedene Formen der Leukdmie machen ein Drittel der Neuerkrankungen aus. Zu den
weiteren hdufigen Diagnosegruppen zdhlen die Hirntumoren (20%) und Lymphome (12,7%).
Betrachtet man die Einzeldiagnosen so treten am héufigsten die akute lymphoblastische
Leukidmie (ALL, 27,9%), das Neuroblastom (8,6%), das Astrozytom (8,5%), das Nephroblastom
(Wilms Tumor, 6,1%) und das Non-Hodgkin-Lymphom (6,5%) auf [Creutzig, 2005; Gurney, et
al., 1995; Tallen, 2003].

In den ersten fiinf Lebensjahren ist das Risiko, an Krebs zu erkranken etwa doppelt so gro3 wie
im spéteren Kindesalter. Dies weist darauf hin, dass ein groBler Teil von Tumoren im Kindesalter
prénatal gebahnt wird. Diese Tumoren bezeichnet man als embryonale Tumoren. Zu ihnen zéhlt
das Neuroblastom, Nephroblastom, Medulloblastom, Retinoblastom, Rhabdomyosarkom,
Keimzelltumoren und das Hepatoblastom. Bei Jugendlichen hingegen treten eher Knochen-

tumoren und Hodgkin-Lymphome auf.
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Erfreulicherweise haben sich die Behandlungsmoglichkeiten und Uberlebensraten fiir Kinder mit
malignen Tumorerkrankungen in den letzten Jahrzehnten erheblich verbessert [Creutzig, 2005].
Aufgrund ihres Wachstumsverhaltens sind die Tumoren des Kindesalters oft einer kurativen
Therapie zugénglich. Operative Resektion, Radiotherapie und zytostatische Therapie sind

mogliche Therapieoptionen.

Die Entwicklung spezifischer Therapieformen, wie z.B. der Einsatz von Hochdosis-
chemotherapie mit einer anschlieBenden Knochenmarkstransplantation, haben die Uberlebens-
chancen deutlich verbessert [Graham, et al., 1997]. Durch die Anwendung einer hochdosierten
Zytostatikatherapie konnen heute z.B. bei Kindern mit prd-B/T ALL Heilungsraten bis zu 80%
erzielt werden [Henze, 1997; Henze, et al., 1981; Ravindranath, 2003; Rubnitz und Pui, 2003].

Auch bei Hirntumoren, wie dem Medulloblastom, hat die zytostatische Therapie Eingang in
Therapieprotokolle gefunden [MacDonald, et al., 2003; Packer, 1995]. Besonders bei kleinen
Kindern versucht man zunehmend, zur Vermeidung neuropsychologischer Spitfolgen, die
Radiatio durch potente zytostatische Therapien verzichtbar zu machen. Im Hirntumorprotokoll
HIT 2000 erhalten Kinder unter 4 Jahren mit Medulloblastom ohne Metastasen keine
Bestrahlung [Rutkowski, 2003].

Die verbesserten Uberlebensraten haben dazu gefiihrt, dass ein zunehmendes Augenmerk auf die
Spatfolgen der Therapien gelegt wurde. Dabei wurde auch festgestellt, dass Zytostatika zu einer
signifikanten Neurotoxizitét fithren kdnnen [Hussain, et al., 1993; Verstappen, et al., 2003]. Die
am héufigsten vorkommenden neurologischen Komplikationen umfassen akute Bewusstseins-
einschriankungen, zerebrale Krampfanfille, zerebrale Infarkte, Paralysen, Neuropathien,

Leukenzephalopathien und die Ototoxizitidt [Reddy und Witek, 2003].

Auf dem Gebiet der zytostatischen Therapie von Hirntumoren wird zusétzlich an der Ent-
wicklung von Methoden gearbeitet, die eine bessere Penetration der Blut-Hirn-Schranke
ermOglichen [Boaziz, et al., 1991; Inamura, et al., 1994; Jain, 1989; MacDonald, et al., 2003;
Shapiro, et al., 1992]. Hohe Konzentrationen der Zytostatika im ZNS fiihren jedoch auch zu
einer Zunahme neurologischer Nebenwirkungen [Garcia-Tena, et al., 1995; Mizutani, 1995;
Steinberg, et al., 1998]. Bei der intrathekalen Gabe von Zytostatika, wie es im Fall der ALL in
den heutigen Protokollen mit Methotrexat (MTX) gehandhabt wird, kommt es immer wieder zu
neurologischen Komplikation. Hierbei reicht die Variation von Enzephalopathie mit oder ohne
psychotischen Begleitsymptomen, Vigilanzstorungen, Krampfanfillen, Paresen, kortikaler

Blindheit, Tremor, Ataxie, Neuropathien bis zu tddlich verlaufenden Leukenzephalopathien
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[Asato, et al., 1992; Forman, 1990; Highley, et al., 1992; Hook, et al., 1992; Kaplan und
Wiernik, 1982; Yim, et al., 1991]. Bis heute existiert keine kausale Therapie, durch die der

Untergang betroffener Nervenzellen verhindert werden kann.

Im Erhaltungschemotherapie-Arm der Hirntumorstudie HIT 91 trat in 30% der Félle Neuro-
toxizitat und in 35% Ototoxizitit auf. In 61% der Falle kam es aus unterschiedlichen Toxizitéts-

griinden zu Dosismodifikationen oder Auslassung der zytostatischen Therapie.

Langzeitstudien zeigen, dass eine zytostatische Therapie, die Entwicklung kognitiver
Féhigkeiten negativ beeinflusst [Brown, et al., 1999; Robison und Bhatia, 2003]. Noch
schlechtere Ergebnisse fanden sich bei der Kombination von zytostatischer Therapie und
Bestrahlung oder im Rahmen einer Knochenmarkstransplantation [Simms, et al., 2002]. In
prospektiven Studien konnte gezeigt werden, dass bei Kindern unter drei Jahren kognitive
Féhigkeiten und das Sozialverhalten nach einer Knochenmarkstransplantation deutlich
beeintrachtigt waren [Kramer, et al., 1997; Palmer, et al., 2001; Phipps, et al., 2000; Simms, et
al., 2002].

Im Folgenden werden die toxischen Wirkungen der Zytostatika auf das infantile Gehirn in
Hinblick auf die klinischen Auswirkungen und die moglichen zugrunde liegenden Patho-

mechanismen naher betrachtet.

1.2 Die Periode des rapiden Hirnwachstums (Brain growth spurt period)

Bereits 1974 wurde von Dobbing beschrieben, dass das Sdugergehirn in seiner Entwicklung eine
Phase rapiden Wachstums durchlduft. Die Phase wurde von Dobbing ,.brain growth spurt
period genannt. Die Lebensphase, die mit diesem rapiden Hirnwachstum korreliert, findet bei
verschiedenen Spezies zu unterschiedlichen Zeiten statt. Beim Menschen beginnt sie bereits im
sechsten Schwangerschaftsmonat und endet zu Beginn des dritten Lebensjahres. Die Hirn-
wachstumsgeschwindigkeit folgt einem sigmoidalen Kurvenverlauf und ist zum Zeitpunkt der

Geburt am hochsten.

Wichtige Vorginge, wie Migration und Differenzierung von Nervenzellen, Synaptogenese aber
auch physiologischer Zelltod (Apoptose) spielen sich wéhrend der Phase des rapiden Hirn-
wachstums ab. Dementsprechend empfindlich ist das Gehirn gegeniiber dufleren Einwirkungen

[Dobbing, 1974].
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Abbildung 1: Die Periode des rapiden Hirnwachstums ,,Brain growth spurt period* beim
Menschen, beim Affen, beim Schwein und bei der Ratte [Dobbing, 1974]

Um Vorginge zu simulieren, die sich im menschlichen Gehirn wéhrend der Periode des rapiden
Hirnwachstums abspielen, wird die Ratte wihrend der vergleichbaren ontogenetischen Phase als
Tiermodell benutzt. Bei der Ratte beginnt die Phase des rapiden Hirnwachstums postnatal und
umfasst die drei ersten Lebenswochen. Die maximale Hirnwachstumsgeschwindigkeit bei der

Ratte wird zwischen dem sechsten und zehnten Lebenstag beobachtet.

1.3 Pathophysiologie der zentralnervosen Toxizitit der Zytostatika

Die Pathogenese der neuro- und gliotoxischen Wirkung von Zytostatika wurde bisher nur in
wenigen tierexperimentellen Studien untersucht. Bregman et al. haben an Miusen gezeigt, dass
Etoposid und BMY-40481 eine progrediente Ataxie und motorische Ausfille durch eine
Degeneration dorsaler Ganglienzellen induzieren konnen [Bregman, et al., 1994]. Wallace und
Johnson zeigten an Ganglienzellen von Hithnerembryonen, dass Cytosin-Arabinosid auch auf
postmitotische Zellen toxisch wirkt [Bregman, et al., 1994; Wallace und Johnson, 1989]. Sie

fiihrten dies auf eine Hemmung des 2'-Deoxycytidin-abhidngigen DNA- Reparaturmechanismus
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zuriick. Die Dosisabhingigkeit der Neurotoxizitdit von Cyclophosphamid konnte tier-

experimentell demonstriert werden [Fuchs, et al., 1990].

El Badawi et al. beschrieben die histopathologischen Verdnderungen des Kleinhirns von
Meerschweinchen nach niedrig dosierter Methotrexatgabe [el-Badawi, et al., 1990]. Es fanden
sich bei allen Tieren, die Methotrexat erhalten hatten, degenerierende Purkinje Zellen sowie eine
Proliferation der Astrozyten und ein perivaskulidres Odem. Fiir die Methotrexat- Toxizitit
wurden als mogliche Mechanismen Folat-Reduktionen im ZNS- Gewebe, relative Cystein-
Erhohungen mit vermehrt anfallenden exzitatorischen Aminoséuren sowie Verdnderungen des

Biopterin- und Adenosin- Stoffwechsels erwogen [Whitehead, et al., 1992].

W. Rzeski et al. setzte Neuronen- und Glialezellkulturen Cisplatin, Cyclophosphamid,
Methotrexat, Vinblastin und Thiotepa aus. Es konnte ein dosisabhéngiger Zelluntergang, haupt-
sachlich in der Neuronenzellkultur, gezeigt werden. Die in vitro Neurotoxizitét, nicht jedoch die
Gliotoxizitdt, konnte signifikant durch Glutamat in einer nicht toxischen Konzentration
potenziert werden. Der N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) Antagonist MK 801, der a-Amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsdure (AMPA) Antagonist GYKI 52466 und der Caspase-3
Inhibitor Ac-DEVD-CHO verminderten die Neurotoxizitit von Cisplatin, Cyclophosphamid,
Methotrexat, Vinblastin und Thiotepa [Rzeski, et al., 1998; Rzeski, et al., 2004].

Die Erforschung der Pathophysiologie der neuro- und gliotoxischen Wirkung der Zytostatika
stellt angesichts der neuen Entwicklungen auf dem Gebiet der Hochdosischemotherapie ein
wichtiges Ziel dar. Sie kann potentiell zur Entwicklung gezielter neuro- und glioprotektiver

Therapien fiihren, welche additiv eingesetzt werden konnen, um das Nervensystem zu schiitzen.

In vielen akuten und chronischen neurologischen Schiddigungsmustern, wie z.B. Ischdmie,
Trauma, Status epilepticus und Neurodegeneration im Rahmen mitochondrialer Dysfunktionen
fiihren toxische Stimuli liber zwei bereits gut beschriebene Mechanismen zum neuronalen
Zelltod [Bossy-Wetzel, et al., 2003; Lipton und Rosenberg, 1994; Murphy, et al., 1999; Olney,
2003].

1.4 Exzitotoxizitit

Die Exzitotoxizitit ist eine passive Form des neuronalen Zelltods. Unter pathologischen
Bedingungen kann eine Ubererregung von Rezeptoren exzitatorischer Aminosiduren (EAA) den
neuronalen Zelltod verursachen [Lipton und Rosenberg, 1994; Murphy, et al., 1999]. Die drei
Subtypen der EAA- Rezeptoren, N-Methyl-D-Aspartat (NMDA), o-Amino-3-hydroxy-5-



1 Einleitung

methylisoxazol-4-propionsdure (AMPA) und Kainat Rezeptoren, sind an einen lonenkanal
gekoppelt und werden deshalb als ionotrope Rezeptoren bezeichnet. Es konnte nachgewiesen
werden, das die Ubererregung ionotroper Glutamatrezeptoren in vitro und in vivo zum
exzitotoxischen neuronalen Zelltod fiihrt [Lipton und Rosenberg, 1994; Olney, 2003; Rothman
und Olney, 1995].

Ishimaru und Mitarbeiter beschrieben die lichtmikroskopisch erkennbaren und die ultra-
strukturellen Verdnderungen im Gehirn von Nagetieren und Primaten nach der subkutanen

Applikation von Natriumglutamat [Ishimaru, et al., 1999].

Makroskopisch nehmen die betroffenen Hirnareale ein spongiformes Aussehen an. Die Neurone
schwellen an, das Chromatin verklumpt und der Kern schrumpft zusammen (Kernpyknose).
Elektronenmikroskopisch werden die ersten Verdnderungen an den Dendriten sichtbar, die in
erheblichem Mafle dilatieren, wihrend die Axone unverdndert bleiben. Die zytoplasmatischen
Organellen verdndern sich ebenfalls, das endoplasmatische Retikulum vakuolisiert und zerfallt.

Die Mitochondrien schrumpfen zunédchst, um dann 6dematds anzuschwellen.

Die Kernbestandteile zeigen erst Verdnderungen, wenn die iibrigen Organellen bereits verdndert
sind. Das Chromatin verklumpt und wandert zur Kernmembran. Anschliefend verschmilzt es zu
einer einzigen elektronendichten Masse. Zum Schluss werden die Zellen von benachbarten

Phagozyten aufgenommen und abgebaut.

Die Exzitotoxizitdt ist an zahlreichen akuten und chronischen neurologischen Krankheitsbildern
beteiligt. Rothman und Mitarbeiter konnten als erste zeigen, dass anoxische Zellkulturen aus
dem Hippocampus exzitatorische Neurotransmitter freisetzen [Rothman, 1984]. Direkt gemessen
werden konnte der extrazelluldre Glutamatanstieg in in vivo Mikrodialyse- Experimenten. Dies
war in Modellen der globalen Ischdmie [Benveniste, et al., 1984; Globus, et al., 1988], Modellen
der fokalen Ischdmie [Miyashita, et al., 1994; Uchiyama-Tsuyuki, et al., 1994] und Modellen der

perinatalen Asphyxie/Ischiamie [Silverstein, et al., 1986] mdglich.

An kortikalen Nervenzellkulturen konnten Tecoma und Mitarbeiter nachweisen, dass durch ein
Trauma, iiber die Aktivierung von NMDA Rezeptoren eine Kaskade in Gang gesetzt wird, die
weit iiber die Dauer des eigentlichen Ereignisses hinaus Neuronen schiddigt [Tecoma, et al.,
1989]. Mit Hilfe von Mikrodialyseuntersuchungen an Patienten mit schwerem Schidel-Hirn-
Trauma konnte ein Anstieg der Konzentration exzitatorischer Aminosduren im extrazelluldren

Raum nachgewiesen werden [Persson und Hillered, 1992].

10
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1.5 Apoptose

Das Phanomen der Apoptose ist seit mehr als hundert Jahren bekannt (Vogt 1842; [Lawen, 2003;
Vaux und Korsmeyer, 1999]. Der Begriff der Apoptose wurde 1972 von Kerr gepragt und als
aktive Form des Zelltodes neben der Nekrose definiert [Kerr, et al., 1972]. Seit den 1970 er
Jahren werden die Ausldser und die genetische Regulation der Apoptose systematisch untersucht
[Hengartner, 2000; Kerr, et al, 1972]. Als Modellorganismus diente der Nematode
Caenorrhabditis elegans. Im Folgenden werden die fiir die vorliegende Arbeit relevanten

Aspekte herausgegriffen.

1.5.1 Morphologische Kennzeichen der Apoptose

Die Apoptose stellt bei mehrzelligen Organismen eine aktive Form des Zelltodes dar, die in
biologischen Prozessen der embryonalen Entwicklung, der Zell- und Organdifferenzierung und
der Karzinogenese eine wichtige Rolle spielt. In den letzten Jahren konnte durch mehrere
Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass Traumata, Ischdmien, prolongierte Krampfanfélle oder eine
Bestrahlung Apoptose im Gehirn induzieren [Borovitskaya, et al., 1996; Choi, 1996; Colicos und
Dash, 1996; Crowe, et al., 1997; Ikonomidou, et al., 1999; Liu, et al., 1997; Thompson, 1995].

Die molekularen Mechanismen, die zur Apoptose von Nerven- und Gliazellen fiihren, sowie die
Entwicklung antiapoptotisch wirksamer Medikamente sind Gegenstand intensiver Forschung.
Als gesichert gilt, dass verschiedene &duflere Faktoren, sowohl physikalischer als auch chemischer
Natur, rezeptorvermittelt eine de novo Proteinsynthese induzieren konnen, die dann den Tod der
Zelle in Gang setzen. Morphologische Kriterien derartig untergehender Zellen sind priméire
DNA- Fragmentation in ca. 180 bp- Abschnitte, die Kondensation von Nukleus und Zytoplasma
mit der Bildung apoptotischer Korperchen und die Phagozytose der Zellreste ohne
inflammatorische Reaktion [Steller, 1995].

An Hand dieser morphologischen Kriterien kann man die Apoptose von der Nekrose abgrenzen.
Die von Ishimaru und Mitarbeitern [Ishimaru, et al., 1999] beschriebenen Verdnderungen
werden als Referenzstandard benutzt, um neuropathologische Verdnderungen als apoptotisch

einzuordnen.

1.5.2  Die genetische Regulation der Apoptose

Die apoptotische Zelltodkaskade wird von einem intra- oder einem extrazelluldren Triggerfaktor

in Gang gesetzt, dementsprechend spricht man vom extrinsischen oder intrinsischen Weg.
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Die Rezeptoren, die den extrinsischen Weg triggern sind in der Plasmamembran der Zelle
verankert und werden durch extrazelluldre Liganden aktiviert. Als typische initiale Signale sind
die Bindung des Tumor Nekrose-Faktors (TNF) an den p55-TNF-Rezeptor (oder CD120a) bzw.
die Bindung des Proteins FAS/Apol an den FAS/Apol- (oder CD95) Rezeptor nachgewiesen
worden [Barinaga, 1996; Wallach, 1997]. Die Schliisselenzyme, die die Apoptose induzieren und
ausfiihren sind die Caspasen, aus der Gruppe der Cystein-Proteasen [Wallach, 1997]. Die zyto-
toxische Wirkung vieler Zytostatika beruht ebenfalls auf ihrer Fahigkeit das System der
Caspasen zu aktivieren [Kim, et al., 2002; Solary, et al., 2000]. Es konnte gezeigt werden, dass
Zytostatika eine Hoch-Regulation von FasL induzieren. Im Folgenden kommt es zu einer
Interaktion von FasL und Fas auf der Oberfliche von Tumorzellen [Friesen, et al., 1996; Fulda,
et al., 2000; Muller, et al., 1998].

Der intrinsische- oder auch mitochondriale Weg wird durch eine Reihe extra- oder intrazelluldrer
Zellstressfaktoren, einschlieBlich dem oxidativen Stress und der Behandlung mit zytotoxischen
Stoffen in Gang gesetzt. Es kommt zu einer Freisetzung von Cytochrom-c aus der inneren
Mitochondrienmembran in das Zytosol, wo es an den Apoptotic Protease Activating Factor-1
(Apafl oder CED-4) gebunden wird [Bossy-Wetzel, et al., 2003; Murphy, et al., 1999]. Die
Bindung von Cytochrom-c an Apaf-1 triggert die Bildung des Apoptosom welches wiederum die
Aktivierung der Caspasen zu Folge hat. Im Anschluss kann eine Effektorcaspase aktiviert
werden, welche die notigen zelluldren Substrate spaltet die zum Ausfithren der Apoptose notig
sind. Diese molekularen Mechanismen konnten auch unter dem Einfluss von Zytostatika
beobachtet werden [Hu, et al., 1999; Li, et al., 1997].

Andere frithe intrazelluldre Signale des programmierten Zelltodes bestehen in der vermehrten
Expression des Tumor-Suppressor-Gens p53, des Proto-Onkogens c-myc und der Trans-
kriptionsfaktoren c-jun und c-fos [Bossy-Wetzel, et al., 1997; Williams und Smith, 1993].

Nach erfolgtem Signal zur Initiierung des programmierten Zelltodes folgt in der Kaskade eine
Phase der Kontrolle und moglichen Modifikation, die intrazelluldr stattfindet [Golstein, 1997].
Diese spédtere Phase ist vor allem durch die Aktivierung der Caspasen und deren Beeinflussung
durch die Proteine der Bcl-2Gruppe charakterisiert [Kroemer, 1997].

Als apoptosefordernd lieBen sich unter anderem folgende Gene und Proteine nachweisen: Bax,
Bad, Bak, Bcl-Xshort und die Cystein-Proteasen ICE oder Caspase 1, CPP32 oder Caspase 3
sowie CED-4 des Nematoden C. elegans. Als antiapoptotisch erwiesen sich Bcl-2 und das

alternative splicing-Produkt des Gens Bcl-x, Bcl-Xlong [Golstein, 1997].
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1.6 Die Zytostatika Cyclophosphamid und Thiotepa

Cyclophosphamid und Thiotepa sind Zytostatika aus der Gruppe der alkylierenden
Verbindungen. Die alkylierenden Verbindungen waren die ersten nicht hormonellen Zytostatika,
die erfolgreich in der Krebstherapie eingesetzt wurden [Colvin, 1999]. Die Substanzen sind in
der Lage mit vielen Zellbestandteilen und in jedem Stadium des Zellzyklus chemisch zu
reagieren. Die einzelnen Substanzen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Aktivitit im

Tumorgewebe und ihrer Toxizitdt im gesunden Gewebe.

1.6.1 Cyclophosphamid
Cyclophosphamid wurde 1958 als Tumortherapeutikum eingefiihrt und gehdrt auch heute noch

zu den wichtigsten Alkylantien [Aktories, et al., 2005]. Es besitzt den hochsten therapeutischen
Index und das breiteste Tumorspektrum. Als Zytostatikum ist es ein fester Bestandteil in der
Therapie von Lymphomen, insbesondere dem Non-Hodgkin Lymphom, Leukdmien und solider
Tumoren, wie zum Beispiel dem Medulloblastom im Kindesalter und dem Mammakarzinom im
Erwachsenenalter. Als  Hochdosistherapie wird es in Kombination mit einer
Ganzkorperbestrahlung in  der Knochenmarkstransplantation eingesetzt. Eine weitere
Anwendung findet Cyclophosphamid in der immunsuppressiven Therapie verschiedener
autoimmunologischer Erkrankungen [Aktories, et al., 2005; Perry, 2001].

Die Muttersubstanz ist inaktiv und wird in der Leber durch Hydroxylierung (Cytochrom P- 450-
Enzyme) aktiviert bevor sie in eine zytotoxische Form metabolisiert werden kann. Der
zytotoxische Wirkmechanismus besteht aus Vernetzungen zwischen DNA Stréngen.
Cyclophosphamid kann oral, intramuskuldr (i.m.) und intravends (i.v.) appliziert werden. Es
passiert nicht die Blut-Hirn-Schranke. Seine Plasmahalbwertszeit betrdgt 6,5 h bei einer
intravendsen Gabe von 6-80 mg. Nur 10-15% der zirkulierenden Muttersubstanz ist protein-
gebunden, dagegen 50% der alkylierten Metaboliten. Die Ausscheidung von Cyclophosphamid
erfolgt hauptsédchlich iiber die Nieren. Die haufigsten bekannten Nebenwirkungen bestehen in
der Suppression des Knochenmarkes, Ubelkeit, Alopezie und hidmorrhagischer Zystitis.
Aufgrund seiner Metabolisierung in der Leber kann es zu verschiedenen Interaktionen mit
anderen Substanzen kommen.

Ublich sind intravenése Gaben von 3-6 mg/kg/d oder 120-240 mg/m?/d in der Therapie von

Lymphomen, Myelomen und der chronischen Immunsuppression.
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1.6.2  Thiotepa
Thiotepa wurde aufgrund seiner Ahnlichkeit zu den Ethylenimonium-lonen als Zytostatikum

entwickelt, die von den ,Nitrogen Mustards“ produziert werden. Es hat eine geringere
Wirksamkeit als die ,Nitrogen Mustards®, trotzdem wird ein dhnlicher Wirkmechanismus
angenommen. Thiotepa wird ebenfalls in der Lymphomtherapie als auch bei Ovarial- und
Mammakarzinomen eingesetzt [Perry, 2001].

Die Halbwertszeit nach i.v. Gabe liegt unter 2 h. 60-80% werden {iber die Nieren ausgeschieden.
Die hiufigsten bekannten Nebenwirkungen sind Knochenmarksdepression und Ubelkeit. Im
Rahmen einer Hochdosischemotherapie mit anschlieBender Knochenmarkstransplantation kann
es zu schweren neurologischen Nebenwirkungen kommen. Diese konnen von Somnolenz iiber
Krampfanfille bis hin zum Koma reichen. Die intrathekale Gabe von Thiotepa (10 mg/m?) kann
beim Menschen schwere Radikulomyelopathien induzieren [Keime-Guibert, et al., 1998].

Ubliche intravendse Dosierungen sind 0,2 mg/kg/d oder 12-16mg/m*/d.

1.7 Formulierung der zentralen Fragestellung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit wird untersucht ob die Zytostatika Cyclophosphamid und Thiotepa
eine Neurodegeneration im infantilen Rattengehirn induzieren. Dabei soll die Rolle der
Exzitotoxizitdt und der Apoptose ermittelt werden. Ziel soll das Verstindnis iiber die Patho-
genese der Neurotoxizitdt im juvenilen ZNS nach zytostatischer Therapie sein. Ferner soll die
Arbeit Grundlagen fiir die Entwicklung neuroprotektiver Therapiekonzepte, bei Kindern die

einer zytostatischen Therapie unterzogen werden, schaffen.

Die in der vorliegenden Arbeit aufgeworfenen Fragestellungen beriihren den histologisch
nachweisbaren Zelluntergang nach Zytostatika-Applikation im infantilen Rattengehirn. Hierzu
werden histologische und morphometrische Untersuchungsmethoden verwendet. Dosis-
Wirkungsbeziehungen werden beschrieben, so wie Zeitverlauf der Schidigung, die

Altersabhéngigkeit und die Verteilung auf 14 ausgewéhlte Hirnregionen.
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2. Material und Methoden

2.1 Tierversuche: Tiere, Injektionen, ethische Richtlinien

Han Wistar-Ratten im Alter von 7, 14, 21 und 28 Tagen wurden fiir die Versuche benutzt.
Geliefert wurden die Tiere vom Bundesinstitut fiir gesundheitlichen Verbraucherschutz und
Veterindrmedizin (BGVV). Die Versuche wurden in Ubereinstimmung mit den Richtlinien von
Tierversuchen der Society for Neuroscience durchgefiihrt [Society of Neuroscience, Polycy of
Ethics]. Die Tiere wurden in gut beliifteten Kéifigen gehalten und mit artgerechter Nahrung und
Wasser ad libitum versorgt. Bis zum Zeitpunkt der Perfusion, blieben die juvenilen Ratten bei
ihren Muttertieren. Alle Tierversuche wurden vom Landesamt fiir technische Sicherheit und

Arbeitsschutz Berlin iiberpriift und genehmigt.

Den Tieren wurde im Alter von 7, 14, 21 und 28 Tagen die zu testenden Medikamente oder
isotone Kochsalzlosung intraperitoneal (i.p.) injiziert. Das Injektionsvolumen betrug 10 ml/kg
Korpergewicht. Die Tiere wurden nach einer Beobachtungszeit ihren Miittern zuriickgegeben,
um fiir sie den Stress so gering wie mdglich zu halten und einer moglichen Hypothermie
vorzubeugen. Um Verzerrungen durch Mangelerndhrung zu vermeiden, wurden die Wurfgrofen
zwischen zehn und flinfzehn Wurfgeschwistern gehalten. Sowohl die Tiere, die mit
Kochsalzlosung behandelt wurden, als auch die Tiere, welche Cyclophosphamid und Thiotepa
erhielten, waren Wurfgeschwister, und wurden gemeinsam unter den gleichen Bedingungen
gehalten. Tieren der Kontrollgruppe wurde isotone Kochsalzlosung (Natriumchlorid per

injectionem, Braun Ingelheim, Deutschland) intraperitoneal injiziert.

2.2 Perfusion, Einbettung, Schnitt

24 Stunden nach der Injektion wurden die Versuchstiere mit einer Uberdosis Chloralhydrat
(Braun, Ingelheim, Deutschland) getotet. AnschlieBend wurde das Herz und die Aorta ascendens
frei prépariert. Nach einem breitem Einschnitt des rechten Vorhofes und einem Einschnitt der
linken Herzkammer an der Kammerspitze, wurde sofort aber sehr behutsam die Perfusionskaniile
in die Aorta vorgeschoben und das Tier dariiber perfundiert.

Die Perfusionslosung bestand aus 4%igem Paraformaldehyd (Merck-Suchard, Hohenbrunn,

Deutschland), gelost in Phosphatpuffer (Sigma, St. Louis, USA, pH-Wert=7,4).
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Nach vollendeter Perfusion wurden die Gehirne in toto behutsam aus dem Schadel préapariert und
bis zur Féirbung in 4%iger Paraformaldehydlosung nachfixiert. AnschlieBend wurden die

Gehirne in reiner Phosphatpufferlosung gelagert.

Im nichsten Arbeitsschritt wurden die Gehirne in Agar (Sigma, St. Louis, USA) eingebettet und
am Rotationsvibratom (Typ OTS 3000, Electron Microscopy Sciences, USA) in 70um diinne

coronare Serienscheiben geschnitten.

Etwa jeder 7. Schnitt wurde zur Silberfarbung ausgewéhlt und zur Nachfixierung in 4%iger
Paraformaldehydlosung eingelegt. AnschlieBend wurden die Schnitte nach dem De Olmos

Protokoll geférbt (siehe 2.3).
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die durchgefiihrten Experimente, die verwendeten Dosierungen und

Substanzen
Substanz Cyclophosphamid Cyclophosphamid Cyclophosphamid Cyclophosphamid
ICN, Irvine, CA ICN, Irvine, CA ICN, Irvine, CA ICN, Irvine, CA
Dosierung 200mg/kg 200mg/kg 300mg/kg 400mg/kg
einmalig einmalig einmalig einmalig
Alter 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage
Uberlebenszeit 24 Stunden 24 Stunden 24 Stunden 24 Stunden
Firbung De Olmos De Olmos De Olmos De Olmos
Tierzahl/Gruppe 5 3 5 4
Substanz Cyclophosphamid Cyclophosphamid Cyclophosphamid Cyclophosphamid
ICN, Irvine, CA ICN, Irvine, CA ICN, Irvine, CA ICN, Irvine, CA
Dosierung 400mg/kg 400mg/kg 600mg/kg 600mg/kg
einmalig einmalig einmalig einmalig
Alter 7 Tage 7 Tage 7 Tage 14 Tage
Uberlebenszeit 4, 24 Stunden 24 Stunden 24 Stunden 24 Stunden
Firbung De Olmos De Olmos De Olmos
Elektronenmikroskopie | Elektronenmikroskopie | Elektronenmikroskopie
Tierzahl/Gruppe 6 7 4 6
Substanz Cyclophosphamid Cyclophosphamid Cyclophosphamid Cyclophosphamid
ICN, Irvine, CA ICN, Irvine, CA ICN, Irvine, CA ICN, Irvine, CA
Dosierung 600mg/kg 600mg/kg 600mg/kg 600mg/kg
einmalig einmalig einmalig einmalig
Alter 21 Tage 28 Tage 7 Tage 7 Tage
Uberlebenszeit 24 Stunden 24 Stunden 24 Stunden 24 Stunden
Firbung De Olmos De Olmos Immunhistochemie Immunhistochemie
Caspase 3 FAS
Tierzahl/Gruppe 6 6 6 6
Substanz Thiotepa Thiotepa Thiotepa
Lederle Miinster, Lederle Miinster, Lederle Miinster,
Deutschland Deutschland Deutschland
Dosierung 15 mg/kg 30 mg/kg 45 mg/kg
Alter 7 Tage 7 Tage 7 Tage
Uberlebenszeit 24 Stunden 24 Stunden 24 Stunden
Firbung De Olmos De Olmos De Olmos
Tierzahl/Gruppe 4 3 4
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2.3 De Olmos Kupfersilberfirbung

Die De Olmos Kupfersilberfarbung kann zur Darstellung von degenerierten Zellen und Axonen
benutzt werden, die entweder durch Apoptose oder andere Mechanismen zu Grunde gehen. Die
degenerierten Zellen farben sich dunkelbraun bis schwarz an und heben sich deutlich vom
goldgelben Hintergrund ab [DeOlmos und Ingram, 1971]. Dies beruht auf einer Reaktion des
Axoplasmas der degenerierten Neurone mit dem Silbersalz, welches aufgrund der durchléssig
gewordenen Zellmembran in die Zellen eindringen kann. Die Farbung ist kostengiinstig, leicht
durchfithrbar und eignet sich besonders gut fiir Screeninguntersuchungen und, wie in diesem

Fall, fiir Experimente, bei denen es auf grofle Fallzahlen ankommt.

Die De Olmos Kupfersilberfarbung sagt nichts liber den Pathomechanismus aus, der zur
neuronalen Degeneration gefiihrt hat. Sie zeigt lediglich, dass Zellen zu Grunde gegangen sind.
In dieser Arbeit wurde sie zur Ubersichtsfarbung verwendet, um die Ausbreitung und

numerische Dichte von degenerierten Zellen sichtbar zu machen.

Im ersten Arbeitsschritt wurden die Schnitte in einer Kupfer-Silber-Losung fiir 48-72 Stunden im

Dunkeln inkubiert. Die verwendete Losung setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:

1,5 g Silbernitrat, 3 ml 0,5%ige Kupfernitratlosung, 15 ml 0,1% Allantoinlésung, 9 ml
Boratpuffer, 17 ml Ethanol absolut und 9 ml Pyridin.

AnschlieBend wurden die Schnitte mit reinem Aceton gewaschen und im néachsten Arbeitsschritt
fiir 35 Minuten in einer Silber-Diamin Lésung inkubiert. Die Losung bestand aus folgenden

Komponenten:
24¢ Silbernitrat, 120 ml zweifach destilliertes Wasser, 60 ml 0,4%ige Natronlauge und 30 ml

Ammoniak.

Zur Reduktion wurden die Schnitte unter Agitation in eine ethanolische Losung aus

Formaldehyd und Zitronenséure {iberfiihrt. Die genaue Zusammensetzung war:

135 ml zweifach destilliertes Wasser, 15 ml Ethanol (100%, 180 ul 37%ige Formaldehydlésung

und 10,5 mg Zitronenséure.

Im Anschluss wurden die Schnitte einzeln mit 0,3%iger Kaliumferrizyanidlosung gebleicht.
Nach zweimaligem Waschen mit zweifach destilliertem Wasser wurden die Schnitte iiber eine
Minute in 0,1%iger Natriumthiosulfatlosung gegeben um das Férbeergebnis zu stabilisieren.
Nach Dehydration in einer absteigenden Alkoholreihe wurden die Prdparate mit Hilfe von

Paramount-Medium auf Objekttriger aufgebracht und mit Deckglisern versehen.
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24 Morphometrie

Im infantilen Rattengehirn konnen wéhrend der physiologischen Entwicklung apoptotische
Vorginge beobachtet werden. Deshalb ist eine genaue Quantifizierung des Ausmales der

Degeneration bei mit Cyclophosphamid, Thiotepa und Plazebo behandelten Tieren notwendig.

Fiir diese Untersuchung wurde die stereologische Dissektionsmethode eingesetzt (unibased
stereological dissector method) [Cruz_Orive und Weibel, 1990]. Thr liegt die Aufspaltung des
groflen, ,,unzdhlbaren“ Gewebeblocks, in kleine, ,,zdhlbare* Untereinheiten (Fractionation)
zugrunde. Die Fragmente werden zufdllig ausgewihlt und mit Hilfe eines fixen Zdhlrahmens
ausgezihlt. Der Zdhlrahmen gibt die Ausdehnung in einer Ebene vor. Die dritte Dimension, die
zur Beurteilung eines dreidimensionalen Objektes notwendig ist, wird durch die Dicke des
Schnittes bestimmt. Das Ergebnis der ausgezdhlten Untereinheit wird mit der Gesamtzahl aller
Untereinheiten multipliziert. Das Endresultat stellt die Zellzahl in einem bestimmten

Gewebevolumen dar.

Der Zusatz ,,stereological dissector* steht fiir die Moglichkeit mit dem Mikroskop, den Schnitt in

verschiedenen Ebenen zu fokussieren.

Folgende Fehlerquellen dieser Methode miissen in Betracht gezogen werden: extrem
inhomogene Verteilung der zu zdhlenden Objekte, Schwellung oder Schrumpfung des Gesamt-

volumens. In diesen Féllen wurde ein 0,05 x 0,05 mm groBer Zahlrahmen verwendet.

Die Schnitthohe betrug 0,07 mm. Acht bis zehn Felder wurden innerhalb einer Hirnregion

zufillig ausgewéhlt und ausgezihlt.

Die numerische Dichte normaler Neurone wurde an nach Nissl gefdrbten Schnitten ermittelt
(Methylenblau, Azur II). Das Ausmal} der Apoptose wird als Verhéltnis der Anzahl degenerierter
Zellen zur Gesamtzahl dargestellt und als Prozentwert ausgedriickt (Mittelwert +/-
Standardfehler SEM). Die Dichte der degenerierten Zellen wurde fiir die einzeln ausgezéhlten
Regionen festgehalten. In einem weiteren Schritt wurden die einzelnen Zelldichtewerte zu einem
Gesamtscore summiert. Somit konnten Tiere aus Kontroll- und Versuchsgruppe an Hand eines

einzelnen Wertes verglichen werden.

Folgende 14 Regionen wurden im Einzelnen ausgezahlt:

» Hippocampus (CA 1)
» Gyrus dentatus

» Nucleus caudatus
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laterodorsaler, mediodorsaler und ventraler Thalamus
frontaler Cortex (Lamina 2 und 4)
Gyrus cinguli (Lamina 2 und 4)

parietaler Cortex (Lamina 2 und 4)

vV V V V V¥V

retrosplenialer Cortex (Lamina 2 und 4)

2.5 Statistische Auswertung

Die nach De Olmos gefirbten Pridparate wurden verblindet ausgezdhlt und von erfahrenen
Untersuchern kontrolliert. Das Ergebnis wurde als numerische Neuronendichte angegeben und
entspricht degenerierten Neuronen pro Kubikmillimeter. Insgesamt wurden 14 verschiedene
Hirnregionen ausgewertet. Die Ergebnisse der Einzelzdhlungen jeder Region wurden gemittelt.
Die Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen wurden mit Hilfe des Student’s
t-Test auf ihre Signifikanz hin iiberpriift. Die Untersuchungen zur Alters -und Dosisabhéngigkeit
der von Cyclophosphamid und Thiotepa verursachten Schiden wurde mit Hilfe der ermittelten

Gesamtscores und der Varianzanalyse (ANOVA) iiberpriift.

2.6 TUNEL-Firbung

Wihrend des apoptotischen Zelluntergangs kommt es zur Aufspaltung der nukledren DNA durch
Endonukleasen in Fragmente von ca. 180 Basenpaaren Lange. Mit der TUNEL-Férbung lassen
sich diese DNA-Fragmente nachweisen [Gavrieli, et al., 1992]. Das Enzym Terminaldesoxy-
nucleotidyltransferase reagiert ausschlielich mit dem 3’-OH Ende der DNA und fiigt an diese
biotinylierte Polydesoxyuridylnukleotide an. Diese Biotinenden reagieren nun ihrerseits mit
Avidin, das an eine Peroxidase gekoppelt ist. Diese Peroxidase katalysiert die Farbreaktion, die
im histologischen Priparat sichtbar wird. Eine apoptotische Zelle ist mit der TUNEL-Methode

fiir ca. ein bis drei Stunden nachweisbar.

Sieben Tage alte Tiere erhielten Natriumchlorid oder Cyclophosphamid intraperitoneal in einer
Dosierung von 600 mg/kg Korpergewicht. Nach 24 Stunden wurden die Tiere mit einer Uber-
dosierung Chloralhydrat getotet. Die Perfusion zur Vorbereitung der TUNEL —Férbung wurde
wie bereits in Abschnitt 2.3 beschrieben durchgefiihrt. Die Gehirne fiir diese Farbung wurden in
Paraffin eingebettet und am Vibratom (Microm, Waldorf, Deutschland) in einer Dicke von 10
um geschnitten und auf Objekttriger aufgebracht. Acht Schnitte und zwei Kontrollen wurden
aus den Bereichen des Frontal —und Parietalhirns in denen in der Ubersichtsfirbung

Zelluntergang gesehen wurde, ausgewdhlt und gefarbt. Die Farbung der Gehirne wurde mit Hilfe
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eines kommerziellen Kits (Apoptag, ONCOR Appligene, Heidelberg) durchgefiihrt und mit
Methylgriin gegengefirbt. Das Ergebnis zeigte dunkelbraune Zellkerne in den Zellen, in denen
es zur DNA-Fragmentierung gekommen war. Das Zytoplasma intakter Zellen farbte sich mit

Methylgriin an.

2.7 Immunhistochemie fiir aktivierte Caspase 3 und den Fas Rezeptor

Wie in der unter 2.6 beschriebenen TUNEL- Féarbung wurden auch fiir diese Fiarbung die Tiere
vorbehandelt, die Gehirne in Paraffin eingebettet und am Mikrotom HM 360 (Microm, Waldorf,
Deutschland) in 5 um dicke Schnitte geschnitten und auf mit 3- aminopropyltrietoxylane (Sigma,
Deisenhofen, Germany) beschichtete Objekttriger aufgebracht. Die Schnitte wurden in 10 mM
Zitratpuffer, pH 6,5 bei 750 W erhitzt. Die endogene Peroxidase Aktivitdt wurde mit 0,6% v/v
Hydrogenperoxid fiir 15 min geblockt und im Anschluss mit Ziegenserum fiir 20 min inkubiert
und iiber Nacht bei 4°C mit einem monoklonalen anti-Fas Antikorper (produziert in der Maus)
(1:200, Transduction Laboratories, BD Biosciences, Heidelberg, Germany, 1:250) oder einem
monoklonalen caspase 3 Antikdrper (produziert im Kaninchen) (1:100, Cell Signaling, New
England Biolabs GmbH, Frankfurt, Germany) inkubiert. Eine zweite Inkubation erfolgte mit
Hase Anti-Maus IgG und Ziege Anti-Hase. Die Kontrollen wurden mit den passenden
Blockierungspeptiden nach Herstelleranweisungen behandelt. Nach der Detektion mit dem ABC
Kit (Vector Laboratories, Peterborough, UK) wurden positive Zellen mit Diaminobenzidine
(DAB, Sigma, Deisenhofen, Germany) sichtbar gemacht und mit Hematoxylin-Eosin leicht

gegen gefarbt.

2.8 Elektronenmikroskopie

Die TUNEL-Methode alleine erlaubt keine definitive Aussage iiber die Art des Zelltodes, da
auch im Rahmen von Nekrosen und Autolyse freie DNA-Enden vorkommen, die TUNEL-
positiv reagieren [Charriaut Marlangue und Ben Ari, 1995; Grasl Kraupp, et al., 1995].
Deshalb muss sie durch ultrastrukturelle Untersuchungen, in diesem Fall mit der Transmissions-
elektronenmikroskopie, erginzt werden. Die Tierversuche wurden wie unter 2.1 durchgefiihrt.
Perfundiert wie unter 2.2 beschrieben mit der Ausnahme, dass die Perfusionslosung aus 1,5%iger
Glutaraldehydldsung in 0,1 M Pyrophosphatpuffer bestand. Die Gehirne wurden anschlieBend in
I mm diinne Scheiben geschnitten, die Regionen in 1 x 3 mm groBe Rechtecke weiter
eingegrenzt, in Osmium-Tetroxid fixiert und mit Alkohol dehydriert. Nach der Behandlung mit

Toluen erfolgte die Einbettung in Epoxidharz. Am Ultramikrotom wurden 60-70 nm diinne
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Schnitte angefertigt. Die Ultradiinnschnitte wurden mit Uranylacetat und Bleizitrat gefarbt und

mittels Transmissionselektronenmikroskopie untersucht.
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3.  Ergebnisse

3.1 Die Zytostatika Cyclophosphamid und Thiotepa rufen einen Zelluntergang im
infantilen Rattengehirn hervor

Vierundzwanzig Stunden nach der intraperitonealen Applikation von Cyclophosphamid (200-
600 mg/kg) oder Thiotepa (15-45 mg/kg) fanden sich in den mit Silber und TUNEL gefarbten
Hirnschnitten ausgepréigte degenerative Verdnderungen im parietalen, cinguldren und retro-
splenialen Kortex, dem Gyrus dentatus und in geringerer Ausprigung in den thalamischen
Kerngebieten und dem Nucleus caudatus (Abb. 2, 3, 4). Die Auspriagung der Schidigung nach
der Applikation von Cyclophosphamid oder Thiotepa zeigte eine Dosisabhingigkeit.

Fiir die mit Thiotepa (45 mg/kg KG zum Zeitpunkt 24 Stunden) behandelten Tiere fand sich ein
dhnliches Bild (Abb. 5) und ebenfalls eine Dosisabhidngigkeit beziiglich der Ausprigung der
Gehirnschidigung.

Abbildung 2: Detailaufnahme aus den Laminae II und IV des Cortex parietalis acht Tage
alter Ratten 24 Stunden nach Behandlung mit Placebo (A) oder Cyclophosphamid 600 mg/kg
KG (B): Placebo (Natriumchlorid) oder Cyclophosphamid 600 mg/kg KG (zum Zeitpunkt 0)
wurden Ratten am siebten Lebenstag intraperitoneal injiziert. Die Tiere wurden am achten
Lebenstag getotet und perfundiert. Die histologischen Schnitte wurden nach De Olmos gefarbt.
Die dunkel angefirbten Punkte zeigen degenerierte Zellen. In den mit Placebo behandelten
Tieren ist die Zahl degenerierter Zellen im parietalen Cortex sehr gering und zum Teil fast gar
nicht nachweisbar. Das Gehirn der mit Cyclophosphamid behandelten Ratten (B) zeigt dagegen
deutlich mehr dunkle (degenerierte) Zellen in der Lamina II des parietalen Cortex. Vergleich
zum gleichaltrigen, mit Natriumchlorid behandelten Tier (A). Vergroferungsfaktor x 100.
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Abbildung 3: Detailaufnahme aus dem Gyrus dentatus acht Tage alter Ratten 24 Stunden
nach Behandlung mit Placebo (A) oder Cyclophosphamid 600 mg/kg KG (B): Placebo
(Natriumchlorid) oder Cyclophosphamid 600 mg/kg KG (zum Zeitpunkt 0) wurden Ratten am
siebten Lebenstag intraperitoneal injiziert. Die Tiere wurden am achten Lebenstag getotet und
perfundiert. Die histologischen Schnitte wurden nach De Olmos gefarbt. Die dunkel angeféarbten
Punkte zeigen degenerierte Zellen. In den mit Placebo behandelten Tieren (A) ist die Zahl
degenerierter Zellen im Gyrus dentatus sehr gering und zum Teil fast gar nicht nachweisbar. Das
Gehirn der mit Cyclophosphamid behandelten Ratte (B) zeigt dagegen deutlich mehr dunkle
(degenerierte) Zellen im Hilus und den Kornerzellen des Gyrus dentatus. Vergleich zum
gleichaltrigen, mit Natriumchlorid behandelten Tier (A). Vergroferungsfaktor x 100.

Abbildung 4: Detailaufnahme aus dem Thalamus und Gyrus dentatus acht Tage alter Ratten
24 Stunden nach Behandlung mit Cyclophosphamid 600 mg/kg KG (A-B): Placebo
(Natriumchlorid) oder Cyclophosphamid 600 mg/kg KG (zum Zeitpunkt 0) wurden Ratten am
siebten Lebenstag intraperitoneal injiziert. Die Tiere wurden am achten Lebenstag getotet und
perfundiert. Beide Schnitte wurden nach TUNEL gefarbt. Das Gehirn der mit Cyclophosphamid
behandelten Ratte zeigt deutlich dunkle (degenerierte) Zellen im Bereich des Thalamus(A) und
Gyrus dentatus (B). Die TUNEL-Féarbung und die Kupfersilberfirbung nach De Olmos farben
die gleichen Populationen degenerierter Zellen an. Zu beachten ist der pyknotische Aspekt der
degenerierten Zellen. VergroBerungsfaktor x100.
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Abbildung 5: Detailaufnahme aus dem Cortex und Gyrus dentatus acht Tage alter Ratten 24
Stunden nach Behandlung mit Thiotepa 45 mg/kg KG: Thiotepa 45 mg/kg KG (zum Zeitpunkt
0) wurde Ratten am siebten Lebenstag intraperitoneal injiziert. Die Tiere wurden am achten
Lebenstag getotet und perfundiert. Die histologischen Schnitte wurden nach De Olmos geférbt.
Die dunkel angefirbten Punkte zeigen degenerierte Zellen. Die Gehirne der mit Thiotepa
behandelten Ratten (A und B) zeigen deutlich die degenerierte Zellen im Bereich der Laminae 11
und IV des Cortex frontalis (A) und der Kornerzellen des Gyrus dentatus (B).
Vergroferungsfaktor x 100.

Abbildung 6: Detailaufnahme aus den thalamischen Kerngebieten acht Tage alter Ratten 24
Stunden nach Behandlung mit Plazebo (A) oder Thiotepa 45 mg/kg KG (B): Plazebo
(Natriumchlorid) oder Thiotepa 45 mg/kg KG (zum Zeitpunkt 0) wurden Ratten am siebten
Lebenstag intraperitoneal injiziert. Die Tiere wurden am achten Lebenstag getotet und
perfundiert. Die histologischen Schnitte wurden nach De Olmos gefarbt. Die dunkel angeféarbten
Punkte zeigen degenerierte Zellen. In den mit Plazebo behandelten Tieren (A) ist die Zahl
degenerierter Zellen im Thalamus sehr gering und zum Teil fast gar nicht nachweisbar. Das
Gehirn der mit Thiotepa behandelten Ratten (B) zeigt dagegen deutlich mehr dunkle
(degenerierte) Zellen im Bereich des Thalamus. Vergleich zum gleichaltrigen, mit
Natriumchlorid behandelten Tier (A). Vergroferungsfaktor x 100.
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3.2 Quantifizierung der Zelldegeneration nach Gabe von Cyclophosphamid und
Thiotepa im infantilen Rattengehirn

Mit Hilfe des stereologischen Dissektors lief sich die Dichte degenerierender Nervenzellen in

den verschiedenen Hirnregionen ermitteln. In den Gehirnen acht Tage alter Ratten, die Kochsalz

erhielten, betrug die Dichte der physiologisch degenerierten Zellen in den verschiedenen Hirn-

regionen zwischen 343 + 8 und 3401 + 40 Zellen/mm’ (siche Tabelle 2).

Die Neuronendichte in den untersuchten Hirnregionen variierte zwischen 133 945 + 13 148 und
284 127 + 23 089 Zellen/mm’. Somit lieB sich die spontane Apoptoserate im Gehirn acht Tage
alter Ratten auf 0,2 bis 1,55% der gesamten Neuronendichte errechnen (Tabelle 2). In den
Gehirnen der mit Cylophosphamid behandelten Ratten war eine starke Zunahme degenerierender
Nervenzellen deutlich, deren Ausmal} von einem Faktor 3 in der Lamina 2 des retrosplenialen
Kortex bis zu einem Faktor 23 im laterodorsalen Thalamus variiert (Tabelle 2). In den Gehirnen
der mit Cyclophosphamid behandelten Ratten degenerierten bis zu 13% der Neurone im
parietalen, 11% im frontalen Cortex (Lamina II), 14% der Neurone im Gyrus cinguli (Lamina
IT), sowie 12% der Neurone im medialen, 11% im laterodorsalen und 10% im ventralen
Thalamus und 8% im Gyrus dentatus 24 Stunden nach Injektion der ersten Dosis des

Zytostatikums (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Das Zytostatikum Cyclophosphamid erhoht den Zelluntergang im Gehirn acht Tage
alter Ratten. Am siebten Lebenstag erhielten Ratten entweder Plazebo (Natriumchlorid) oder
Cyclophosphamid 600 mg/kg KG intraperitoneal. 24 Stunden nach der ersten Injektion, am
postnatalen Tag acht, wurden die Ratten getdtet. Mit der stereologischen Dissektionsmethode
wurden an nach Nissl gefdarbten Hirnschnitten die numerischen Dichten von Neuronen in 14
Hirnregionen bestimmt (Zellen/mm®, n=5, Spalte 1). In den nach der De Olmos Methode
gefarbten Hirnschnitten wurden dann die numerischen Dichten degenerierter Zellen
(Zellen/mm®) in diesen 14 Hirnregionen von mit Cyclophosphamid (n=4) und Plazebo
behandelten Ratten (n=5) ermittelt. Das Ausmall der Apoptose wird als Quotient der
numerischen Dichte degenerierender Zellen zur Gesamtzelldichte ermittelt und in Prozent
ausgedriickt (Mittelwert £ SEM). Die statistischen Vergleiche zwischen der Plazebo und der
Cyclophosphamid Gruppe erfolgten mittels Student’s t-Test: *= P< 0,5 und **= P <0,01

Natriumchlorid Cyclophosphamid
totale Zelldichte degenerierte Zellen degenerierte Zellen
Hirnregion: (Mittelwert/mm®)/ | i 9% der Gesamtzelldichte | in % der Gesamtzelldichte
SEM (Mittelwert/SEM) (Mittelwert/SEM)
Gyrus dentatus 284127 /23 089 0,37/0,06 2,45/0,23 **
Nucleus caudatus 242 534 /11 140 0,29/0,04 0,23/0,04
Thalamus laterodorsalis 133945/13 148 0,30 /0,05 6,92 /0,60 **
Thalamus medialis 199 335/ 6 398 0,40/0,01 4,89/0,34 **
Thalamus ventralis 132907 /2 634 0,76 /0,05 6,18 /0,53 **
Hypothalamus 134 500 / 2343 0,90 /0,01 1,06 / 0,08 **
ventromedialis
Cortex frontalis, 219432/ 4 541 1,55/0,18 3,91/0,43 *
Lamina 2
Cortex frontalis, 142 120 /10 323 0,20 /0,05 1,45/ 0,15 **
Lamina 4
Cortex parietalis, 223900/ 13 434 1,08 /0,28 4,86/0,32 *
Lamina 2
Cortex parietalis, 156 078 / 6 323 0,22 /0,05 1,18 /0,05 **
Lamina 4
Gyrus cinguli, Lamina 2 | 218932 /11 239 1,54/0,21 5,16/ 0,54 **
Gyrus cinguli, Lamina 4 148 100/ 6 125 0,13/0,03 1,30/ 0,21 **
Cortex retrosplenialis, | 53548 /13 857 0,89 /0,07 2,90 /0,08 **
Lamina 2
Cortex retrosplenialis, | 4355010 857 0,33 /0,08 1,39/ 0,08 **
Lamina 4

In den Gehirnen der mit Thiotepa behandelten Ratten war ebenfalls eine Zunahme degenerierter
Nervenzellen nachweisbar, deren Ausmall von einem Faktor 3 im medialen Thalamus bis zu
einem Faktor 17 im Gyrus dentatus variierte (Tabelle 3). In den mit Thiotepa behandelten Ratten

degenerierten 40% der Neurone im Gyrus dentatus, 6% im Cortex frontalis (Lamina II), im
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Cortex parietalis (Lamina II) und im Gyrus cinguli (Lamina II), sowie 6% im medialen und
jeweils 5% im laterodorsalen und ventralen Thalamus 24 Stunden nach Injektion der ersten

Dosis des Zytostatikums (Tabelle 3).

Tabelle 3: Das Zytostatikum Thiotepa erhoht den Zelluntergang im Gehirn acht Tage alter
Ratten. Am siebten Lebenstag erhielten Ratten entweder Plazebo (Natriumchlorid) oder Thiotepa
45 mg/kg KG intraperitoneal. 24 Stunden nach der ersten Injektion, am postnatalen Tag acht,
wurden die Ratten getdtet. Mit der stereologischen Dissektionsmethode wurden an nach Nissl
gefarbten Hirnschnitten die numerische Dichte von Neuronen in 14 Hirnregionen bestimmt
(Zellen/mm®, n=5, Spalte 1). In den nach der De Olmos Methode gefirbten Hirnschnitten
wurden dann die numerischen Dichten degenerierter Zellen (Zellen'mm®) in diesen 14
Hirnregionen von mit Thiotepa (n=4) und Plazebo behandelten Ratten (n=5) ermittelt. Das
Ausmal} der Apoptose wird als Quotient der numerischen Dichte degenerierender Zellen zur
Gesamtzelldichte ermittelt und in Prozent ausgedriickt (Mittelwert + SEM). Die statistischen
Vergleiche zwischen der Plazebo und der Thiotepa Gruppe erfolgten mittels Student’s t-Test: *=
P< 0,5 und **=P <0,01

Natriumchlorid Thiotepa
totale Zelldichte degenerierte Zellen degenerierte Zellen
Hirnregion: (Mittelwert/mm?)/ | in o4 der Gesamtzelldichte | in % der Gesamtzelldichte
SEM (Mittelwert/SEM) (Mittelwert/SEM)
Gyrus dentatus 284 127 /23 089 0,37 /0,06 6,45/0,77 **
Nucleus caudatus 242 534 /11 140 0,29 /0,04 0,50/0,11
Thalamus laterodorsalis 133945/13 148 0,30/0,05 1,54 /0,52 *
Thalamus medialis 199 335/ 6 398 0,40/0,01 1,26 /0,44 *
Thalamus ventralis 132907 /2 634 0,76 /0,05 1,63/0,45*
Hypothalamus 134 500 /2 343 0,90/ 0,01 1,16 / 0,31
ventromedialis
Cortex frontalis, 219432 /4 541 1,55/0,18 1,171 0,18
Lamina 2
Cortex frontalis, 142 120/ 10 323 0,20/ 0,05 1,20 /0,28 *
Lamina 4
Cortex parietalis, 223900/ 13 434 1,08 /0,28 1,33/10,16
Lamina 2
Cortex parictalis, 156 078 / 6 323 0,22 /0,05 1,00/ 0,15 **
Lamina 4
Gyrus cinguli, Lamina 2 | 218932 /11 239 1,54 /0,21 1,20/0,17
Gyrus cinguli, Lamina 4 148 100/ 6 125 0,13/0,03 1,10/0,09 **
Cortex retrosplenialis, | 535 40/ 13 857 0,89 /0,07 0,84 /0,08
Lamina 2
Cort@x retrosplenialis, 143 250 / 10 857 0.33/0.08 1,49/0,35
Lamina 4
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Verteilung der Neurodegeneration nach
Cyclophosphamid im Gehirn 8 Tage alter Ratten: Sieben Tage alte Ratten erhielten entweder
Plazebo (Natriumchlorid) oder Cyclophosphamid (600 mg/kg KG intraperitoneal). Nach 24
Stunden, am postnatalen Tag acht, wurden die Tiere getotet. Mit der sterecologischen
Dissektionsmethode wurden an nach De Olmos bzw. TUNEL gefirbten Hirnschnitten die
Dichten degenerierender Zellen in 14 Hirnregionen ermittelt (Siche Tabelle 2) und in zwei
reprisentativen schematischen Hirnschnitten eingezeichnet: Hellgrau = < 4% degenerierende
Zellen; grau = 4-6% degenerierende Zellen; dunkelgrau = > 6% degenerierende Zellen. Der
rostrale Schnitt (A) zeigt die Verteilung degenerierender Zellen im Cortex frontalis (Lamina 2
und 4) und Nucleus caudatus. Der caudale Schnitt (B) auf Hohe der hinteren Thalamuskerne
zeigt die Schiadigung im Bereich des Cortex parietalis (Lamina 2 und 4), im Feld CA1l und im
Gyrus dentatus des Hippocampus, im mediodorsalen, laterodorsalen und ventralen Thalamus
sowie Nucleus ventromedialis hypothalami.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Verteilung der Neurodegeneration nach
Thiotepa im Gehirn 8 Tage alter Ratten: Sieben Tage alte Ratten erhielten entweder Plazebo
(Natriumchlorid) oder Thiotepa (45 mg/kg KG intraperitoneal). Nach 24 Stunden, am
postnatalen Tag acht, wurden die Tiere getdtet. Mit der stereologischen Dissektionsmethode
wurden an nach De Olmos bzw. TUNEL gefédrbten Hirnschnitten die Dichten degenerierender
Zellen in 15 Hirnregionen ermittelt (Siehe Tabelle 3) und in zwei reprisentativen schematischen
Hirnschnitten eingezeichnet: Hellgrau = < 1% degenerierende Zellen; grau = 1-6%
degenerierende Zellen; dunkelgrau = > 6% degenerierende Zellen. Der rostrale Schnitt (A) zeigt
die Verteilung degenerierender Zellen im Cortex frontalis (Lamina 2 und 4) und Nucleus
caudatus. Der caudale Schnitt (B) auf Hohe der hinteren Thalamuskerne zeigt die Schidigung im
Bereich des Cortex parietalis (Lamina 2 und 4), im Feld CA1l und im Gyrus dentatus des
Hippocampus, im mediodorsalen, laterodorsalen und ventralen Thalamus sowie Nucleus
ventromedialis hypothalami.

33 Die ultrastrukturellen Merkmale der Zelldegeneration nach Cyclophosphamid

Die positive TUNEL-Farbung deutet auf einen moglichen apoptotischen Pathomechanismus hin.
Da aber auch degenerierte Zellen, die nicht iiber einen apoptotischen Zelltodmechanismus
sterben, durch die TUNEL-Farbung angefirbt werden konnen, wurde eine elektronen-
mikroskopische Untersuchung angeschlossen, um verldsslichere Aussagen iiber die Natur des
Zelltodes zu treffen. Die elekronenmikroskopische Untersuchung degenerierender Zellen

erfolgte an Ultradiinnschnitten aus dem Cortex parietalis und dem Thalamus.

In Abbildung 9 ist ein angeschwollener Dendrit mit einem geschwollenen Mitochondrium 4h
nach der Applikation von Cyclophosphamid zu sehen. Diese Verdnderungen deuten auf einen

exzitotoxischen Zelltodmechanismus hin.

In Abbildung 10 und 11 sind typische ultrastrukturelle Verdnderungen der spiten Apoptose zu
erkennen. In der friithen Phase des apoptotischen Zelluntergangs verdichtet sich das Nukleo-
plasma flockig und bildet Chromatinklumpen. Die Kernmembran ist zu diesem frithen Zeitpunkt
noch intakt. Das Zytoplasma beginnt zu kondensieren, die Mitochondrien sind noch intakt, es

gibt keine Verdnderungen am endoplasmatischen Retikulum und den Ribosomen. Im weiteren

30



3 Ergebnisse

Verlauf entstehen Risse in der Kernmembran und es kommt zu einer Vermischung von Nukleo-
plasma und Cytoplasma. Das Nukleoplasma verdichtet sich zu runden elektronendichten
Massen, die durch das Zytoplasma hindurch zum Rand der Zelle wandern (Abb. 10). Die
Mitochondrien beginnen anzuschwellen, die Zelle zieht sich im Ganzen zusammen. Die
Zellmembran bildet spdter Ausstiilpungen, aus denen die so genannten apoptotischen
Korperchen entstehen. Diese Abfolge und Art der Verdnderungen findet man in Neuronen im

infantilen Gehirn wéhrend der physiologischerweise ablaufenden Apoptose.

Abbildung 9: Die elektronenmikroskopische Aufnahme eines Dendriten in einem friihen
Stadium des durch Cyclophosphamid hervorgerufenen Zelltodes: Der abgebildete Dendrit
stammt aus dem Cortex parietalis einer mit Cyclophosphamid (400 mg/kg intraperitoneal)
behandelten sieben Tage alten Ratte 4 Stunden nach der Injektion. Der Dendrit beinhaltet ein
geschwollenes Mitochondrium. Der Dendrit zeigt zwei synaptische Verdichtungen, des weiteren
ist eine prasynaptische Endigung mit synaptischen Vesikeln zu sehen. VergroBerungsfaktor
x 9,000.
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Abbildung 10: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Zelle, die nach Gabe von
Cyclophosphamid Zeichen aktiven Zelltodes zeigt: Die abgebildete Zelle stammt aus dem
Thalamus einer mit Cyclophosphamid (400 mg/kg) behandelten acht Tage alten Ratte. Man
erkennt noch intakte Zellmembran. Das Nukleoplasma hat sich zu einer runden
elektronendichten Masse verdichtet, die durch das Zytoplasma hindurch zum Rand der Zelle
gewandert ist. Das Zytoplasma ist dunkel, die Zelle liegt einer Gliazelle an, die im Begriff ist
diese aufzunehmen. Vergroferungsfaktor x 7,000.

Abbildung 11: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Zelle in einem spiten Stadium des
durch Cyclophosphamid hervorgerufenen aktiven Zelltodes: Die abgebildete Zelle stammt aus
dem laterodorsalen Thalamus einer mit Cyclophosphamid (400 mg/kg) behandelten acht Tage
alten Ratte 12h nach Injektion. Das Cytoplasma der Zelle ist dunkel gefirbt, eine Kernmembran
ist nicht mehr zu erkennen, das Chromatin hat sich zu einer elektronendichten Masse verdichtet
und ist bereits in die Peripherie gewandert. Vergroferungsfaktor x 9,000.
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3.4 Immunbhistochemie fiir Caspase 3 und den Fas Rezeptor

Die Immunhistochemie zeigte eine starke Aktivierung von Caspase 3 und eine erhohte
Expression des Fas Rezeptors in Abschnitten der Gehirne in denen die Neurotoxizitit der

Zytostatika nachweisbar war.

Abbildung 12: Immunhistochemischer Nachweis von aktivierter Caspase 3 und Expression
des Fas Rezeptors: 7 Tage alte Ratten erhielten eine Einzeldosis Cyclophosphamid (600 mg/kg
KG intraperitoneal) und wurden nach 16 Stunden getdtet (n=4). In den lichtmikroskopischen
Bildern zeigt sich eine Aktivierung der Caspase 3 (A) sowie eine erhohte Expression des Fas
Rezeptors (B) auf thalamischen Neuronen. Die immunpositiven Zellen fiir aktivierte Caspase
und den Fas Rezeptor sind braun angefarbt. VergroBerungsfaktor x 400 in A und x 200 in B.
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3.5 Dosisabhingigkeit der Schiadigung durch Cyclophosphamid und Thiotepa

In den Gehirnen sieben Tage alter Ratten zeigte sich eine dosisabhingige Neurotoxizitit nach
Zytostatikagabe. Untersucht wurde die Dosisabhdngigkeit von Cyclophosphamid und Thiotepa
nach einmaliger Gabe in einem Dosisbereich von 200 bis 600 mg/kg KG fiir Cyclophosphamid
und 15 bis 45 mg/kg KG fiir Thiotepa. Die Zytostatika wurden sieben Tage alten Ratten
intraperitoneal injiziert und die Tiere wurden 24 Stunden spéiter getotet und perfundiert. Das
Ausmal} der Zelldegeneration wurde mit Hilfe des stereologischen Dissektors ermittelt. Es fand

sich eine signifikante Neurotoxizitdt ab einer Einzeldosis von 400 mg/kg Cyclophosphamid und

15 mg/kg Thiotepa.
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Abbildung 13: Dosis- Wirkungsbeziehung der Neurotoxizitit von Cyclophosphamid: Sieben
Tage alte Ratten erhielten eine Einzeldosis Cyclophosphamid (200, 400, und 600 mg/kg KG
intraperitoneal) und wurden nach 24 Stunden getétet (n=5/Gruppe). In den nach De Olmos
gefarbten Hirnschnitten wurde mit der stereologischen Dissektionsmethode die Dichten
degenerierender Zellen (Zellen pro Kubikmillimeter) pro Gruppe in 14 Hirnregionen (siche
Tabelle 2) bestimmt. Diese Zelldichten wurden fiir jedes Gehirn addiert (Score). Die Sdulen
zeigen die Mittelwerte der ermittelten Scores + SEM (n= 5/Gruppe) nach Gabe von
Cyclophosphamid oder Placebo (K). Varianzanalyse (ANOVA) der auf diese Weise ermittelten
Scores ergab einen signifikanten Effekt der Behandlung mit Cyclophosphamid auf das Ausmaf
der Neurodegeneration im Gehirn [p< 0,0001].
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Abbildung 14: Dosis- Wirkungsbeziehung der Neurotoxizitit von Thiotepa: Siecben Tage alte
Ratten erhielten eine Einzeldosis Thiotepa (15, 30, und 45 mg/kg KG intraperitoneal) und
wurden nach 24 Stunden getotet (n=4/Gruppe). In den nach De Olmos gefirbten Hirnschnitten
wurde mit der stereologischen Dissektionsmethode die Dichten degenerierender Zellen (Zellen
pro Kubikmillimeter) in 14 Hirnregionen (siche Tabelle 3) bestimmt. Diese Zelldichten wurden
fiir jedes Gehirn addiert (Score). Die Sdulen zeigen die Mittelwerte der ermittelten Scores =+
SEM (n=4/Gruppe) nach Gabe von Thiotepa oder Placebo (K). Varianzanalyse (ANOVA) der
auf diese Weise ermittelten Scores ergab einen signifikanten Effekt der Behandlung mit Thiotepa
auf das Ausmal} der Neurodegeneration im Gehirn [p<0,0001].
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3.6 Altersabhéngigkeit der Schidigung durch Cyclophosphamid

Zur Untersuchung der altersabhingigen Schidigung durch Zytostatika wurde 7-28 Tage alten
Ratten Cyclophosphamid in der hochsten vertraglichen Dosis von 600 mg/kg KG intraperitoneal
injiziert und die Ratten nach 24 Stunden getdtet. Die Gehirne wurden nach De Olmos gefiérbt.
Das hochste Ausmal3 an Zelldegeneration fand sich in der Gruppe der 7 Tage alten Tiere (Abb.
15) in vielen verschiedenen Gehirnregionen. Bei den 14-28 Tage alten Tieren hingegen war die

Zelldegeneration primdr im Cortex zu beobachten, begleitet von Mikrohdmorrhagien.
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Abbildung 15: Altersabhdingigkeit der Neurotoxizitit von Cyclophosphamid: 7, 14, 21 und 28
Tage alte Ratten erhielten eine Einzeldosis Cyclophosphamid (600 mg/kg KG intraperitoneal)
und wurden nach 24 Stunden getdtet (n=4-6 pro Altersgruppe). In nach De Olmos gefarbten
Hirnschnitten wurden mit der stereologischen Dissektionsmethode die Dichten degenerierender
Zellen (Zellen/mm’) in 14 Hirnregionen bestimmt. Diese Zelldichtewerte wurden zu einem
Gesamtwert fiir jedes Gehirn addiert (Score). Varianzanalyse (ANOVA) der auf diese Weise
ermittelten Scores ergab einen signifikanten Effekt der Behandlung mit Cyclophosphamid auf
das Ausmal} der Neurodegeneration im Gehirn [p<0,0001]. Um zu iiberpriifen, zwischen
welchen Gruppen die Unterschiede liegen, die diesen signifikanten Haupteffekt verursacht
haben, wurden Scheffé-Tests als Einzelvergleiche gerechnet. Dabei ergab sich, dass sich die
Gruppe der 7 Tage alten Ratten signifikant von allen anderen Gruppen unterscheidet, wihrend
zwischen diesen keine Unterschiede bestehen.
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4. Diskussion

4.1 Allgemeine Betrachtung

Maligne Tumoren und hédmatologische Systemerkrankungen im Kindesalter sprechen auf eine
Behandlung mit Zytostatika in der Regel gut an. Solide Tumoren werden heute aufgrund ihrer
frithen Metastasierung auch als systemische Erkrankungen aufgefasst. Aus diesem Grund steht

die zytostatische Therapie im Mittelpunkt der Behandlungsstrategie.

Neue Therapieverfahren, wie etwa die Hochdosischemotherapie fithrten zu gro3en Fortschritten
in der Behandlung dieser Tumoren [MacDonald, et al., 2003; Rubnitz und Pui, 2003]. Durch den
Einsatz von Wachstumsfaktoren und der Entwicklung der Knochenmarkstransplantation wurde
die Knochenmarkstoxizitit als limitierender Faktor der Chemotherapie iiberwunden. Heute
fiilhren die neurotoxischen Wirkungen der Therapie hiufig zu einer Dosisanpassung und
Modifikation der Therapie. Neuropsychologische Defizite reduzieren die Lebensqualitit der
Patienten in erheblichem Mafle. Aus diesem Grund stellt die Vermeidung therapieinduzierter

unerwiinschter neurotoxischer Wirkungen eine grofle Herausforderung dar.

4.2 Neurotoxizitit von Cyclophosphamid und Thiotepa

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen, dass die systemische Applikation von
Cyclophosphamid und Thiotepa im infantilen Rattengehirn eine massive Neurotoxizitét
auslosen. Die histologischen Priparate zeigten in der Ubersichtsfirbung nach De Olmos
ausgepragte Zelldegenerationen. Die Zellunterginge konzentrierten sich auf den Hippocampus
und die thalamischen Kerngebiete. Die immunhistochemischen und ultrastrukturellen Ver-
anderungen lieBen erkennen, dass sowohl ein exzitotoxischer als auch ein Caspase-vermittelter

Zelltodmechanismus daran beteiligt ist.

4.2.1 Exzitotoxizitit

Die positive TUNEL-Farbung deutet auf einen aktiven apoptotischen Pathomechanismus hin,
erlaubt jedoch keine spezifische Differenzierung des Zelltodmechanismus. Aus diesem Grund
wurde die elektronenmikroskopische Untersuchung angeschlossen. Ultrastrukturell lieBen sich
bereits zu einem frithen Zeitpunkt nach der Applikation der Zytostatika anschwellende Dendriten

nachweisen. Die pridsynaptischen Axonendigungen blieben erhalten. Diese ultrastrukturellen
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Verdanderungen weisen auf einen exzitotoxischen Zelltodmechanismus hin, wie sie von Olney in
Versuchen zum durch Glutamat getriggerten neuronalen Zelltod erstmals beschrieben wurden
[Olney, et al., 1971]. Allerdings konnten in den durchgefiihrten Versuchen keine Neurone
identifiziert werden, die ein geschwollenes Zytoplasma oder angeschwollene Mitochondrien
zeigen, beides Phdnomene, die im Rahmen von klassischen exzitotoxischen Lédsionen im
infantilen Rattengehirn beschrieben wurden. Solche Verdnderungen wurden zu einem frithen
Zeitpunkt, d.h. einige Stunden, nach der Gabe von exzitotoxischen Aminosduren, einer
hypoxischen Ischimie oder einem Trauma beobachtet [Ikonomidou, et al., 1989; Ikonomidou, et

al., 1989; TIkonomidou, et al., 1996; Olney, et al., 1971].

4.2.2  Caspase-vermittelter Zelltod (Apoptose)

In Ubereinstimmung mit den Arbeiten von Ishimaru und Dikranian zeigte sich, dass nach
lingeren Uberlebenszeiten der Tiere sich weitere ultrastrukturelle Verédnderungen fanden, die auf
einen apoptotischen Zelltodmechanismus hindeuten [Dikranian, et al., 2001; Ishimaru, et al.,
1999]. Hierzu zdhlt die Verdichtung des Nukleoplasmas als auch die Kondensation des
Zytoplasmas bei noch intakten Zellorganellen. Im weiteren Verlauf kam es zu Rissen in der
Kernmembran, einer Vermischung von Nukleoplasma und Zytoplasma sowie zur Bildung von so

genannten apoptotischen Korperchen.

Die durchgefiihrte immunhistochemische Untersuchung fiir aktivierte Caspase 3 zeigte eine
deutlich positive Firbung. Dies deutet ebenfalls auf das Vorhandensein apoptotischer

Zelltodvorginge nach Applikation der Zytostatika hin.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass der neuronale Zelltodprozess nach
der systemischen Gabe der Zytostatika sowohl aus einer friihen exzitotoxischen als auch einer

spéten aktiven (apoptotischen) Komponente besteht.

In der Literatur liegen verschiedene Studien zur Neurotoxizitit von Zytostatika vor. Die in vitro
Untersuchungen haben sich insbesondere mit der Neurotoxizitdt des Cisplatins und der Vinca
Alkaloide im sympathischen Nervensystem und in Motoneuronen beschiftigt, um die Frage der
hiufig beobachteten peripheren Neuropathien als Folge der zytostatischen Therapie zu
untersuchen [Gozdz, et al., 2003; Macdonald, 1991; Park, et al., 1998; Park, et al., 1998]. Zur
Neurotoxizitit im ZNS liegen Untersuchungen fiir Methotrexat vor. Diese Untersuchungen

wurden an den Kleinhirnen von Meerschweinchen durchgefiihrt. Die Degeneration von
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Purkinjezellen, die durch den Schwund und die Verzerrung der Perikarien sichtbar wurden, sind

beschrieben [el-Badawi, et al., 1990].

Die Mechanismen der Zellschiddigung, die fiir die Exzitotoxizitdt verantwortlich sein konnen,
sind moglicherweise mit einer Stérung im mitochondrialen Energiestoffwechsel verbunden.
Diese Storungen fiihren zum oxidativen Stress und einer erhohten Vulnerabilitdt der Neurone
gegeniiber physiologischen Glutamatkonzentrationen [Murphy, et al., 1999; Souid, et al., 2003].
Es konnte gezeigt werden, dass DNA Schidden zu einer Mobilisation der poly (ADP-ribose)
Polymerase (PARP) fiihrt, welche die Ribosylierung von Zielproteinen fiir die aktive DNA
Reparatur aktiviert [Ha und Snyder, 2000; Zhou und Elledge, 2000]. Das Substrat von PARP ist
ein hochst energetisches Molekiil (NAD+). Die Aktivierung von PARP vermindert méglicher-
weise die zelluldren Energievorrite, was zu einer neuronalen Membrandepolarisation mit einer
erweiterten Signalgebung durch den N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor (NMDAR) und schlieBlich
zum exzitotoxischen Zelltod fiihrt [Ha und Snyder, 2000]. Zusitzlich fiihrt die Unterbrechung
des energieabhingigen Glutamat-Aufnahmesystems zu einer erhohten extrazelluldren Glutamat-

konzentration und zum Anstof3 einer langsamen exzitotoxischen Kaskade.

Andere Untersuchungen zeigen, dass die meisten Zytostatika durch die Aktivierung von
Caspasen den Tumorzelltod induzieren [Kim, et al., 2002; Solary, et al., 2000]. Untersuchungen
der molekularen Mechanismen, die zur Apoptose in Tumorzellen fiihren, haben gezeigt, dass
Zytostatika verschiedene Wege aktivieren, die den aktiven Zelltodprozess regulieren. Ein
Hauptweg wird durch die Ausschiittung von Molekiilen aus dem intermembrandsen Spalt der
Mitochondrien in das Zytosol getriggert. Dies geschieht unter der Kontrolle von Bcl-2 und Bcl-
2-verwandter Proteine und wahrscheinlich unter der Kontrolle von Bax, welches die Formations-
dnderung von Poren in der dueren Mitochondrienmembran zur Folge hat. Zu diesen Molekiilen
gehort auch das Cytochrom-c, welches durch den Eintritt in das Zytosol die Oligomerisation von
APAF-1 (apoptotic protease aktivierender Faktor 1) durch ATP induziert [Hu, et al., 1999; Li, et
al., 1997]. Dies fiihrt zur Aktivierung von Caspase 9 und den absteigenden Caspasen. Ein
anderer gut beschriebener Weg, der in Tumorzellen zum aktiven Zelltod fiihrt, ist Fas abhéngig.
Fas und der Fas- Rezeptor werden auf verschiedensten Geweben exprimiert. Uber Fas/FasL
kommt es zur Formierung des Death initiating signaling Komplexes (DISC), welcher FADD (fas
associated death domain) und die Procaspase 8 einbezieht. Die Oligomerisation der Procaspase 8
in DISC fiihrt zur Aktivierung proteolytischer Enzyme und Aktivierung der Caspasen-Kaskade.

Es konnte gezeigt werden, dass Zytostatika eine Hochregulierung von FasL und dessen
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Interaktion mit Fas auf der Oberfliche von Tumorzellen induziert [Friesen, et al., 1996; Fulda, et

al., 2000; Muller, et al., 1998].

4.3 Dosisabhiingigkeit der neurotoxischen Wirkung der Zytostatika

Neurotoxische Nebenwirkungen im Rahmen einer zytostatischen Therapie fiihren hiufig zu einer
Dosisanpassung. Seit die Knochenmarksdepression, einer der limitierenden Faktoren in den
meisten Chemotherapieprotokollen, durch die Gabe von Wachstumsfaktoren oder einer Stamm-
zelltransplantation iiberwunden werden konnte, ist der Einsatz von Hochdosischemotherapien
mit einem erhdhten Risiko der Neurotoxizitit verbunden [Verstappen, et al., 2003]. Hier handelt
es sich insbesondere um die Therapieschemata solider Tumoren, wie zum Beispiel Hirntumoren,

Weichteilsarkome und Keimzelltumoren.

In dieser Arbeit zeigt die histologische Untersuchung der Gehirne acht Tage alter Ratten, dass
die Zytostatika Cyclophosphamid und Thiotepa eine ausgeprigte, dosisabhingige Neuro-
degeneration im infantilen Rattengehirn wéhrend der Phase des rapiden Hirnwachstums
hervorrufen. Fiir Cyclophosphamid konnte ein signifikanter Anstieg der Zelldegeneration ab
einer Dosis von 400 mg/kg KG beobachtet werden. Ab einer Dosierung von 600 mg/kg KG
Cyclophosphamid zeigen sich maximale Schiadigungen. Besonders betroffen waren die Regionen
im Bereich des parietalen, cinguldren und retrosplenialen Cortex und dem Gyrus dentatus.
Weniger stark betroffen waren die Regionen des Nucleus caudatus und der thalamischen

Kerngebiete (s. Abb. 2B, 3B, Tabelle 2).

Fiir eine signifikante neurotoxische Wirkung nach Applikation von Thiotepa im Gehirn acht
Tage alter Ratten war eine einmalige Gabe von 15 mg/kg KG ausreichend, eine maximale
Schidigung zeigte sich ab einer Dosierung von 45 mg/kg KG. Auch hier waren insbesondere die
Regionen des Gyrus dentatus betroffen (s. Abb. 5B). Zusitzlich fanden sich ausgeprigte
zytotoxische Effekt im Bereich des parietalen, cinguldren und retrosplenialen Cortex, sowie der

thalamischen Kerngebiete (s. Abb. 6B).

Ahnliche Ergebnisse konnten in in vitro Versuchen gezeigt werden. Eine signifikante Toxizitit
zeigte sich 24 h nach der Applikation von 50 uM Cyclophosphamid und Thiotepa [Rzeski, et al.,
2004]. Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass beide Substanzen zu einer

dosisabhidngigen neuronalen Schiadigung fiihren.
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4.4 Altersabhingigkeit der neurotoxischen Wirkung

Wihrend der Synaptogenese, auch bekannt als Phase des rapiden Hirnwachstums, sind Neurone
sehr anfillig fiir Stérungen in ihrer Umgebung. Wéhrend dieser Phase fiihren abnorme
Stimulationen des NMDA-Glutamatrezeptors zum neuronalen exzitotoxischen Zelltod.
Andererseits fiihrt eine Blockade des NMDA Rezeptors oder eine Stimulation des GABA,
Rezeptors zu einer apoptotischen Neurodegeneration [Ikonomidou, et al., 1999; Ikonomidou, et
al., 2000]. In dieser Entwicklungsphase reicht bereits eine voriibergehende Stérung, die nur
einige Stunden andauert aus, um entweder eine exzitotoxische oder apoptotische

Neurodegeneration zu induzieren.

Neben der bereits beschriebenen Dosisabhingigkeit, zeigen klinische Studien eine
altersabhidngige Neurotoxizitit im Rahmen einer zytostatischen Therapie im Kindesalter [Reddy
und Witek, 2003]. Deshalb wurden fiir die Beurteilung der Vulnerabilitit des infantilen
Rattengehirns in dieser Studie verschiedene Altersgruppen untersucht. Es zeigte sich, dass die
Schwere der neuronalen Schédigung bei den 7 Tage alten Ratten am hochsten war. Bei den
untersuchten Ratten nach 14, 21 und 28 Tagen fiel die Schiadigung deutlich geringer aus. Es zeigt
sich also eine deutlich altersabhéngige neuronale Schiadigung. Dieser Verlauf korreliert mit der

Hirnwachstumsgeschwindigkeit der Ratte wie sie in Abbildung 1 dargestellt ist.

Wihrend bei den jiingeren Tieren viele Gehirnregionen betroffen waren, zeigte sich bei den 14-
28 Tage alten Tieren lediglich eine Schidigung im Bereich des Cortex und des Gyrus dentatus.
Bei den élteren Tieren lieBen sich zusitzlich Mikrohdmorrhagien im Bereich des Cortex

beobachten.

4.5 Wirkungsverstirkung der Neurotoxizitit

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Exzitotoxizitdt bei der Entstehung
neurologischer Komplikationen einer zytostatischen Therapie eine wichtige Rolle spielen kann.
Olney wies nach, dass die extrazelluldre Glutamatkonzentration ein wichtiger Triggerfaktor fiir
die Exzitotoxizitét darstellt [Olney, 1971]. Tierexperimentelle Untersuchungen von Ikonomidou
et al. belegten, dass Zustinde wie Sepsis, Trauma, Epilepsie, Hypoxie oder Ischdmie
exzitotoxische Zelluntergdnge verursachen [Ikonomidou, et al., 1989; Ikonomidou, et al., 1989;
Ikonomidou, et al., 1996]. Treten mehrere dieser Zustinde gleichzeitig auf, summieren sie sich

moglicherweise in ihrer neurotoxischen Wirkung. Fiir die sichere Durchfiihrung einer
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zytostatischen Therapie erscheint es als sinnvoll, alle potentiell neurotoxischen Faktoren zu

erfassen und nach Moglichkeit zu minimieren.

4.6 Klinische Aspekte

Klinische Studien zeigen, dass in Folge einer Bestrahlung oder zytostatischen Therapie haufig
gravierende neuropsychologische Defizite auftreten [Kramer, et al., 1997]. Das Spektrum
neurologischer Symptome umfasst Erkrankungen wie die Leukenzephalopathie, Epilepsien,
Hirninfarkte, zentrale wie periphere Paresen, Neuropathien und die Ototoxizitdt [Reddy und
Witek, 2003]. Die Vermeidung dieser, die Lebensqualitét stark einschrankenden unerwiinschten

Wirkungen, stellt weiterhin eine grof3e Herausforderung dar.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die neurotoxischen Effekte der Zytostatika eine
deutliche Dosis- und Altersabhéngigkeit aufweisen. Dies ist ein wichtiger Befund im Rahmen

der Erforschung der Pathogenese neurologischer Komplikationen einer zytostatischen Therapie.

Die Zellschdden konzentrieren sich in der vorliegenden Untersuchung auf den Hippocampus,
den Thalamus und den parietalen Cortex. Die unerwiinschten neurologischen Wirkungen der
zytostatischen Therapie bei Kindern, lassen sich moglicherweise durch eine Schidigung dieser

Gehirnareale erkliren.

Prospektiv angelegte klinische Untersuchungen belegen eine deutliche Altersabhéngigkeit
neurokognitiver Defizite [Kramer, et al., 1997; Robison und Bhatia, 2003]. Bei
Leukdmiepatienten nach einer Knochenmarkstransplantation zeigte sich eine deutliche,
altersabhidngige Abnahme des Intelligenzquotienten [Kramer, et al., 1997; Simms, et al., 2002].
Im Vergleich zu élteren Kindern, zeigten sich in der Untersuchung von Robinson und Bhatia,
dass Kinder unter 6 Jahren, die eine Schédelbestrahlung und oder intrathekale zytostatische
Therapie erhielten, signifikant haufiger besondere schulische Unterstiitzung bendtigten [Robison
und Bhatia, 2003]. Auch Palmer konnte in einer klinischen Studie an Patienten zeigen, dass nach
postoperativer Radiochemotherapie eines Medulloblastom es zu einer Abnahme des

Intelligenzquotienten kam [Palmer, et al., 2001].

Auch in der vorliegenden Untersuchung hatte das Alter der Tiere einen starken Einfluss auf das
Ausmall der Zytotoxizitit. Die groBte Schidigung konnte bei den jiingsten untersuchten Tieren,
siecben Tage nach Geburt, beobachtet werden. Mit zunechmendem Alter reduzierte sich die
zytotoxische Wirkung. Diese Befunde unterstreichen die Bedeutung einer an das Alter und die

Reife des Kindes adaptierten Therapie.
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4.7 Fehlermoglichkeiten
In den durchgefiihrten Experimenten liel sich die Neurotoxizitdt von Cyclophosphamid und
Thiotepa fiir infantile Ratten eindeutig belegen. Die Ubertragung dieser Ergebnisse auf den

klinischen Einsatz ist nur eingeschriankt moglich.

Die Zytostatikakonzentrationen in dieser Untersuchung lagen bewusst iiber den Dosierungen, die
in der zytostatischen Therapie eingesetzt werden. Um deutliche neurotoxische Effekte zu
erzielen, orientierte sich die Dosierung an der Maximaldosis, welche von den Tieren regelmifig
iiberlebt wurde. Dieses Setting fiihrt moglicherweise zu einer Uberbewertung neurotoxischer

Effekte.

Andererseits konnte in dieser Untersuchung weder eine repetitive Gabe der Zytostatika noch eine
Kombination verschiedener Zytostatika realisiert werden, wie es in den meisten aktuellen

Chemotherapieprotokollen gehandhabt wird.

Auch eine Storung in der Bluthirnschranke kann die Neurotoxizitit der Zytostatika stark

beeinflussen.

4.8 Ausblick

Die vorliegende Arbeit belegt, dass zwei unterschiedliche Pathomechanismen zur Neurotoxizitét
der Zytostatika beitragen. Mdglicherweise lassen sich auf Grund dieser Erkenntnisse selektive
Chemotherapeutika oder Neuroprotektiva entwickeln, um so neurologischen Komplikation der

Chemotherapie vorzubeugen.

Interessant wire auch die Identifikation von spezifischen Parametern, die einen Neuronen-
untergang signalisieren und Anlass zu einer Modifikation der zytostatischen Therapie geben

konnen.
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5. Zusammenfassung

In Deutschland erkranken jahrlich etwa 2000 Kinder an malignen Neoplasien [Kaatsch P, 2002;
Tallen, 2003]. Neoplasien stellen die zweithdufigste Todesursache im Kindesalter dar. Die
Entwicklung neuer Therapien fiihrte in den letzten Jahrzehnten zu verbesserten Heilungschancen
und einer deutlich verldangerten Lebensdauer der Kinder [Graham, et al., 1997; Tallen, 2003;
Tallen, 2003]. Neuropsychologische Defizite, die als unerwiinschte Wirkungen der Therapie
hiufig auftreten, stellen weiterhin eine groBe Herausforderung in der Therapie dieser
Erkrankungen dar, da sie die Lebensqualitéit der Patienten stark beeintrichtigen [Hussain, et al.,
1993; Verstappen, et al., 2003]. Die Reduktion dieser unerwiinschten Wirkungen ist besonders
wichtig, weil die Behandlung eingetretener Komplikationen sich auf symptomatische MaB-
nahmen beschridnkt. Spezifische neuroprotektive Maflnahmen stehen in der klinischen Praxis
zurzeit nicht zur Verfligung. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Art und des

Umfangs der Neurotoxizitdt von Cyclophosphamid und Thiotepa.

Es wurden Han Wistar-Ratten im Alter von 7, 14, 21 und 28 Tagen die zu testenden
Medikamente oder isotone Kochsalzldsung intraperitoneal (i.p.) injiziert. Nach einer Uberlebens-
zeit von 24 Stunden wurden die Tiere getdtet. Die Gehirnschnitte wurden nach De Olmos und
TUNEL gefarbt. Zusdtzlich wurden elektronmikroskopische und immunhistochemische

Untersuchungen vorgenommen.
e Beide Zytostatika zeigten eine ausgepragte, dosisabhéngige neurotoxische Wirkung.

e Fir Cyclophosphamid konnte belegt werden, dass die Neurotoxizitit ein altersabhéngiges
Phidnomen darstellt, wobei das Ausmal der Zellschidigung mit zunehmendem Alter abnahm.

Die Altersabhdngigkeit der Neurotoxizitdt von Thiotepa wurde nicht untersucht.

e Die Zellunterginge zeigten ein heterogenes Verteilungsmuster. Besonders ausgeprigte
Schadigungen fanden sich im parietalen, frontalen und cinguldren Cortex sowie in den

thalamischen Kerngebieten und dem Hippocampus.

e Fiir Cyclophosphamid konnten an Hand ultrastruktureller und immunhistochemischer
Kriterien zwei unterschiedliche Zelltodprozesse identifiziert werden. Es konnte ein frither

exzitotoxischer Prozess von einem spiten apoptotischen Zelluntergang abgegrenzt werden.
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Diese Ergebnisse stellen eine Erkldrung fiir das héufige Auftreten neurologischer Neben-
wirkungen im Rahmen einer zytostatischen Therapie im Kindesalter dar. Dies betont die
Bedeutung einer exakten Therapieplanung im Kindesalter. Die deutliche Altersabhéngigkeit der
Neurotoxizitit legt es nahe, die Therapieprotokolle noch stirker an das Alter der Kinder

anzupassen.

Die Toxizitdt der untersuchten Zytostatika war auf zwei unterschiedliche Pathomechanismen
zurlickzufiihren. Neben der priméren exzitotoxischen Schéddigung, hatte die Apoptose einen
groBBen Einfluss auf das Ausmal} der Neurotoxizitdt. Moglicherweise lédsst sich durch pharmako-

logische Beeinflussung dieser Mechanismen die Neurotoxizitdt verringern.
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