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1. Einleitung

1.1. Tumoren des Zentralen Nervensystems (ZNS)
1.1.1. Historischer Uberblick

In seiner Vorlesungsreihe des Wintersemesters 1862/ 1863
an der Universitat zu Berlin stellte Rudolf Virchow (1821-
1902, Abb. 1) im Februar 1863 erstmals die Idee vor, dass
ein  Teil der intrazerebralen Raumforderungen vom
interstitiellen  Hirngewebe abstammt und somit als

Untergruppe der “Gliome*“ zusammengefasst werden sollte.

Wenn es aber Geschwiilste giebt, welche eine néahere,
histologische und genetische Bedeutung zum Nervensystem

haben, ohne doch nervés zu sein, so verdienen diese

offenbar  einen  besonderen  generischen  Namen.
..., fur welche ich den Namen des Glioms aufstelle.“ app 1: Prof. Rudolf Virchow
(Virchow 1863)

Dieser Begriff wurde in der Folgezeit weit verbreitet, so dass gegen Ende des
19. Jahrhunderts der Grofteil der Hirntumore als Gliome klassifiziert wurde
(Ferguson and Lesniak 2005). Gleichzeitig begann die Neurochirurgie sich als eigene
Fachdisziplin zu etablieren, die besonders durch die Fortschritte der Hirntumor-Chirurgie
beeinflusst wurde.

Mit der ersten erfolgreichen Hirntumor-Operation, einer Menigeom-Resektion bei einem
15-jahrigen Madchen, legte William Macewen (1848-1924) im Jahr 1879 den Grundstein
fur die Weiterentwicklung neurochirurgischer Operationen (Gilles 1985). Allerdings blieb
die Tumorchirurgie trotz erster Erfolge zunachst ethisch fragwiirdig, da es durch die
Lokalisation des Tumors, intraoperative Hamorrhagien und postoperative Infektionen zu
ernsten Komplikationen fir die Patienten kam (Rutka, Weyerbrock et al. 2006).

Mithilfe  innovativer, technischer Hilfsmittel und der Integration moderner
anasthesiologischer Methoden konnte Harvey Cushing (1869-1939, Abb. 2) Anfang des
20. Jahrhunderts die neurochirurgischen Methoden stark verbessern und bestehenden
Problemen entgegen wirken (Preul 2005). Zusatzlich sammelte er kontinuierlich
Informationen Uber die von ihm durchgefiihrten Operationen, so dass er im Jahr 1932

Uber eine Serie von 2000 Hirntumoren berichtete, die er im Zeitraum von 30 Jahren
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(1901-1931) operiert hatte (Cushing 1932). Mithilfe dieser
Sammlung entwickelte Cushing, zusammen mit dem
Neuropathologen Percival Bailey (1892-1973), die
Hirntumorklassifikation weiter.

Diese neue Einteilung beinhaltete erstmals eine
systematische Subklassifizierung der Hirntumoren, die auf
einem histologischen Schema basierte. Die Systematik
dieser Klassifikation bildete den Grundstock der heutigen

Tumorklassifikation und allgemein der modernen Neuro-

Onkologie (Ferguson and Lesniak 2005), so dass Harvey

Cushing auch als “Schopfer der Neurochirurgie®

Abb. 2: Prof. Harvey Cushing

bezeichnet wurde (Foerster 1934).

Trotz fortwahrender Weiterentwicklung der therapeutischen Strategien sind Hirntumoren

auch heute noch aulierst schwer zu behandelnde Neoplasien.

,Der Pessimist wiirde sagen, dass es in den vergangenen 30 Jahren nur wenige
Verbesserungen in der Behandlung Maligner Gliome gegeben hat.“
(Rutka, Weyerbrock et al. 2006)

Die Prognose der Hirntumoren ist weiterhin unginstig, aufgrund heterogener
Tumorentitaten allerdings auch differenziert zu betrachten. Die Zahl der Neuerkrankungen
wird in Deutschland flir Manner auf 3500, fur Frauen auf 2900 Falle pro Jahr geschatzt
(Becker and Wahrendorf 1997).

1.1.2. WHO-Klassifikation der Hirntumore

Mit dem Ziel eine einheitliche, weltweit angewandte Klassifikation zu etablieren, werden
Hirntumore seit dem Ende der 70er Jahre von der Weltgesundheitsorganisation (World
Health Organization, WHO) in vier Malignitatsgrade (WHO-Grade I-IV) eingeteilt. Diese
Einteilung beruht auf der Annahme einer Entdifferenzierungsreihe und soll mit dem
mittleren postoperativ-rezidivfreien Intervall korrelieren (Zilch 1979). In einer zweiten
Auflage wurden im Jahr 1993 zusatzlich immunhistochemische Kenntnisse in die Kriterien
zur Abgrenzung der einzelnen Tumorentitdten integriet und die Nomenklatur
vereinheitlicht, was die klinische Diagnostik eindeutiger und zuverlassiger gemacht hat
(Kleihues, Burger et al. 1993). In der dritten Auflage des Jahres 2000 wurde schlief3lich
auch die Rolle der Tumorgenetik von der WHO-Arbeitsgruppe fir die Klassifikation

bertcksichtigt (Kleihues, Cavenee et al. 2000) und somit neue Forschungserkenntnisse
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integriert. Seit Juli 2007 existiert nun die vierte Auflage der WHO-Klassifikation (Louis,
Ohgaki et al. 2007), die die unterschiedlichen Tumorentitdten sieben Hauptgruppen

zuordnet:

1. Neuroepitheliale Tumoren (Gliome)

(u.a. Astrozytare Tumoren, Oligodendrogliale Tumoren)
Tumoren der Hirnnerven und peripheren Nerven
Tumoren der Meningen
Lymphome und hamatopoetische Neoplasien
Keimzelltumoren

Tumoren der Sella-Region

N o o s N

Metastasen

Fur die Gruppe der neuroepithelialen Tumoren wird auch heute noch der von Virchow
vorgeschlagene Uberbegriff “Gliome“ verwendet. Alle Tumoren dieser Hauptgruppe sind
dadurch charakterisiert, dass sie in den Zellen der Neuroglia ihren Ursprung haben.

In dieser Arbeit wird der Fokus im Folgenden auf die Untergruppen der astrozytaren und

der oligodendroglialen Tumoren gelegt.

1.1.2.1. Astrozytare Tumoren

Die Astozytaren Tumoren gehoéren zu der Hauptgruppe der Neuroepithelialen Tumoren
(Gliome) und zahlen zu den haufigsten, primaren Hirntumoren. Da sie von Astrozyten
sowie von astrozytaren Vorlauferzellen abstammen, sind sie durch die Expression des
Markerproteins GFAP (glial fibrillary acidic protein) charakterisiert (Pietsch and Wiestler
1997).

Trotz der, zum Teil dullerst unterschiedlichen Histologie und Malignitatsgrade, zeichnen
sich alle astrozytédren Tumoren durch ein infiltratives Wachstum in das umgebende
Hirngewebe aus, was fiir den unscharfen Ubergang von Tumorgewebe zu Hirngewebe
verantwortlich ist. Die exakte Tumorgrenze ist nur duerst schwer abgrenzbar, so dass
die komplette chirurgische Resektion mit vollstdndiger Heilung, bis auf wenige

Ausnahmen, ausgeschlossen ist.

Generell werden die Hirntumoren vom WHO-Grad | und Il zu den niedriggradigen
Neoplasien gezahlt, wahrend die Tumoren vom WHO-Grad Il und IV als hochgradig und

somit als maligne, bzw. semi-maligne angesehen werden.
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Von der WHO-Arbeitsgruppe wurde allerdings eine weitere klare Trennung zwischen den
bei Kindern und Jugendlichen auftretenden Astrozytomen (WHO-Grad |; pilozytisches
Astrozytom, subependymales Riesenzellastrozytom) und den diffus infiltrierenden
Astrozytomen des Erwachsenen (WHO-Grad |II-IV; z.B. diffuses Astrozytom,
anaplastisches Astrozytom, Glioblastom) vorgenommen. Lediglich fir die zweite Gruppe
ist eine regelhafte Tendenz zur Tumorprogression beschrieben, bei der das Glioblastom
als maligner Endpunkt angesehen wird (Kleihues, Cavenee et al. 2000).

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf Hirntumore des Erwachsenen, so dass im
Folgenden flir den Vergleich von niedrig- und hochgradigen Astrozytomen, dem
Glioblastom (WHO-Grad 1V) das diffuse Astrozytom (WHO-Grad IlI) gegenlbergestellt

wird.

1.1.2.1.1. Diffuses Astrozytom (WHO-Grad II)

Dieser astrogliale, meist primar gutartige Tumor ist durch ein hohes Mall an zellularer
Differenzierung, langsamen Wachstum und ausgepragter diffuser Infiltration in
angrenzende Hirnstrukturen charakterisiert. Trotz dieser Eigenschaften zeigt er eine
Tendenz zur malignen Progression und aufgrund des infiltrativen Wachstums sind
Rezidive selbst nach vollstandiger chirurgischer Resektion sehr haufig (Giese and
Westphal 2001).

Betroffen sind typischerweise junge Erwachsene, die Prognose ist mit einer 5-Jahres-
Uberlebensrate von 46,9% im Verhéltnis zu anderen Hirntumoren relativ gut (Norden and
Wen 2006).

1.1.2.1.2. Anaplastisches Astrozytom (WHO-Grad III)

Fokale oder generalisierte Zeichen der Anaplasie sind kennzeichnend fur diese
Tumorgruppe. Erhdhte Zelldichte, vermehrte mitotische Aktivitat, Kernpolymorphie und
vereinzelte Gefalproliferate gehdéren somit zu den morphologischen Kriterien und werden
zur Abgrenzung von anderen Tumorgruppen genutzt. Einzelzellnekrosen sind zu
detektieren, flachenhafte Nekrosen schlieBen dagegen die Diagnose eines
anaplastischen Astrozytoms (AA) aus und zeigen den Ubergang zum Glioblastom an.

Die Prognose ist durch den geringen Differenzierungsgrad der Zellen und die haufigen
Rezidive erheblich schlechter, als bei den niedriggradigen Astrozytomen. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate liegt hier bei 29,4%, Erwachsene des mittleren und héheren Lebensalters

sind primar betroffen.
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Tab. 1: Klassifikation, Morphologie und Epidemiologie der Astrozytdren Tumoren WHO-Grad II-IV
(Norden and Wen 2006)

WHO- | WHO- Morphologie Haufigkeit 5-Jahres- Medianes
Grad | Bezeichnung (% der Gliome) | Uberleben (%) | Uberleben
I Diffuses Hochdifferenziert, 1,7 46,9 3-8 Jahre
Astrozytom zellarm, geringe
Polymorphie
11 Anaplastisches | Anaplastische Zellen, 7,9 29,4 2-3 Jahre
Astrozytom Mitosen,
Einzelzellnekrosen
v Glioblastoma | Fldchennekrosen, 50,7 3,3 9-15
multiforme Gefalproliferate, Monate
hohe Polymorphie,
viele Mitosen
1.1.2.1.3. Glioblastoma multiforme (WHO-Grad V)

Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist mit einem Anteil von 24,4% der haufigste primare
Hirntumor (Hoffman, Propp et al. 2006) und weist zudem unter den glialen Tumoren die
hochste Malignitat auf. Insgesamt gehdrt es zu den am schnellsten proliferierenden

malignen Neoplasien des Menschen (Pietsch and Wiestler 1997).

Die Tumorzellen sind morphologisch vollstandig entdifferenziert, sehen embryonalen
Zellen sehr ahnlich und weisen, wie diese, eine hohe Teilungsrate auf.

Das unkontrollierbare Wachstum ins benachbarte Hirngewebe macht das Glioblastoma
multiforme zum gefahrlichsten bekannten Hirntumor. Es flihrt unter anderem dazu, dass
die Blutversorgung des Tumors nicht mehr sichergestellt ist und der Tumor versucht, Uber
die Expression von angiogenen Faktoren die Neoangiogenese zu beschleunigen. Die
daraus resultierenden Gefale sind allerdings durch eine gestorte Blut-Hirnschranke
gekennzeichnet (Vaquero, Zurita et al. 2000) und nicht in der Lage, den Tumor
ausreichend mit Nahrstoffen zu versorgen. Die gleichzeitige Ausschittung von
proinflammatorischen Zytokinen erhdht zusatzlich die GefalRpermeabilitat und fiihrt so zu
einem perifokalen Odem, welches fiir die typisch gesteigerte Kontrastmittelaufnahme bei
der Magnetresonanztomographie verantwortlich ist.

Bevorzugte Lokalisation des Glioblastoms sind die GroBhirnhemispharen, zum Teil mit

Infiltration des Balkens (Schmetterlingsgliom).

Fur die Entstehung des Glioblastoma multiforme sind insgesamt zwei Mechanismen
bekannt, die auf unterschiedliche Genotypen zurlickzufiihren sind (Henson 2006). Die
primare Form (80% der Falle) entsteht de novo und betrifft vor allem &ltere Patienten, die

bereits bei Diagnosestellung einen hochst malignen Tumor aufweisen. Die Tumorzellen
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weisen eine Aktivierung des EGF-Rezeptors (EGFR, epidermal growth factor receptor)
auf, der Zellteilung und Proliferation vermittelt (Wong, Bigner et al. 1987; Ekstrand, James
et al. 1991). Der Status des Tumorsuppressor-Gens p53 ist dagegen normal. Bei der
sekundaren Form entsteht das Glioblastoma multiforme langsam aus einem, zunachst
niedriggradigen Gliom, das mit der Zeit eine Entwicklung zum anaplastischen
Erscheinungsbild vollzieht. Hier liegt p53 in inaktivierter Form bei normaler Aktivitat des

EGFR vor. Vor allem jingere Patienten sind von dieser Form betroffen (Henson 2006).

Insgesamt ist das Glioblastom aber eine Erkrankung des hoéheren Lebensalters, die
Uberwiegende Mehrheit der Patienten ist zwischen 40 und 60 Jahre alt (Norden and Wen
2006). Die 2-Jahres-Uberlebensrate liegt bei lediglich 26,5%, nach 5 Jahren leben nur
noch 3,3% der betroffenen Patienten. Das mediane Uberleben der Patienten wird somit

lediglich mit 9-15 Monaten nach Diagnosestellung angegeben (Wen, Kesari et al. 2006).

Pathologie:
Makroskopisch und histopathologisch fallt das Glioblastoma multiforme durch

ausgepragte Zell- und Kernpolymorphie mit strichférmigen und flachenhaften
Tumorgewebsnekrosen auf. Das Tumorgewebe besteht aus kleinen, wenig differenzierten
neoplastischen Zellen, die eine hohe mitotische Aktivitdt aufweisen und zum Teil
proliferieren.

Diagnostische Kriterien sind neben erhdhter Zelldichte und Zellpolymorphie, der
histopathologische Nachweis von Tumorgewebsnekrosen und Gefaliproliferaten.
Fakultative Kriterien sind Einblutungen und Zysten sowie eine hohe Anzahl an Mitosen.
Charakteristisch flir das Glioblastom ist zudem ein abnormes, insuffizientes Gefalisystem,
welches Thrombenbildung beglinstigt und zu Nekrosen in nachfolgenden Tumorarealen
fuhren kann (Pietsch and Wiestler 1997). Die Infiltrationstendenz des Tumors zeigt sich
durch Tumorzellnester, welche weit in das gesunde Nachbargewebe hineinreichen und

die so genannte Infiltrationszone bilden (Burger, Heinz et al. 1988).

Therapie:
Bei der Therapie des biologisch aggressiven Glioblastoms steht der behandelnde Arzt vor

verschiedenen Herausforderungen, die in den folgenden Eigenschaften begrindet liegen
(Chamberlain 2006):

Lokalisation des Tumors im Gehirn

1.)
2.) Intrinsische Resistenz der Neoplasie gegeniber konventionellen Therapiemallhahmen
3.) Eingeschrankte Regenerationsfahigkeit des Gehirns

4.)

Weite Streuung der Tumorzellen ins Parenchym
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5.) Variabel gestérte Blut-Hirn-Schranke, die den gezielten Einsatz von
Medikamenten erschwert

6.) Undichtes Kapillarnetz, das zu Odemen im Bereich des Tumors und dariiber zu
erhohtem Hirndruck fuhrt

7.) Bedingte Antwort auf therapeutische Malnahmen

8.) Neurotoxizitat der, gegen die Gliome gerichteten, Therapien

Die Standardtherapie des Glioblastoma multiforme besteht derzeit aus einer Kombination
der radikalen Tumorresektion, Bestrahlung des betroffenen Areals und Chemotherapie mit
Alkylantien (Henson 2006). Nach Operation und adjuvanter Bestrahlung liegt die mittlere
Uberlebenszeit bei etwa 12 Monaten (Taphoorn, Stupp et al. 2005). Seit 2005 wird im
Rahmen der Standardtherapie der Einsatz des Alkylanziums Temozolomid zur
Chemotherapie empfohlen (Stupp, Mason et al. 2005; Stupp, Hegi et al. 2007).

Trotz aller Fortschritte in der Therapie kann der Tumor bis heute aber nicht geheilt
werden, die Uberlebensraten sind weiter frustrierend. Es treten Rezidive auf, die noch
schlechter zu behandeln sind, schlieRlich zu neurologischen Ausfallen und zwangslaufig
zum Tod fuhren (Giese and Westphal 2001).

1.1.2.2. Oligodendrogliale Tumoren

Die Gruppe der Oligodendroglialen Tumoren stammt ebenfalls vom neuroepithelialen
Gewebe (Oligodendrozyten, oligodendrogliale Vorlauferzellen) ab, stellt allerdings mit 5%
aller primaren Hirntumore (Baehring 2005) eine eher kleinere Gruppe innerhalb der
Hirntumoren dar. Trotzdem haben diese Tumorentitaten in der Vergangenheit viel
Aufmerksamkeit auf sich gezogen, da ein Teil der Tumoren sehr gut auf Chemotherapie
anspricht. Aufgrund ihrer molekularen Eigenschaften konnten sie in prognostisch
relevante Untergruppen eingeteilt werden, die auch klinisch von Bedeutung sind
(Engelhard, Stelea et al. 2003). Es wurde bestatigt, dass bei Patienten mit Verlust des
Chromosoms 1q, des Chromosoms 19q oder beider Chromosomen (-1g/-19q) der Tumor
zwar mit dem oligodendroglialen Phanotyp korreliert, diese Patienten aber eine sehr viel
bessere Prognose haben sowie fast vollstdndig auf Chemotherapie reagieren (Ino,
Betensky et al. 2001). Der Verlust der Heterozygotie fur diese beiden Chromosomen lasst
sich fur 50-70% der Patienten feststellen (Norden and Wen 2006).

Auch die Oligodendroglialen Tumoren sind eine Erkrankung des héheren Lebensalters,
die hochste Inzidenz liegt zwischen 55 und 64 Jahren, bei einer Gesamtinzidenz von 0,69
pro 100.000 Einwohnern (Baehring 2005).

10



Einleitung

Oligodendrogliom (WHO-Grad I1):

Beim Oligodendrogliom handelt es sich um einen langsam wachsenden,

hochdifferenzierten und diffus infiltrierenden Tumor, der bevorzugt in den
Grol3hirnhemispharen auftritt.

Das histologische Erscheinungsbild zeigt ein homogenes Muster mit isomorphen
Tumorzellen und vielen Kapillaren. Als charakteristisch flr diesen Tumor wird die so
genannte ,Honigwaben“-Architektur angesehen. Diese entsteht durch die regelmalig
konfigurierten, rundkernigen Tumorzellen, deren Zytoplasma im klassischen Bild optisch
leer erscheint. Vor allem in der Infilirationszone lassen sich regelmalig
Mikroverkalkungen feststellen (Engelhard, Stelea et al. 2002).

Die Prognose liegt bei einer 10-Jahres-Uberlebensrate von 53,2% (Baehring 2005).

Anaplastisches Oligodendrogliom (WHO-Grad III):

Im Vergleich zum Oligodendrogliom zeigt das Anaplastische Oligodendrogliom (AQ)

bereits deutliche Zeichen der malignen Transformation.

Histopathologisch lassen sich Zeichen der Entdifferenzierung feststellen. Neben der
erhdhten Zelldichte und der verstarkten Kernpolymorphologie, die auf Proliferation und
erhdhte mitotische Aktivitat hinweisen, lassen sich gelegentlich auch Kapillarproliferate
und Einzelzellnekrosen finden. Die typische ,Honigwaben“-Struktur kann verloren gehen
(Engelhard, Stelea et al. 2003).

Aufgrund der deutlich héheren Malignitat liegt die 10-Jahres-Uberlebensrate bei nur noch
29,6% (Baehring 2005).

Die histopathologischen Kriterien des Anaplastischen Oligodendroglioms sind denen des
Glioblastoma multiforme (WHO-Grad V) sehr ahnlich, so dass eine histopathologische
Abgrenzung mitunter duBerst schwierig sein kann (Louis, Holland et al. 2001). In einigen
Fallen kommt es im Rahmen des Tumorwachstums auch zum Ubergang vom
Anaplastischen Oligodendrogliom zum Glioblastom (Burton and Prados 2000; Tatter
2002).
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1.1.3. Moderne Strategien fur die Therapie maligner Hirntumoren

In den vergangenen Jahren konnten durch zunehmendes Verstandnis der genetischen
Veranderungen im Hirntumor molekulare Ansatze entwickelt werden, die gezielt auf
bestimmte Molekiile ausgerichtet sind.

Ein vielversprechendes Ziel flr die Therapie des de novo-entstandenen primaren
Glioblastoms stellt dabei EGFR (epidermal growth factor receptor) dar, fir das eine
Amplifikation und Uberexpression in 40% der primaren Glioblastoma multiforme
nachgewiesen wurde. Die hohe Aktivitadt des EGFR-Transduktionsweges flihrt zu
Zellproliferation, verstarkter Tumorinvasivitdit und Angiogenese sowie Inhibition der
Apoptose. Mehrere Inhibitoren gegen EGFR wurden in verschiedenen Studien eingesetzt,
die zwar ohne gravierende Nebenwirkungen abliefen, dafir aber auch nur eine geringe
Antwort auf die Therapie erzielen konnten (0-25%) (Kleihues and Ohgaki 1999; Wen,
Kesari et al. 2006).

Mit VEGF (vascular endothelial growth factor A) und dem dazu gehdrigen VEGFR-2
(VEGF-Rezeptor 2) waren weitere Wachstumsfaktoren als molekulares Ziel einer
Therapie unter Beobachtung. VEGF ist ein Stimulationsfaktor fir die Tumorangiogenese
und zum Teil verantwortlich fir peritumorale Odeme (Norden and Wen 2006). Die
Expression wird unter anderem durch Gewebshypoxie induziert, flr unterschiedliche
Gewebsarten konnte der Einfluss auf die Gefalentwicklung nachgewiesen werden
(Ferrara 2000; Ng, Krilleke et al. 2006). /n vitro fuhrt die Aktivierung von VEGFR-2 durch
VEGF zu Proliferation, Migration und vermehrter Bildung von Gefallen (Frelin, Ladoux et
al. 2000; Jia, Bagherzadeh et al. 2004). Mehrere klinische und praklinische Studien mit,
gegen das VEGFR-2/VEGF-System gerichteten, Antikérpern (z.B. Bevacizumab) konnten
zeigen, dass Neoangiogenese im Glioblastom unterdriickt wird und in Kombination mit
dem Chemotherapeutikum Irinotecan zu einer Zunahme des progressionsfreien
Uberleben von 6 Monaten fiihrt (30% fiir GBM, 56% fiir AA) (Vredenburgh, Desjardins et
al. 2007). Allerdings wurde in Glioblastom-Tiermodellen nach einigen Tagen trotz
kontinuierlicher Behandlung gegen das VEGFR-2/VEGF-System ein erneutes Auftreten
der Angiogenese festgestellt (Tong, Boucher et al. 2004; Winkler, Kozin et al. 2004). Der
Mechanismus fur dieses Wiederauftreten der GefalBneubildung ist bisher noch nicht
geklart und stellt somit den langfristigen Erfolg des Therapieansatzes in Frage.

Trotz optimal eingesetzter Therapien ist bislang noch kein Durchbruch in der Behandlung
der malignen Hirntumoren erzielt worden, so dass das Interesse der Wissenschaft weiter
auf innovative experimentelle Strategien aufderhalb der klassischen Methoden (Chirurgie,

Strahlentherapie, Chemotherapie) gerichtet ist.
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1.2. Mesenchymale Stammzellen

Im adulten Knochenmark existiert neben den vollstdndig charakterisierten
hamatopoetischen Stammzellen (HSC), zusténdig fur die lebenslange Produktion von
Blutzellen, mit den mesenchymalen Stammzellen (MSC) eine weitere Stammzell-
Population (Devine 2002).

MSC, auch als mesenchymale Stromazellen bezeichnet, wurden zum ersten Mal von
Friedenstein und Kollegen im Jahr 1970 (Friedenstein, Chailakhjan et al. 1970) als
Kolonie-bildende Fibroblasten (“colony forming unit fibroblasts®, CFU-Fs) sowie als
mdglicher Ursprung fir osteoblastische, adipogene und chondrogene Zellen
(Friedenstein, Gorskaja et al. 1976) identifiziert. Die erste genauere Beschreibung ihres
Differenzierungspotenzials in mesenchymales Gewebe erfolgte allerdings erst im Jahr
1999 durch Pittenger et al. (Pittenger, Mackay et al. 1999).

Auch wenn die MSC mit 0,001-0,01% lediglich einen sehr kleinen Anteil der Zellen des
Knochenmarks stellen, sind sie einfach zu isolieren und mit hoher Effektivitat zu
expandieren (Pittenger and Martin 2004). In Kombination mit dem mdglichen
Differenzierungspotenzial haben sie deshalb grolies Interesse der Wissenschaft im
Bereich der Gentherapie, der regenerativen Medizin und der Gewebezucht (Tissue

Engeneering) auf sich gezogen.

1.2.1. Isolierung und Charakterisierung

Die am weitesten verbreitete Methode zur Gewinnung mesenchymaler Stammzellen ist
die Isolation aus Knochenmarks-Aspirat, das mithilfe einer Knochenmarkspunktion aus
dem Beckenkamm des adulten Menschen gewonnen wird (Abdallah and Kassem 2008).

Allerdings ist es trotz intensiver Bemihungen bislang noch nicht gelungen, einen
spezifischen Marker flr diese Zellpopulation zu identifizieren. Aus diesem Grund sind
MSC in Bezug auf Morphologie, Physiologie und Expression von Oberflachenmolekulen
eine heterogene Population. Baddoo und Kollegen haben im Jahr 2003 eine Kombination
aus zwei Eigenschaften zur Selektion vorgeschlagen (Baddoo, Hill et al. 2003).
Adharentes Wachstum auf Plastikoberflachen gilt dabei als Voraussetzung, wahrend HSC
durch negative Selektion mit Antikérpern gegen CD45, CD34 und CD11b beseitigt
werden. Verschiedene Arbeitsgruppen haben MSC in den vergangenen Jahren beziglich
der Expression von Oberflachenmolekilen untersucht. Fir die aus dem Knochenmark
isolierte Population wurde die Expression von CD29, CD44, CD73, CD90, CD105,
CD106, CD166, STRO-1 und Sca-1 nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass die,
fur die hamatopoetische Zellreihe charakteristischen, Oberflachenproteine CD11b, CD14,
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CD31, CD33, CD34, CD133 und CD45 nicht exprimiert sind (Pittenger, Mackay et al.
1999). Die Zellen exprimieren ebenfalls kein HLA-Klasse Il (MHC-II), wahrend HLA-
Klasse | (MHC-I) auf einem Teil der MSC nachzuweisen ist (Pittenger, Mackay et al.
1999).

Obligat ist bei allen Methoden der MSC-Isolierung der Nachweis des
Differenzierungspotenzials in mesenchymales Gewebe wie Adipozyten, Chondrozyten
und Osteozyten (Pittenger, Mackay et al. 1999; Baddoo, Hill et al. 2003).

Tab. 2: Tabellarische Zusammenstellung charakteristischer Oberflachenmolekiile auf MSC.

a) auf mesenchymalen Stammzellen exprimierte Oberflachenmolekiile

Name Alias Funktion

CD29 [3-1-Integrin Zell-Zell-Adhasionsmolekdl

CD44 Pgp1 Matrix-Adhasionsmolekiil

CD73 SH3, SH4 Endotheladhasion, Adenosinregulation

CD90 Thy-1 Zell-Matrix-Interaktionen

CD105 SH1, Endoglin Regulatorische Komponente des TGF-3-Rezeptors

CD106 Neurolin, VCAM-1 Adhasionsmolekul fur CD6

CD166 ALCAM Zelladhasion

Sca-1 Ataxin-1 Unbekannt

STRO-1 Unbekannt

a) nicht auf mesenchymalen Stammzellen exprimierte Oberflachenmolekiile

Name Alias Funktion

CD11b AlphaM-beta2 bindet CD54, ECM, iC3b

CD14 LPSR Endotoxinrezeptor

CD31 PECAM-1 Adhasionsmolekiil, CD38-Rezeptor

CD33 gp67 Adhasionsmolekdl

CD34 gp105-120 Zell-Zell Adhasion

CD45 Leukocyte Common | T-und B-Zell-Antigenrezeptor-vermittelte Aktivierung
Antigen

CD133 PROMLA1 Unbekannt

HLA-DR MHC-II Rezeptor fir CD4+ T-Lymphozyten zur Immunabwehr
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In einem Positionspapier aus dem Jahr 2006 hat die ,International Society for Cellular
Therapy* (ISCT) folgende Mindestkriterien vorgeschlagen, um eine einheitliche

Isolationsmethode zu etablieren (Dominici, Le Blanc et al. 2006):

1)) Adharentes  Wachstum auf  Plastikoberflachen unter  Standard-
Kulturbedingungen

2) Expression von CD105, CD73 und CD90,
fehlende Expression von CD45, CD34, CD14 oder CD11b, CD79 oder CD19
und HLA-Klasse I

3) In vitro-Differenzierungspotenzial in Osteoblasten, Chrondroblasten und

Adipozyten

Zusatzlich zum Knochenmark konnten in mehreren Studien weitere Gewebetypen als
Quellen fir mesenchymale Stammzellen identifiziert werden (Bobis, Jarocha et al. 2006;
Keating 2006). Zellen mit vergleichbaren Eigenschaften wurden in Fettgewebe (Gronthos,
Franklin et al. 2001), in Nabelschnurblut und in Chorionzotten der Plazenta (Igura, Zhang
et al. 2004), in Amnionflussigkeit (Tsai, Lee et al. 2004), in peripheren Blut (Zvaifler,
Marinova-Mutafchieva et al. 2000) sowie in der fetalen Leber (Campagnoli, Roberts et al.
2001) und Lunge (in 't Anker, Noort et al. 2003) nachgewiesen.

1.2.2. Differenzierungspotenzial

Neben der Fahigkeit sich selbst zu erneuern, sind MSC weiter multipotent (Jiang,
Jahagirdar et al. 2002). Die Differenzierung in Gewebe mesodermalen Ursprungs wie
Knochen, Knorpel und Fettgewebe wurde bereits von mehreren Arbeitsgruppen
beschrieben (Bruder, Kraus et al. 1998; Bruder, Kurth et al. 1998; Johnstone, Hering et al.
1998; Dennis, Merriam et al. 1999; Digirolamo, Stokes et al. 1999; Muraglia, Cancedda et
al. 2000; Barry, Boynton et al. 2001; Dennis and Charbord 2002). Sie ist definitionsgeman
ein obligates Kennzeichen der MSC.

Infolge der zwei- bis dreiwdchigen Inkubation mit B-Glyzerolphosphat, Ascorbinsaure und
Dexamethason werden MSC zu osteoblastischen Zellen, die durch Expression der
alkalischen Phosphatase charakterisiert sind. Chondrogene Differenzierung kann bei
dreidimensionaler Kultivierung und Zugabe von TGF-f (transforming growth factor beta)
erzielt werden. Diese Chondrozyten exprimieren verschiedene Knorpel-spezifische
Komponenten der Extrazelluldaren Matrix, u.a. Glycosaminoglykan und Kollagen Typ II.
Die Adipogenese wird durch einen hormonellen Cocktail, bestehend aus Dexamethason,

Methyl-Isobutylxanthin, Insulin und Indomethazin induziert. Die so entstehenden

15



Einleitung

Adipozyten beginnen mit der Produktion von grofRen Lipid-geflllten Vakuolen (Barry and
Murphy 2004; Bobis, Jarocha et al. 2006).

Mittlerweile gibt es weitere Berichte von in vitro-Studien, die neben diesen drei
Entwicklungsprozessen auch die Differenzierung in weitere Zelltypen beschreiben. Dabei
konnte die Myogenese initiiert werden, so dass sich multinukleare Zellen mit
Eigenschaften von Muskelzellen entwickelten (Phinney, Kopen et al. 1999). Durch
Kultivierung unter speziellen Kulturbedingungen begannen MSC zudem mit der
Expression friiher Marker der neurogenen Differenzierung (Sanchez-Ramos, Song et al.
2000; Deng, Obrocka et al. 2001) und zeigten spater einen neuralen Phanotyp
(Woodbury, Schwarz et al. 2000; Kohyama, Abe et al. 2001).

Von grolier Bedeutung fur die vorliegende Arbeit waren Studien, die sich mit der Rolle
mesenchymaler Stammzellen im Rahmen der GefalRentwicklung beschaftigt haben.

Die Zugabe von VEGF, EGF und Hydrokortison flihrte dazu, dass MSC in vitro mit der
Expression spezifischer endothelialer Marker begannen und charakteristische Zytokine
sezernierten (Gang, Jeong et al. 2006). AnschlieBend durchgefiihrte funktionelle
Versuche haben dabei bestatigt, dass es sich bei den so differenzierten Zellen um
Endothelzellen handelt (Oswald, Boxberger et al. 2004).

Self renewal . Mesenchymal Stem Cell

MSC Proliferation
Stem Cell

Osteogenesis Chondrogenesis Myogenesis Marrow Stroma Tendogenesis / Adipoéenesis Other
Ligamentogenesis

Progentior

Transitory Transitory Myoblast Transitory Transitory
osteoblast chondrocyte stromal cell fibroblasts

G 0 = & &5 |

o -Pg\f%j Neurons
Mature Cell . | 5 O by

e
' 4

Osteoblast N Epithelial Cells
S : S . Q ;"‘r.\ N, Adipocytes P
Terminal /’( |§ N a,l v L sfe b
Differentiation g - Cardiomyocytes
Bone Cartilage Muscle Stromal cells Tendon o«
Osteocytes Chondrocytes Myoblasts Tenocytes L aﬁs D
Hepatocytes
: : . -\
Abb. 3: Differenzierungspotenzial mesenchymaler Stammzellen. St

MSC koénnen sich in verschiedene Zelltypen mesenchymalen Gewebes
differenzieren (Osteozyten, Chondrozyten, Myoblasten, Stromazellen, Tenozyten, Endothelial Cells
Adipozyten). Daruber hinaus wurde eine mogliche Differenzierung in weitere

Zelltypen beschrieben (Neuronen, Epithelzellen, Kardiomyzten, Hepatozyten,
Endothelzellen).

(Modifizierte Abbildung der Biomedical Tissue Research Group, University of York;
http://www.york.ac.uk/res/btr/Image % 20Library/MSC % 20diff.jpg)
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Dieses endotheliale Differenzierungspotenzial war zuvor bereits im Mausmodell
untersucht worden. Isolierte MSC sind hierbei sowohl ins Myokard als auch in die
Skelettmuskulatur injiziert worden (Gojo, Gojo et al. 2003). Durch diese Injektion wurde
nicht nur eine gesteigerte GefalRdichte induziert, die Zellen konnten sogar direkt im neu
gebildeten Endothel der Gefalie identifiziert werden. Die MSC hatten sich auch hier in
Endothelzellen differenziert. Vergleichbare Ergebnisse wurden in einem Rattenmodell
erzielt, bei dem MSC nach einem Myokardinfarkt in das betroffene Areal injiziert worden

waren (Davani, Marandin et al. 2003).

1.2.3. Rekrutierung mesenchymaler Stammzellen

Bevor sich MSC in die verschiedenen Zelltypen differenzieren kdbnnen, missen die Zellen
allerdings aus dem Knochenmark mobilisiert und in das entsprechende Gewebe rekrutiert
werden (Jiang, Jahagirdar et al. 2002; Lapidot and Petit 2002). Dieser Vorgang wird unter
anderem durch Chemokine vermittelt, die von den Zellen des Gewebes sezerniert
werden. Chemokine sind Zytokine, die spezifische Rezeptoren auf MSC aktivieren und
Uber diesen Mechanismus eine chemotaktische Wirkung auf die Zellen ausiben (Lapidot
and Petit 2002). Die Chemokinrezeptoren CCR1, CCR4, CCR7, CCR10 und CXCRS5 sind
dabei auf MSC aktiv exprimiert (Von Luttichau, Notohamiprodjo et al. 2005).

Der Vorgang der Rekrutierung von MSC als Reaktion auf Gewebestress und
Gewebsschadigung wurde bereits in verschiedenen Studien nachgewiesen. In einem
Mausmodell flr den Schlaganfall wurden MSC lokal in das Striatum injiziert, was zu einer
Wanderbewegung der Zellen fihrte und die MSC letztendlich fast vollstandig im Bereich
der Verletzung nachzuweisen waren (Li, Chopp et al. 2000). Fur traumatische
Hirnverletzungen wurde gezeigt, dass MSC auch nach intravendser Applikation ins Gehirn
wandern und sich dort selektiv im Bereich der Verletzung ansammeln (Mahmood, Lu et al.
2001). Die Rolle der mobilisierbaren Stammzellen wurde als Reservefunktion fiir solide
Organe im Falle einer Verletzung interpretiert, so dass die Zellen notwendige
Reparaturvorgange moglicherweise unterstitzen kénnen (Korbling and Estrov 2003).
DarlUber hinaus werden MSC auch im Rahmen des Tumorwachstums rekrutiert. Sowohl in
vitro (Nakamura, Ito et al. 2004; Schichor, Birnbaum et al. 2006) als auch in vivo zeigen
MSC einen deutlichen Tropismus zum malignen Hirntumor (Nakamura, Ito et al. 2004;
Brower 2005; Hamada, Kobune et al. 2005; Nakamizo, Marini et al. 2005).

Selbst nach systemischer Applikation werden MSC aus der Peripherie in Tumorgewebe
rekrutiert (Studeny, Marini et al. 2002). Dieser Mechanismus konnte von Nakamizo und
Kollegen kuirzlich auch fur das GBM nachgewiesen werden. Nach Injektion in die

Karotiden sammelten sich die MSC ausschlieRlich im Hirntumor an, unabhangig davon ob
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sie in die ipsi- oder kontralaterale Karotis injiziert worden waren (Nakamizo, Marini et al.
2005).

1.2.4. Therapeutische Anwendungen

Aufgrund der zuvor beschriebenen Eigenschaften des ausgepragten proliferativen
Potenzials und der Moglichkeit, sich in verschiedene Zelltypen zu differenzieren, sind
MSC aulerst interessant fur den Einsatz in der regenerativen Medizin. In den
vergangenen Jahren sind sie zudem im Bereich der Zellbiologie und Gentherapie fir
zahlreiche therapeutische Ansatze erprobt worden.

MSC koénnen hierflr autolog oder allogen eingesetzt und aufgrund der Rekrutierung
sowohl lokal als auch systemisch appliziert werden. Gerade die autologe Anwendung ist
dabei von grolRem Interesse. Dabei werden die Zellen dem Patienten vor der Therapie
entnommen, aullerhalb des Koérpers vermehrt und gegebenenfalls modifiziert, um dann

anschlielend demselben Patienten wieder zugefuhrt zu werden.

Im Bereich der regenerativen Medizin konnte eine erste erfolgreiche Strategie fir die
Behandlung der Osteogenesis imperfecta etabliert werden. Bei dieser Krankheit kommt es
aufgrund einer Kollagenmutation zu einer erhdhten Knochenbruchwahrscheinlichkeit. Die
allogene MSC-Transplantation bewirkte hier eine Verbesserung der Knochenstruktur und
der klinischen Entwicklung der Patienten (Horwitz, Prockop et al. 1999; Horwitz, Prockop
et al. 2001). Durch genetische Modifikation der MSC wird nun versucht, einen kausalen
Therapieansatz zu entwickeln, so dass der Kollagenstoffwechsel gezielt beeinflusst wird
(Chamberlain, Schwarze et al. 2004).

Es gibt weitere, bereits klinisch erprobte Therapieansatze, bei denen MSC mit
unterschiedlicher Zielsetzung eingesetzt wurden (Tab. 3). Wie bei der Osteogenesis
imperfecta wurden MSC auch bei groRen Knochendefekten und nach Myokardinfarkten

zur verbesserten Regeneration des geschadigten Gewebes verabreicht.

Weitere mdgliche Einsatzgebiete mesenchymaler Stammzellen werden zurzeit noch in
experimentellen Studien in Tierversuchen getestet. So sollen die Zellen einen positiven
Effekt auf die Regeneration von Knorpelgewebe ausliben (Wakitani, Goto et al. 1994;
Caplan, Elyaderani et al. 1997), Lungengewebe gegen schadliche, exogene Einflisse
schutzen (Ortiz, Gambelli et al. 2003), zu einer Verbesserung der Mikrozirkulation sowie
zur beschleunigten Gewebserneuerung bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
(CED) fuhren (Khalil, Weiler et al. 2007) und die Regeneration lymphatischer Gefalie

unterstitzen (Conrad, Niess et al. 2009).
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Tab. 3: Tabellarische Zusammenstellung von Beispielen der klinischen Therapie mit MSC.

Indikation Einsatz der MSC Ergebnis Referenz
Osteogenesis Allogene Knochenneubildung, (Horwitz, Prockop
imperfecta KM-Transplantation | Anwachsen der MSC (3/3) et al. 1999)
GroRe Autologe MSC auf | Verbesserter Wiederaufbau des | (Quarto,
Knochendefekte einer Matrix Knochens (3/3) Mastrogiacomo et
al. 2001)
Myokardinfarkt Lokale Injektion Verbesserte Funktion (4/6) (Stamm, Westphal
und Gewebsdurchblutung (5/6) | et al. 2003)
Schwere Allogene Verbesserte Regeneration der | (Fouillard,
idiopathische MSC-Infusion Knochenmarkstromas (1/1) Bensidhoum et al.
aplastische 2003)
Anamie
Metachromatische | Allogene Kein GvHD, (Koc, Day et al.
Leukodystrophie MSC-Infusion nach | verbesserte 2002)

(MLD) und Hurler- | KM-Transplantation | Nervenleitgeschwindigkeit (4/6)
Syndrom

Zunehmende Beachtung finden MSC auch in der Gentherapie bei speziellen Erb- oder
Tumorerkrankungen. Sie lassen sich gut durch Transduktionen mit viralen Vektoren oder
Transfektionen mit bestimmten DNA-Fragmenten genetisch modifizieren, so dass in
diesem Gebiet zurzeit zahlreiche Strategien zum Einsatz der MSC entwickelt werden
(Hamada, Kobune et al. 2005; Bobis, Jarocha et al. 2006).

1.2.5. Anséatze in der Therapie des Glioblastoma multiforme

Im Jahr 2000 wurden die ersten Studien zum Einsatz der Stammzelltherapie bei malignen
Hirntumoren veréffentlicht. Zu diesem Zeitpunkt wurde im Tiermodell mit neuralen
Stammzellen (NSC) gearbeitet, die aus embryonalen Stammzellen generiert werden
kénnen oder dem fetalen Gehirn entnommen werden missen.

Aboody et al. konnten zeigen, dass diese NSC ausgepragte migratorische Eigenschaften
besitzen und sich in der Peripherie von Hirntumoren ansiedeln. Sowohl nach Injektion in
die kontralaterale Hemisphare als auch nach systemischer Applikation zeigten die
Stammzellen einen deutlichen Tropismus in Richtung des Tumors (Aboody, Brown et al.
2000). Diese gezielte Migration lief3 sich in weiteren Untersuchungen auch therapeutisch
nutzen. Hierbei wurde durch modifizierte Adeno- und Retroviren eine Uberexpression der
Zytokine Interleukin-4 (IL-4) (Benedetti, Pirola et al. 2000), Interleukin-12 (IL-12)
(Ehtesham, Kabos et al. 2002) und TRAIL (Tumor necrosis factor Related Apoptosis
Inducing Ligand) (Ehtesham, Kabos et al. 2002) erreicht, was zu einer signifikanten

Abschwachung des Tumorwachstums flhrte.
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Allerdings ist eine Therapie mit NSC trotz dieser interessanten Ergebnisse als
problematisch anzusehen. Neben offensichtlichen ethischen Problemen ware es zudem
aulerst schwierig, ausreichende Zellzahlen fiir eine autologe Stammzelltherapie

bereitzustellen.

Aus diesem Grund hat sich das Interesse der Forschung in den vergangenen Jahren
zunehmend von den embryonalen NSC zu den adulten MSC verlagert. Aufbauend auf
der, unter Kap. 1.2.3 beschriebenen Rekrutierung der MSC wurden Strategien fir die
Gliomtherapie entwickelt.

MSC wurden hierzu mit modifizierten Adenoviren infiziert, um bestimmte Zytokine (IL-2,
IFN-B) Ubermafig zu exprimieren (Hamada, Kobune et al. 2005; Nakamizo, Marini et al.
2005). Es wurde gezeigt, dass sowohl nach direkter Injektion der modifizierten
Stammzellen in den Tumor als auch nach systemischer Applikation der Zellen in die
Karotiden das Uberleben der Versuchstiere signifikant verlangert wurde (Nakamizo,
Marini et al. 2005).

Genmodifizierte Stammzellen wurden unter anderem mit dem, von den Griechen in der
Schlacht um Troja eingesetzten, ,Trojanischen Pferd“ verglichen (Arap and Pasqualini
2004). Die primar zur Unterstlitzung des Tumorwachstums angelockten Stammzellen
entfachen dabei nach der Integration in den Tumor eine zytotoxische Wirkung und stéren

das Tumorwachstum (Arap and Pasqualini 2004).

Endothelzellen

i
W

Blutgefal Tumar Blutgefar: Tumar

Abb. 4: Gennerelles Prinzip fur den Einsatz von genmodifizierten Stammzellen als Vehikel
far therapeutische Vektoren.

Genmodifizierten Stammzellen werden in das Tumorgewebe rekrutiert und integriert (rote Zellen
mit schwarzem Zellkern). Durch Aktivierung des therapeutischen Vektors in den Zellen kann eine
gezielte Schadigung des Tumorgewebes ausgeldst werden (von den integrierten roten Zellen
ausgehende Pfeile).

Modifizierte Abbildung von (Arap and Pasqualini 2004), mit freundlicher Genehmigung des
Elsevier-Verlags.
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1.3. Gefal3biologie
1.3.1. Gefal3system des Glioblastoma multiforme

Die starke Neangiogenese im Rahmen des Tumorwachstums ist dafir verantwortlich,
dass das Glioblastom zu den am starksten vaskularisierten Tumoren des Menschen
gezahlt wird.

Das neu gebildete Gefallsystem zeigt dabei allerdings keinen normalen Phanotyp auf,
sondern erscheint als Netzwerk unregelmafig geformter, dilatierter und gewundener
GefalRe (Plate and Mennel 1995). Diese bizarren, aber charakteristischen Strukturen
ahneln Glomeruli und werden von geschwollenen Gefal3zellen gebildet, die zum Teil
mehrschichtig angeordnet sind und in das GefaRlumen proliferieren (Wesseling, Ruiter et
al. 1997). Im Vergleich zu normal konfigurierten Gefal3en ist die Basalmembran der
entstehenden Gefalle des GBM unregelmalig, der GefalRwand fehlt eine kontinuierliche
Ummantelung durch Perizyten (Lin and Sessa 2004; Fischer, Gagner et al. 2005).

Die funktionellen Eigenschaften der Gefalle sind schlecht, so dass das GefalRsystem trotz
der aktiven Angiogenese nicht in der Lage ist, den Tumor ausreichend zu oxygenieren
und mit Nahrstoffen zu versorgen (Preusser, Haberler et al. 2006). Deshalb treten
flachenhafte Nekrosen auf, die wie die Gefalproliferate zur histopathologischen
Abgrenzung von anderen Tumorentitaten genutzt werden. Zudem ist die Blut-Hirn-
Schranke sehr durchlassig, was unter anderem zum Tumor-assoziierten Odem und der
verstarkten Kontrastmittel-Aufnahme im MRT fihrt. Klinische Auswirkung hiervon ist das
erhohte Risiko intratumoraler Blutungen (Fischer, Gagner et al. 2005).

Die Entwicklung der neuen Gefalle wurde bisher Giber zwei Mechanismen erklart. Auf der
einen Seite spielt die klassische Angiogenese eine wichtige Rolle, bei der die neuen
Kapillaren von bereits existierenden Gefalen aussprossen. Auf der anderen Seite lauft
aber auch die Vaskulogenese ab, bei der einzelne endotheliale Zellen bzw.
Vorlauferzellen in den Tumor wandern und die extensive Gefalineubildung unterstutzen
(Goldbrunner, Bernstein et al. 1999). Die genaue Herkunft dieser endothelialen
Vorlauferzellen ist noch nicht vollstandig geklart. Es wird aber vermutet, dass es sich um
zirkulierende Zellen aus dem Knochenmark handelt (Urbich and Dimmeler 2004; Adams
and Alitalo 2007).

1.3.2. Hamangiogenese im adulten Organismus

Unter physiologischen Bedingungen werden BlutgefalRe entweder wahrend der

Embryonalentwicklung gebildet, bei der Wundheilung oder in der Uterusschleimhaut im
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Rahmen des weiblichen Menstruationszyklus. Dariber hinaus gibt es zahlreiche
pathologische Prozesse, die eine Gefallneubildung erfordern. Hierzu zahlen Ischamien,
chronisch-inflammatorische Krankheiten, aber auch Neoplasien (Fischer, Gagner et al.
2005). Bereits im Jahr 1971 stellte Folkman die Hypothese auf, dass Angiogenese
Voraussetzung fir kontinuierliches Wachstum solider Tumoren ist und die anti-angiogene
Behandlung einen erfolgsversprechenden Therapieansatz darstellen kénnte (Folkman
1971). Bei verschiedenen Tumorerkrankungen (z.B. Mamma-, Prostatakarzinom)
korreliert die erhdhte GefaRdichte direkt mit der Metastasierung und negativ mit dem

Uberleben der Patienten (Wesseling, Ruiter et al. 1997).

1.3.3. Lymphangiogenese im adulten Organismus

Neben der Kornea des Auges und dem mannlichen Hoden ist das Parenchym des
Zentralen Nervensystems das einzige Gewebe, das unter normalen Bedingungen keine
Lymphgefalie besitzt (Cursiefen, Chen et al. 2003; Johnston, Zakharov et al. 2004;
Maruyama, |li et al. 2005). Im Gehirn Ubernimmt stattdessen die zirkulierende
zerebrospinale Flussigkeit die Funktionen des Lymphabflusses (Johnston and
Papaiconomou 2002).

In anderen Organen hat das LymphgefalRsystem dagegen eine grole Bedeutung, und vor
allem unter pathologischen Bedingungen spielt die Lymphangiogenese eine
entscheidende Rolle. Neben der Rheumatoiden Arthritis, der Diabetischen Retinopathie
und der Arteriosklerose ist vor allem das Wachstum von Tumoren und die anschlieRende
Metastasierung eng mit der Lymphangiogenese verknipft (Kato, Shimoda et al. 2006).
Die lymphatischen GefaRe dienen dabei einer Vielzahl von Tumoren als primarer
Ausbreitungsweg zur Metastasierung (He, Rajantie et al. 2004), so dass der Befall der
Lymphknoten als einer der wichtigsten Indikatoren fir die Aggressivitat eines Tumors
angesehen wird (Swartz and Skobe 2001). Uber die Sekretion verschiedener
Wachstumsfaktoren, Zytokine und Chemokine kénnen Tumoren die Bildung neuer
Lymphgefalle induzieren und so aktiv zur Metastasierung in die Lymphknoten beitragen
(Ji  2006). Beim Mamma-Karzinom, dem malignen Melanom und dem
Plattenepithelkarzinom der Hals- und Nackenregion wurde die Lymphangiogenese als
prognostischer Parameter flir das Risiko der Lymphknoten-Metastasierung identifiziert,
die somit einen entscheidenden Einfluss auf die Prognose der Patienten hat (Beasley,
Prevo et al. 2002; Dadras, Paul et al. 2003; Maula, Luukkaa et al. 2003; Nakamura,
Yasuoka et al. 2005). Aus diesem Grund ist die Untersuchung der Lymphgefalte und der

Lymphgefaldichte weiterhin ein wichtiger Bestandteil der gegenwartigen Forschung.
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Wie bei der Hamangiogenese wird auch bei der Lymphangiogenese zwischen den
Mechanismen der klassischen Angiogenese mit Proliferation von Endothelzellen und der
Integration endothelialer Vorlauferzellen im Rahmen der Vaskulogenese unterschieden
(Kerjaschki 2005). Die zugrunde liegenden Mechanismen waren lange unbekannt, erst in
den letzten Jahren haben Forschungsergebnisse zu einem besseren Verstandnis geflhrt.
Wahrend der Embryonalphase beginnt die lymphatische Entwicklung mit der Expression
des Homeobox-Gens Prox-1 (prospero related homeobox-1) in den Endothelzellen der
Kardinalvene (Jain and Padera 2003). Diese Zellen exprimieren zusatzlich den VEGFR-3
(VEGF-Rezeptor 3) und reagieren Uber diesen Rezeptor auf das Signal der
regulatorischen Wachstumsfaktoren VEGF-C und -D. Die Zellen wandern in diese
Richtung und bilden aussprossende Lymphgefastrukturen. Es entstehen lymphatische
Plexi, die sich ausbreiten und ein stark verzweigtes Netzwerk lymphatischer Kapillare
bilden (Stacker, Achen et al. 2002; Adams and Alitalo 2007). Das entstehende
GefalRsystem ist unidirektional und besteht aus hierarchisch angeordneten, blind-
endenden GefalRen, die Flussigkeiten, Makromoleklile und Zellen vom Gewebe
aufnehmen und dem vendsen Blutsystem zufihren (Tammela, Petrova et al. 2005). Die
Kapillaren und kleineren GefalRe bestehen aus einem diinnen einschichtigen Endothel,
das von einer nicht kontinuierlichen, stark permeablen Basalmembran umgeben wird
(Kato, Shimoda et al. 2006).

1.3.3.1. Markerproteine der Lymphangiogenese

Obwohl die Bedeutung des LymphgefaRsystems schon seit Beginn des 20. Jahrhunderts
bekannt ist, fehlten lange Zeit spezifische Markerproteine fir das Lymphendothel, die eine
Unterscheidung von Blut- und Lymphgefallen moglich gemacht hatten (Kato, Shimoda et
al. 2006). Erst in den vergangenen Jahren konnten einige nutzliche Markerproteine
identifiziert werden (Breiteneder-Geleff, Soleiman et al. 1999; Sleeman, Krishnan et al.
2001; Kato, Shimoda et al. 2006), die zu deutlichen Fortschritten in der Erforschung der
Funktion und Bedeutung des Lymphgefalisystems geflhrt haben.

1.3.3.1.1. Podoplanin

Podoplanin (PDPN, D2-40, GP36, M2A, aggrus, T1alpha) ist ein transmembranares
Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 43 kDa, das erstmals auf Podozyten der
Niere beschrieben wurde (Breiteneder-Geleff, Matsui et al. 1997). Weitere
lichtmikroskopische  Untersuchungen  zeigten, dass Podoplanin auch  auf

Lymphgefallendothelien exprimiert wird, mit VEGFR-3 co-lokalisiert ist (Weninger,
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Partanen et al. 1999) und zur Abgrenzung von BlutgefalRen genutzt werden kann
(Breiteneder-Geleff, Soleiman et al. 1999; Al-Rawi, Mansel et al. 2005). Die genaue
Funktion von Podoplanin ist allerdings noch nicht vollstandig erforscht. Unter anderem
induziert Podoplanin Thrombozyten-Aggregation (Kato, Fujita et al. 2003) und scheint
zusatzlich die Form der Lymphendothelzellen sowie die Permeabilitat der Lymphgefae
zu beeinflussen (Sleeman, Krishnan et al. 2001).

Der Knockout von Podoplanin fiihrt wahrend der Embryonalentwicklung zu einer
lymphatischen Hypoplasie mit extremen Lymphddemen und einer respiratorischen
Insuffizienz, die bereits perinatal letal ist (Ramirez, Millien et al. 2003; Schacht, Ramirez et
al. 2003).

Abgesehen vom Lymphgefaliendothel kann Podoplanin auch in den Typ-1-Alveolarzellen
der Lunge (Rishi, Joyce-Brady et al. 1995), in Osteoblasten (Wetterwald, Hoffstetter et al.
1996), im Skelettmuskel, in der Plazenta, in der Lunge, im Herzen (Martin-Villar, Scholl et
al. 2005) und in den Zellen des Plexus choroideus nachgewiesen werden (Al-Rawi,
Mansel et al. 2005). Weitere, aktuelle Untersuchungen haben gezeigt, dass Podoplanin

zusatzlich in einigen malignen Tumoren exprimiert wird (siehe Kapitel 1.4).

1.3.3.1.2. Prox-1

Prospero related homeobox gene 1 (Prox-1) ist homolog zu der Gensequenz des
Drosophila-Homeobox-Gens prospero. Wahrend der friihen Embryonalentwicklung ist es
ein Marker fur lymphatische Endothelzellen, die von der Kardinalvene aussprossen. Der
Prox-1-Knockout in Mausen ist fur die Tiere letal (Wigle, Harvey et al. 2002), die
Regulationsmechanismen der Prox-1-Expression sind allerdings noch nicht bekannt.
Durch die Transfektion von Prox-1 in Endothelzellen von Blutgefalen kommt es zur
Expression charakteristischer lymphendothelialer Moleklle. Prox-1 kann somit den
lymphatischen Phanotyp induzieren (Hong, Harvey et al. 2002; Petrova, Makinen et al.
2002) und wird als Schlisselgen flur die Transformation zu lymphatischen Endothelzellen
angesehen, sowohl in der Fetalzeit (Wigle and Oliver 1999) als auch im adulten Gewebe
(Wigle, Harvey et al. 2002). Unter normalen Bedingungen sowie im Tumorgewebe ist
Prox-1 ausschlief3lich auf lymphatischen Endothelzellen nachzuweisen (Kato, Shimoda et
al. 2006).

1.3.3.1.3. LYVE-1

Lymphatic vessel endothelial receptor 1 (LYVE-1) ist ein transmembranarer

Hyaluronsaure-Rezeptor, der sowohl immobilisierte als auch geléste Hyaluronsaure
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bindet. Lediglich im Rahmen der friihen Embryonalperiode ist LYVE-1 auf Endothelzellen
von Blutgefalien zu detektieren (Wigle and Oliver 1999), spater ist LYVE-1 spezifisch auf
lymphatischen Gefalten, mit Ausnahme der Sinusoide von Leber und Milz, exprimiert
(Banerji, Ni et al. 1999). Auch in Tumoren und im Rahmen der Wundheilung bleibt die
Expression von LYVE-1 auf Lymphgefalle beschrankt (Swartz and Skobe 2001;
Yonemura, Fushida et al. 2001).

Es wird vermutet, dass LYVE-1 den Transport der Hyaluronsaure lber die GefaBwand der
Lymphgefalle vermittelt, bzw. um die luminale Seite der Gefalte durch Bindung von
Hyaluronsaure abzudichten (Wigle and Oliver 1999; Jackson, Prevo et al. 2001). Der
LYVE-1- Knockout in Mausen ist nicht letal, die LymphgefaRentwicklung zeigte hierbei
keine Auffalligkeiten (Adams and Alitalo 2007).

1.3.3.1.4. VEGFR-3

Vascular endothelial growth factor receptor 3 (VEGFR-3, Flt-4) ist ein Tyrosinkinase-
Rezeptor, der die lymphangiogenen Wachstumsfaktoren VEGF-C und -D bindet und auf
Lymphendothelzellen exprimiert ist. Einzelne Untersuchungen zeigen, dass VEGFR-3
zusatzlich auf einer kleinen Untergruppe fenestrierter Blutgefale zu detektieren ist und
bei Tumorangiogenese und Wundheilung auch wieder im Rahmen der Hamangiogenese
eine Rolle spielen kann (Valtola, Salven et al. 1999; Partanen, Arola et al. 2000).
Trotzdem wird er als ein sehr spezifischer molekularer Marker zur Identifikation von
lymphatischen Gefalken angesehen (Kato, Shimoda et al. 2006). VEGFR-3 kontrolliert die
Proliferation von Lymphendothelzellen sowie die Bildung neuer LymphgefalRe (Kato,
Shimoda et al. 2006).

Bei adulten Tieren wird durch die spezifische Blockade des VEGFR-3/VEGF-C,-D-
Systems die Aussprossung neuer Lymphgefale blockiert und so die lymphatische
GefalBneubildung verhindert (Pytowski, Goldman et al. 2005). Bereits existierende
Lymphgefal3e werden aber weder in ihren morphologischen, noch in ihren funktionellen
Eigenschaften beeinflusst. Daher wird vermutet, dass die systemische Blockade des
VEGFR-3 zur Reduktion der Tumor-assoziierten Lymphangiogenese und der
anschlielenden Metastasierung filhren kann, ohne den physiologischen Lymphstrom zu
beeintrachtigen (He, Kozaki et al. 2002; He, Rajantie et al. 2004).

Kirzlich wurde erstmals beschrieben, dass VEGFR-3 auch in malignen Gliomen detektiert

werden kann (Jenny, Harrison et al. 2006).
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1.3.3.1.5. VEGF-C/-D

Vascular endothelial growth factor C (VEGF-C) bindet an den Rezeptor VEGFR-2, und mit
deutlich héherer Affinitdt an den VEGFR-3. Die aktive Form stimuliert die Migration von
Endothelzellen und erhoht die Permeabilitat von GefaRen (Stacker, Achen et al. 2002).
Zusammen mit VEGF-D agiert VEGF-C als lymphangiogener Wachstumsfaktor, der zur
Hyperplasie von LymphgefalRen fihren kann (Enholm, Karpanen et al. 2001; Veikkola,
Jussila et al. 2001). Im Gegensatz zum angiogenen Wachstumsfaktor VEGF scheint
VEGF-C nicht durch Hypoxie stimuliert zu werden, sondern auf bestimmte Zytokine zu
reagieren, z.B. im Rahmen von inflammatorischen Reaktionen (Ristimaki, Narko et al.
1998). Wahrend der Embryonalentwicklung ist VEGF-C fur die Migration der
lymphatischen Endothelzellen essenziell, in VEGF-C-defizienten Ma&usen flhren
Lymphddeme zum Tod der Tiere (Karkkainen, Haiko et al. 2004).

Vascular endothelial growth factor D (VEGF-D) ist der zweite lymphangiogene
Wachstumsfaktor, der an die Rezeptoren VEGFR-2 und -3 bindet. Er teilt 61% der
Aminosaurensequenz mit VEGF-C und wird auf die gleiche Art und Weise proteolytisch
prozessiert (Stacker, Achen et al. 2002). Die Funktionen von VEGF-D stehen im engen
Zusammenhang mit VEGF-C und spielen eine groRe Rolle im Rahmen der
Lymphangiogenese. Allerdings ist der Verlust von VEGF-D im Rahmen der
Embryonalentwicklung nicht letal (Baldwin, Halford et al. 2005).

Sowohl VEGF-C als auch VEGF-D haben Einfluss auf die lymphatische Metastasierung
von Tumoren. Die Expression der beiden Wachstumsfaktoren fiihrt in Tumor-Tiermodellen
zur verstarkten Lymphangiogenese und korreliert mit der lymphatischen Metastasierung
(Mandriota, Jussila et al. 2001; Skobe, Hawighorst et al. 2001; Stacker, Caesar et al.
2001; Yanai, Furuhata et al. 2001; Nakamura, Yasuoka et al. 2003; Nakamura, Yasuoka
et al. 2003). Beide Wachstumsfaktoren wurden bereits in malignen Gliomen
nachgewiesen: VEGF-C auf mRNA-Ebene (Jenny, Harrison et al. 2006) sowie VEGF-D

immunhistochemisch in Zelllinien maligner Gliome (Debinski, Slagle-Webb et al. 2001).

1.3.3.1.6. CCL21

CC chemokine ligand 21 (CCL21, SLC, EXODUS2, SCYA21) gehdrt zu der Familie der
Chemokine und ist in differenzierten Lymphendothelzellen mit Podoplanin co-lokalisiert
und wird von diesen Zellen sezerniert (Jain and Padera 2003; Kerjaschki, Regele et al.
2004) . Es ist Ligand fir die Chemokin-Rezeptoren CCR7 und CXCR3 und kann Uber
diese Rezeptoren die Chemotaxis von Immunzellen in lymphoides Gewebe einleiten
(Adams and Alitalo 2007).
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Knockout-Mause fir CCL21 zeigen unzureichende Lymphozyten-Rekrutierung und Fehler
bei der Lokalisation von dendritischen Zellen (Gunn, Kyuwa et al. 1999), ohne direkten

Einfluss auf die Entstehung des Lymphgefalsystems zu haben.

1.3.3.1.7. CCRY

CC chemokine receptor 7 (CCR7, CD196) gehdrt zu der Familie G-Protein-gekoppelten
Chemokinrezeptoren, die durch sieben membrandurchspannende helikale Domanen
gekennzeichnet sind. CCRY7 ist vor allem auf Lymphozyten und reifen dendritischen Zellen
exprimiert (Ohl, Mohaupt et al. 2004). Der Rezeptor bindet die beiden Liganden CCL19
und CCL21 und vermittelt Gber diesen Signalweg die Rekrutierung verschiedener
Immunzellen in sekundare lymphatische Organe (Forster, Davalos-Misslitz et al. 2008).

In einer Untersuchung des Chemokin-Rezeptorprofils mesenchymaler Stammzellen
konnte gezeigt werden, dass CCR7 auch auf MSC aktiv exprimiert ist (Von Luttichau,
Notohamiprodjo et al. 2005). Es scheint somit mdglich, dass CCR7-positive MSC von
CCL21-sezernierenden Lymphendothelzellen im Rahmen der Lymphangiogenese

angezogen werden.

1.3.4. Das Tie2-Promotor/Enhancer-Konstrukt

Das Tie2-Gen (auch Tek) kodiert flir einen Tyrosinkinase-Rezeptor, der Signale der
Angiopoetin-Familie vermittelt (Davis, Aldrich et al. 1996; Suri, Jones et al. 1996) und die
Endothelzell-spezifische Transkription reguliert. Tie2 ist fast ausschlieBlich auf
Endothelzellen exprimiert (Dumont, Yamaguchi et al. 1992) und fir den regelhaften Ablauf
der embryonalen GefalRentwicklung (Dumont, Fong et al. 1995; Sato, Tozawa et al. 1995)
sowie der Tumorangiogenese essenziell (Lin, Buxton et al. 1998; Siemeister, Schirner et
al. 1999). Neben den Endothelzellen wurden von De Palma et al. mit proangiogenen
Monozyten der hamatopoetischen Zellreihe und Vorlduferzellen der Perizyten, die dem
Tumor-Stroma entstammen, zwei weitere kleine Zellpopulationen identifiziert, die Tie2
exprimieren und ebenfalls fur die Gefalentwicklung bendtigt werden (De Palma, Venneri
et al. 2005).

Im Rahmen der Embryonalentwicklung wird Tie2 nachgewiesen sobald die erste
Endothelzelle entstanden ist. Es bleibt wahrend der gesamten Zeit hochreguliert und kann
spater auch in jedem adulten Gewebe auf den GefalRen detektiert werden (lwama,
Hamaguchi et al. 1993; Maisonpierre, Goldfarb et al. 1993; Sato, Qin et al. 1993;
Schnurch and Risau 1993; Dumont, Fong et al. 1995; Schlaeger, Bartunkova et al. 1997).
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In Mausen flhrt der Tie2-Knockout zu einer stark reduzierten Zahl der Endothelzellen und
abnormen Gefalstrukturen (Sato, Tozawa et al. 1995).

Der Tie2-Promotor zahlt zu den effektivsten Promotoren, um eine selektive Expression
exogener Genprodukte in Endothelzellen zu erzielen und wurde bereits in verschiedenen
Studien mit transgenen Mausen in vivo untersucht (Schlaeger, Qin et al. 1995; Fadel,
Boutet et al. 1998). Probleme gab es allerdings dadurch, dass die Expression der
exogenen Gene nur zu Beginn der Vaskulogenese nachweisbar war, spater abnahm und
im adulten Gewebe gar nicht mehr zu detektieren war (Schlaeger, Bartunkova et al.
1997). Dieses Problem besteht sogar bei Verwendung der gesamten posttranslationalen
Exonsequenz, so dass die Intronsequenz auf Bereiche untersucht wurde, die aufierhalb
des 5-Promotors liegen und trotzdem fir die andauernde Endothel-spezifische
Expression bendtigt werden. Dieser so genannte Verstarker (Enhancer) konnte 1997 von
Schlager et al. identifiziert werden und wurde auch in dieser Arbeit verwendet (Schlaeger,
Bartunkova et al. 1997). Das Tie2-Promotor/Enhancer-Konstrukt bietet daher die
ausgezeichnete Moglichkeit, die gefalspezifische Expression ausgewahlter Gene zu

steuern und zu untersuchen.

1.4. Podoplanin-Expression in malignen Neoplasien

Mittlerweile wurden verschiedene Studien verdffentlicht, die die Podoplanin-Expression in
unterschiedlichen humanen Karzinomen aufgedeckt haben.

Im Plattenepithelkarzinom der Haut zeigte sich eine, vom Tumorgrad abhangige
Expression des Oberflachenmolekils (Schacht, Dadras et al. 2005) und auch in
Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhle (Martin-Villar, Scholl et al. 2005), der Lunge
(Kato, Kaneko et al. 2005; Wicki, Lehembre et al. 2006) sowie der Kopf- und
Nackenregion (Yuan, Temam et al. 2006) konnte Podoplanin nachgewiesen werden.
Mesotheliome mit epitheloidem Wachstum waren in 93% der untersuchten Tumoren
Podoplanin-positiv (Ordonez 2006). In Gewebe von Zervixtumoren zeigte der Grolteil der
untersuchten Proben eine fokal begrenzte, und auf die Invasionszone beschrankte
Expression. Aufgrund der guten Korrelation der Podoplanin-Expression mit den klinischen
Daten wurde Podoplanin flr diese Tumorentitat als prognostischer Marker vorgeschlagen
(Dumoff, Chu et al. 2005; Dumoff, Chu et al. 2006).

Fir das ZNS wurde im Jahr 2006 erstmals beschrieben, dass Podoplanin in den
verschiedenen Hauptgruppen der Hirntumoren nachweisbar ist (Mishima, Kato et al.
2006; Shibahara, Kashima et al. 2006). Es zeigte sich vor allem bei astrozytaren Tumoren

eine Abhangigkeit der Expressionsstarke vom Malignitatsgrad des Gewebes. Wahrend
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sich beim Astrozytom (WHO-Grad Il) nur 0 bis 15,8% der Tumorproben positiv darstellten
und beim anaplastischen Astrozytom (WHO-Grad Ill) 25,6 bis 47,1% der Tumoren ein
Signal in der Immunhistochemie zeigten, waren beim Glioblastom mit 47 bis 82.9% die
meisten Tumorproben positiv. Diese Tumorproben waren vor allem in der Umgebung
nekrotischer Bereiche besonders intensiv angefarbt (Mishima, Kato et al. 2006;
Shibahara, Kashima et al. 2006).

Ob es moglich ist, Podoplanin in Zukunft als immunhistochemischen Marker fiir die
Diagnose- und Prognosestellung zu verwenden, ist weiterhin Gegenstand intensiver
Diskussionen (Wicki and Christofori 2007) und wird am Beispiel des Glioblastoma

multiforme auch in dieser Arbeit untersucht.
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1.5. Fragestellung und experimentelle Strategie

Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist ein hoch maligner Hirntumor mit einer infausten
Prognose. Unabhangig von der Radikalitdt des therapeutischen Vorgehens verbleiben
immer Tumorzellen, die das umliegende Hirnparenchym infiltriert haben und so innerhalb
kUrzester Zeit zum Rezidivwachstum flhren.

Im Rahmen der Tumorprogression flhrt eine starke Neoangiogenese zu einem abnormen
und insuffizienten GefalRsystem, das entscheidend die Eigenschaften des GBM
beeinflusst. Die Mechanismen hinter diesem unkontrollierten GefaRwachstum sind bisher
noch nicht verstanden. Es ist unklar, durch welche Faktoren die GefalRe diesen
ungewodhnlichen Phanotyp annehmen und in wieweit sich diese Entwicklung von der

physiologischen Gefallneubildung unterscheidet.

Endotheliale Progenitorzellen aus dem Knochenmark sind an verschiedenen Stadien der
GefalRentwicklung beteiligt. Dabei stellen mesenchymale Stammzellen (MSC) eine
multipotente Population des Knochenmarks dar, fir die auch endotheliales
Differenzierungspotenzial vermutet wird.

In dieser Arbeit soll die Frage beantwortet werden, ob MSC nach systemischer
Applikation im Rahmen der Neoangiogenese des Glioblastoms in das Tumorgewebe
rekrutiert werden und ob sie dort aktiv an der Gefalentwicklung beteiligt sind. Dieser
Mechanismus wirde die Grundlage fur einen therapeutischen Ansatz darstellen, bei dem
gentechnisch modifizierte MSC als Vehikel fiir therapeutisch wirksame Gene dienen. Uber
eine gefalspezifische Aktivierung dieser modifizierten MSC kdnnte das neu entstehende

Gefalksystem des GBM gezielt angegriffen werden.

Vor dem Hintergrund der noch voéllig unverstandenen Pathophysiologie des abnormen
Gefallsystems und der Tatsache, dass Lymphangiogenese in zahlreichen Tumorentitaten
des menschlichen Korpers ein entscheidendes Merkmal fur die Aggressivitat eines
Tumors ist, soll zudem untersucht werden, ob bei Hirntumoren neben der klassischen
Hamangiogenese auch Mechanismen der Lymphangiogenese Einfluss auf die
Gefalentwicklung haben. Es soll die Frage beantwortet werden, ob im Rahmen des
Tumorwachstums ein funktionierendes Lymphgefa3system entsteht, obwohl das adulte
Gehirn normalerweise frei von Lymphgefalien ist.

Hierzu wird das Expressionsmuster lymphatischer Markerproteine analysiert und die
Frage beantwortet, in wieweit sich dieses flir diagnostische und therapeutische Zwecke
nutzen lasst. Auf das Oberflachenprotein Podoplanin wird dabei besonders eingegangen

und eine Perspektive zur Analyse der noch unbekannten Funktion geschaffen.
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Experimentelle Strategie:

Im Tierversuch systemische Applikation von primdren humanen MSC nach der
Implantation eines humanen Glioms in das Gehirn immundefizienter Ratten mit
nachfolgender histopathologischer Untersuchung des Tumorgewebes

Untersuchung von humanen Gliomen auf die Expression ausgewahlter Chemokine,
die als Mediatoren die Rekrutierung von MSC vermitteln kdnnten

Stabile Transfektion von zwei MSC-Linien mit einem Vektor, der das Reportermolekll
RFP unter der Kontrolle des gefaRspezifischen Tie2-Promotor/Enhancer-Konstruktes
exprimiert;

Intravendse Applikation dieser transfizierten Zellen in immundefiziente Ratten mit
implantiertem Gliom und anschlieRender Untersuchung des Tumorgewebes auf aktive
RFP-Expression

Stabile Transfektion einer MSC-Linie mit einem Vektor, der ein Selbstmordgen unter
der Kontrolle des gefalispezifischen Tie2-Promotor/Enhancer-Konstruktes exprimiert,
das bei Expression durch Zugabe einer chemischen Substanz aktiviert werden kann;
Entwicklung eines Therapieschemas zur weiterfiihrenden Untersuchung der Effizienz

dieser Therapiestrategie

Analyse der Expression ausgewahlter lymphatischer Markerproteine sowohl auf
mRNA- als auch auf Proteinebene in Gewebe von humanen Gliomen
unterschiedlicher Dignitat;

Untersuchung und statistische Evaluation dieser Expressionswerte auf eine, vom
Malignitatsgrad abhangige, Expression

Untersuchung von zwei Glioblastom-Zelllinien auf eine Podoplanin-Expression

Stabile  Transfektion dieser beiden Zelllinien mit einem Podoplanin-
Uberexpressionsvektor fiir weiterflinrende Versuche zur Analyse der noch

unbekannten Podoplanin-Funktion
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2.1. Material
2.1.1. Zellkultur
2.1.1.1. Medien und Zuséatze

Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium (DMEM)
RPMI Medium 1640

Dialysiertes fetales Kalberserum (dFCS)
Bovines Serumalbumin (BSA) Fraktion V
Penizillin/ Streptomyzin (P/S)

Ampizillin

Blastizidin

Neomyzin G418

Dulbecco’s PBS (1x)

EDTA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Trypanblau

2.1.1.2. Kultivierte Zellen

Gibco (Invitrogen), Carlsbad
Gibco (Invitrogen), Carlsbad
Gibco (Invitrogen), Carlsbad
Roche, Mannheim

PAA Laboratories, Pasching
PAA Laboratories, Pasching
Invitrogen, Carlsbad
Invitrogen, Carlsbad

PAA Laboratories, Pasching
Biochrom AG, Berlin

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Tab. 4: Ubersicht der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zelltypen.

Name Beschreibung Herkunft Medium Zuséatze
balb/c murine MSC-Linie PD Dr. R. Huss, RPMI 1640 | 10% dFCS
ehem. Pathologisches 1% P/S
Institut der LMU
L87 humane MSC-Linie PD Dr. R. Huss, RPMI 1640 [ 10% dFCS
ehem. Pathologisches 1% P/S
Institut der LMU
pMSC primare humane MSC Patientenspende Uber DMEM 20% dFCS
Dr. J. Mysliwietz, 1% P/S
GSF-Institut fir Molekulare
Immunologie, Minchen
C6 Rattengliom-Zelllinie ATCC, Manassas DMEM 10% dFCS
1% P/S
us7 humane Gliom-Zelllinie ATCC, Manassas DMEM 10% dFCS
1% P/S
U373 humane Gliom-Zelllinie ATCC, Manassas DMEM 10% dFCS
1% P/S
U373-GFP |humane Gliom-Zelllinie Transfektion durch das DMEM 10% dFCS
(stabil transfiziert mit GFP) | Tumorbiologische 1% P/S
Labor PD Dr. R.
Goldbrunner
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2.1.1.3. Eigenschaften der verwendeten Zellen und Zelllinien

pMSC (Mysliwietz und Mitarbeiter):

Primare humane mesenchymale Stammzellen (MSC), die aus dem Knochenmark

erwachsener Patienten isoliert wurden.

Mittels FACS-Analyse (durchgefliihrt von Dr. Josef Mysliwietz, GSF-Institut fir Molekulare
Immunologie, Miinchen) wurde auf den adharent wachsenden Zellen die Expression von
CD105, CD90, CD166 and CD40 nachgewiesen, wahrend typische hamatopoetische and
endotheliale Marker auf der Zelloberflache nicht exprimiert sind.

In Vorarbeiten wurde zudem das Differenzierungspotenzial der so isolierten Zellen
nachgewiesen. Unter entsprechenden Kulturbedingungen haben sich sowohl Knorpel-
und Knochen- als auch Muskelzellen aus den isolierten primaren Zellen anziichten lassen
(nicht verdffentlichte Daten, durchgefihrt von Dr. Josef Mysliwietz, GSF-Institut fir

Molekulare Immunologie, Minchen).

L87 (Thalmeier und Mitarbeiter, 1994):

Diese Zelllinie ist eine simian virus 40 (SV40)-transformierte humane MSC-Linie mit

fibroblastoidem Aussehen in der Zellkultur.

Die adharent wachsende Stromazellen wurden aus dem Knochenmark eines
hamatologisch gesunden mannlichen Patienten isoliert und ber die Transformation des
SV40 large T-Antigens (simian virus 40 large T antigen) immortalisiert (Thalmeier,
Meissner et al. 2001). In friiheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurde mithilfe
der Durchflusszytometrie gezeigt, dass die Zelllinie die mesenchymalen Markerproteine
CD73 und CD105 exprimiert, jedoch negativ fiir die myelogenen Marker CD34, CD14,
CD45 und MHC Il ist und somit ebenfalls einen charakteristischen Phanotyp fir MSC
aufweist. Funktionale Versuche haben zudem das mesenchymale
Differenzierungspotenzial der L87-Zelllinie nachgewiesen. Diese Zellen kdnnen nach
letaler Bestrahlung das hamatopoetische System rekonstituieren (Thalmeier, Meissner et
al. 2001), die Bildung von Muskelzellen in Dystrophin-defizienten Mausen unterstitzen
(Huss et al., noch nicht verdfentlicht) und sich in vitro osteogen differenzieren (Thalmeier,
Meissner et al. 2001; Moosmann, Hutter et al. 2005).

balb/c (Huss und Mitarbeiter)

Murine MSC-Linie, die Uber die Transformation des SV40 large T-Antigens immortalisiert

wurde und sowohl den charakteristischen mesenchymalen Phanotyp aufweist als auch
das mesenchymale Differenzierungspotenzial besitzt (nicht veréffentlichte Daten, R. Huss
und Mitarbeiter).
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C6 (Benda und Mitarbeiter, 1968):

Diese Zelllinie geht auf einen glialen Rattentumor zurlick, der in vivo durch Injektion von

N-Nitroso-N-Methylharnstoff ~ induziert  wurde. Die Tumoren weisen ein
fibroblastenahnliches Wachstum auf, wobei das Tumorgewebe dem undifferenzierten

Glioblastoma multiforme des Menschen gleicht.

U87 (Ponten und Mitarbeiter, 1968):

Diese humane Zelllinie wurde durch Ponten und Mitarbeiter zwischen 1966 und 1969 mit

einer Reihe anderer Zelllinien aus humanen malignen Gliomen isoliert (Ponten and
Macintyre 1968). Das entstehende Gliom zeigt ein epitelahnliches Wachstum mit einer
sehr hohen Gefalldichte.

U373 (Ponten und Mitarbeiter, 1968):

Diese humane Zelllinie wurde von Ponten und Mitarbeitern aus einem malignen Gliom

eines 61-jahrigen Patienten isoliert (Ponten and Macintyre 1968). Das entstehende Gliom

zeigt ein epitelahnliches Wachstum mit einer hohen Gefaldichte.

2.1.2. Puffer
TagMan-PCR:
TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
1 mM EDTA
in H20
PCR:
TBE-Puffer: 90 mM Tris
2 mM Borsaure
20 mM EDTA, pH 8,0
in H20
FACS:
FACS-Puffer: 2% BSA
2 mM EDTA
in PBS
Immunhistochemie:
Zitratpuffer: 8,2 mM CgHsNa3;07 (Natriumzitrat)
1,8 mM CgHsO4 (Zitronensaure)
in H,O, pH 6,0
Tris-Puffer (Waschpuffer): 50 mM Tris
0,3 M NaCl
0,1% Tween 20
in H.O, pH 7,6
EDTA-Puffer: 1mM EDTA
in H,O, pH 8,0
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DAPI:

Mikrobiolgie::
LB-Medium:

SOC-Medium:

TSS-Ldsung

2.1.3. Ldsungen

TagMan® Universal PCR Master Mix
First Strand Buffer (5x)

DTT

RNasin Ribonuklease Inhibitor
Lineares Acrylamid

DNase- und RNase-freies Wasser
Ladepuffer fir Agarosegele

1 kB-Leiter

SuRE/Cut Puffer H

SuRE/Cut Puffer M

Reaktionspuffer flir Antarctic Phosphatase
Reaktionspuffer fiir T4 DNA-Ligase
Peroxidaseblock-Losung

Biotinylated Link

Streptavidin-HRP

DAB-Chromogen
DAB-Substratpuffer
Antikdrper-Verdunnungslésung
Hamotoxilin

1 ug/ml DAPI
in Hzo

86 mM NaCl

10 mM MgSO,

1% Bacto-Trypton

0,5% Hefeextrakt
in H20

0,5% Hefeextrakt
2% Bacto-Trypton
10 mM NaCl
2,5 mM KCI
10 mM MgCl,
10 mM MgSO,
20 mM Glukose
in Hzo,
autoklavieren ohne Glukose

30 mM MgCl,

10% Polyethylenglykol

5% DMSO
in LB-Medium, pH 6,5 bis 6,8;
autoklavieren

Applied Biosystems, Foster City
Invitrogen, Carlsbad
Invitrogen, Carlsbad
Promega, Madison

Ambion, Austin, Texas, USA
Gibco, Auckland

New England Biolabs, Ipswich
New England Biolabs, Ipswich
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

New England Biolabs, Ipswich
New England Biolabs, Ipswich
Dako, Glostrup

Dako, Glostrup

Dako, Glostrup

Dako, Glostrup

Dako, Glostrup

Dako, Glostrup

Fluka Chemie AG, Buchs
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2.1.4. Chemikalien

Agarose

Natriumcitrat
Zitronensaure

Tris

NaCl

EDTA

DAPI

Propidium-lodid
Ethidiumbromid

Tween 20

Xylol

Ethanol, absolut
Ethanol, 96%

Ethanol, 70%

Methanol, absolut
Formaldehyd-Lésung 4%
Wasserstoffperoxid 30% H,0,
Desinfektionsmittel
Diethylether

Isofluran (Forene®)

2.1.5. Reagenzienpakete

QIAquick® Gel Extraction Kit
QIAprep® spin Miniprep Kit
EndoFree® Maxi Kit
RNeasy Mini Kit (50)
RNase-freies DNase Set

2.1.6. Enzyme

SuperScript™ Reverse Transkriptase
Tag DNA Polymerase

EcoR1

Xbal

Sacll

Bgll

Apal

Notl

Antarctic Phosphatase

T4 DNA Ligase

Invitrogen, Carlsbad

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka Chemie AG, Buchs
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Dako, Glostrup

Merck, Darmstadt

Apotheke Innenstadt, Minchen
Apotheke Innenstadt, Miinchen
Apotheke Innenstadt, Minchen
Merck, Darmstadt

Otto Fischer GmBH, Saarbriicken
Merck, Darmstadt

Bode Chemie, Hamburg
Merck, Darmstadt

Abbott, Wiesbaden

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Invitrogen, Carlsbad

New England Biolabs, Ipswich
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

New England Biolabs, Ipswich
New England Biolabs, Ipswich
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2.1.7. Vektoren

pCMV/Bsd Invitrogen, Carlsbad
pcDNA3 Invitrogen, Carlsbad
E. coli-Stamm DH5a Invitrogen, Carlsbad

2.1.8. Oligonukleotide

2.1.8.1. Einzelne Oligonukleotide (Primer und Sonden)

Tab. 5: Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide (Primer und Sonden).

Spezifitat Orientierung Sequenz cDNA
Spezifitat
CCL19 Vorwarts-Primer 5-AGAGGACCTCAGCCAAGATGAA-3’ ja
Ruckwarts-Primer 5-GACTCCGGGCTCCCTCTG-3’
Sonde 5-CGCCGCAGCAGTTAACCTATGACCG-3’
CCL21 Vorwarts-Primer 5-CGCAGCTACCGGAAGCAG-3’ nein
Ruckwarts-Primer | 5-CTGCCTGAGAGCGCTTGC-3’
Sonde 5-CTCCATCCCAGCTATCCTGTTCTTGCC-3
CCR7 Vorwarts-Primer 5-GCTCCAGGCACGCAACTTT-3 nein

Ruckwarts-Primer | 5’-ACCACGACCACAGCGATGA-3’
Sonde 5’-AGCGCAACAAGGCCATCAAGGTG-3

CX3CL1 Vorwarts-Primer 5-CCTGTAGCTTTGCTCATCCACTATC-3 nein
Rickwarts-Primer 5-TCCAAGATGATTGCGCGTT-3

Sonde 5-ACAGAACCAGGCATCATGCGGCA-3’
CXCL12 Vorwarts-Primer 5-CATCAGTGACGGTAAACCAGTCA-3 ja

Rulckwaérts-Primer 5-CAGCCGTGCAACAATCTGAA-3

Sonde 5’-CCGATGCCCCTGCCGGTTCTT-3

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Applied Biosystems, Foster City, produziert.
Vorwarts- und Rlckwarts-Primer sowie die Sonden wurden fir diese Gene einzeln
geliefert und vor der Analyse gemischt.

Die Sonden sind mit 6-Carboxy-Fluoreszein (FAM) am 3'-Ende (Extinktion bei 490 nm,
Emission bei 530 nm) und Tetramethyl-Rhodamin (TAMRA) als Quencher am 5'-Ende

markiert.
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2.1.8.2. Fertig gemischte Oligonukleotide (AoD, PDAR)

Tab. 6: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotid/Sonden-Gemische (AoD, PDAR).

Spezifitat ID-Nummer Art des cDNA
Tests Spezifizitat

CCL17 Hs00171074_m1 AoD ja
CCL27 Hs00171157_m1 AoD ja
CCL28 Hs00219797_m1 AoD ja
CCL3 Hs00234142_m1 AoD ja
CCL5 Hs00174575_m1 AoD ja
CXCL13 Hs00757930_m1 AoD ja
Lyve-1 Hs00272659 _m1 AoD ja
Podoplanin Hs00366766_m1 AoD ja
Prox-1 Hs00160463_m1 AoD ja
VEGF-C Hs00153458 m1 AoD ja
VEGF-D Hs00189521_m1 AoD ja
VEGFR-3 Hs00176607_m1 AoD ja
GAPDH 4310884E PDAR ja

18s rRNA 4310893E PDAR nein

Die sequenzspezifischen Oligonukleotide wurden von der Produktionsfirma Applied
Biosystems, Foster City, bereits als fertig gemischte Praparate (AoD, Assay on Demand,
oder PDAR, predeveloped assay reagents), bestehend aus je zwei Oligonukleotiden und
einer Fluoreszenzsonde, in 20-facher Konzentration geliefert. AoD ist lediglich eine altere
Bezeichnung, es besteht sonst kein Unterschied zwischen den Mischformen AoD und
PDAR. Im Folgenden wird statt den AoD und PDAR von kommerziellen
Oligonukleotid/Sonden-Gemischen gesprochen. Die Sonden dieser Gene sind ebenfalls
mit FAM am 3'-Ende (Extinktion bei 490 nm, Emission bei 530 nm) und TAMRA als
Quencher am 5 -Ende markiert. Lediglich die Sonden der Gene 18S rRNA und GAPDH
sind mit VIC™ (Fluoreszenzfarbstoff, patentgeschiitzte Formel) am 5°-Ende (Extinktion bei
530 nm, Emission bei 575 nm) und TAMRA als Quencher am 3°-Ende markiert.

dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (25 mM)

Hexamernukleotide (10x)

Qiagen, Hilden

Roche, Mannheim
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2.1.9.

Antikorper

Tab. 7: Priméarantikorper.
Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Primarantikrper mit der jeweils verwendeten Konzentration.

Spezifitat Spezies Klonalitat Verwendung Firma
(Konzentration)

anti-h-Podoplanin Maus monoklonal IHC, IF, FACS Acris Antibodies,
(20 ug/mi) Hiddenhausen
anti-h-Prox-1 Kaninchen | polyklonal IHC, IF RELIATech,

(10 ug/mi) Braunschweig
anti-h-LYVE-1 Kaninchen | polyklonal IHC, IF Acris Antibodies,

(5 pg/mi) Hiddenhausen
anti-h-VEGF-C Kaninchen | polyklonal IHC, IF Zymed Laboratories,
(2 pg/mi) San Francisco
anti-h-VEGF-D Maus monoklonal IHC R&D Systems,

(5 ug/ml) Minneapolis
anti-h-VEGFR-3 Maus monoklonal IHC, IF R&D Systems,

(5 pg/mi) Minneapolis
anti-h-VEGFR-3 Kaninchen | polyklonal IF Zymed Laboratories,
(2 pg/mi) San Francisco
anti-h-CCRY7 Maus monoklonal IHC BD Pharmingen,

(5 ug/ml) San Jose
anti-h-CCL21 Ziege polyklonal IHC R&D Systems,

(15 ug/mi) Minneapolis

m-lgG1 Maus monoklonal FACS Dako, Glostrup

(5 ug/mi)

anti-h-GFAP Maus monoklonal IHC Dako, Glostrup

(5 ug/mi)

anti-h-CD105 Maus monoklonal IHC Chemicon (Millipore),
(6,7 ug/mi) Billerica

anti-SV40 large T Maus monoklonal IHC Calbiochem,
Antigen (5 ug/mi) Darmstadt
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Tab. 8: Sekundérantikorper.

Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Sekundarantikérper mit der jeweils verwendeten

Konzentration.
Spezifitat Spezies Klonalitat Verwendung | Firma
(Konzentration)
anti-m-1gG4/FITC Kaninchen | polyklonal IF, FACS Dako, Glostrup
(4 pg/mi)
anti-m-1gG4/TRITC Kaninchen | polyklonal IF Dako, Glostrup
(4 ug/mi)
anti-m-1gG4/PE Ziege polyklonal FACS Caltag,
(1 pg/mi) Burlingame
anti-rb-IgG,/Texas-Red Ziege polyklonal IF Vector,
(6 ug/mi) Burlingame
anti-rb-1gG,/FITC Schwein polyklonal IF Dako, Glostrup
(4 ug/mi)

2.1.10. Zubehor

Zellkulturflaschen
6-Loch-Kulturplatte
24-Loch-Kulturplatte
Zellkulturschalen 100x 20mm
Isopropanolbehalter “Mr. Frosty*
Steriles Einmalskalpell
Cryoréhrchen mit Innengewinde
Elektroporationskiivette 4mm
Elektroporationsklvette 0,1cm

Polypropylen-Reaktionsgefa 1,5 ml

MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate
Folie fur die RT-PCR-Platte full plate cover

Mehrkanal Pipette Research®
Eindeckmedium DPX-Moutant

Eindeckmedium fir Fluoreszenzfarbungen

2.1.11. Gerate

Zellkultur-Zentrifuge Minifuge T
Inkubator Modell 400

Inkubator Function Line
Vortexer Vortex Genie 2

Schiittelfahiger Heizblock Thermomixer Comfort

Zentrifuge Universal 16
Tischzentrifuge Centrifuge 5415D
4°C Zentrifuge Megafuge 1.0R

TPP, Trasadingen

Nunc A/S, Roskilde

Nunc A/S, Roskilde

TPP, Trasadingen

Nalgene, Hereford

Feather, Koln

Peske Laborbedarf, Aindling
PeqgLab, Erlangen

Bio Rad, Hercules

Eppendorf, Hamburg

Applied Biosystems, Foster City
Applied Biosystems, Foster City
Eppendorf, Hamburg

Fluka Chemie AG, Buchs

Dako, Glostrup

Heraeus, Hanau

Janeschitz, Hammelburg
Heaeus, Hanau

Scientific Industries, Bohemia
Eppendorf, Hamburg

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau
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Spectrophotometer DU 530 Beckmann Coulter, Fullerton
Robocycler Gradient 96 Stratagene, Cedar Creek
Netzgerat Power Pac 300 Bio-Rad, Hercules
Elektroporationsgerat Gene Pulser Bio-Rad, Hercules
RT-PCR-Gerat TagMan® 7000 Applied Biosystems, Foster City
FACS-Gerat FACS Calibur BD Biosciences, San Jose
Mikrotom Jung CM 300 Leica, Nussloch

Milli-Q Water Purification System Millipore, Billerica

pH-Meter 526 WTW, Weilheim

Mikrowelle Siemens, Minchen
Inhalationsnarkosegerat Titus A Drager Medizintechnik, Lubeck
Verdunster Isofluran Vapor Drager Medizintechnik, Libeck
Digitalkamera Powershot G2 Canon, Tokio

Mikroskop Axioskop 2 light Zeiss, Jena

Mikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena

2.1.12. Tierversuche

2.1.12.1. Versuchstiere

Nacktratten HSD:RH-rnu Harlan Winkelmann, Borchen

Im Rahmen der Tierversuche wurde mit immuninkompetenten Nacktratten gearbeitet, um
eine AbstoRBung der injizierten Zellen zu vermeiden. Die Immuninkompetenz dieser Ratten
grindet sich auf einen autosomal-rezessiven Gendefekt, der 1953 als spontane Mutation
am Rowett Research Institute in Aberdeen (GroRbritannien) auftrat. Ratten mit dieser
Mutation besitzen einen zystischen, nicht-funktionalen Thymus, so dass

Fremdkorperreaktionen auf ein xenogenes Transplantat deutlich vermindert auftreten.

2.1.12.2. Zubehor

Kafig Typ IV, Polycarbonat Ehret, Emmendingen
Edelstahldeckel mit Klemmrahmenverschluss Ehret, Emmendingen
Trankeflasche Ehret, Emmendingen
Trankekappe Ehret, Emmendingen

Futter Zucht und Haltungsdiat fur Nager 2018 Harlan Winkelmann, Borchen
Kleintierstreu Jelu-Flock Harlan Winkelmann, Borchen
Einmalrasierer Ampri, Stelle

Skalpell Feather, Koln
Mikroliterspritze Microliter® Hamilton, Bonaduz
Feindosierungsspritze Omnifix® 1ml Braun, Melsungen

Zellsieb 40 um BD Falcon BD Biosciences, Bedford
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UDS-Kanlle, Grofle G 30, kurz
Nahtmaterial 5-0 Vicryl
Isofluranmaske

Stereotaxiegerat

Mikromanipulator

2.1.13. Software

ABI Prism (RT-PCR)

SPSS Statistics (Statistik)

Software IHC (Immunhistochemie)
CellQuest (FACS)

HUSAR sequence analysis tools (PCR)

Hoechst, Frankfurt am Main
Ethicon, Somerville

Eigenbau des Instituts fur chirurgische
Forschung der LMU Minchen

Eigenbau des Instituts flr chirurgische
Forschung der LMU Miinchen

Eigenbau des Instituts fur chirurgische
Forschung der LMU Mdnchen

Applied Biosystems, Foster City
SPSS, Chicago

Zeiss, Jena

BD Biosciences, Bedford
DKFZ, Heildelberg
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2.2. Methoden
2.2.1. Zellbiologische Methoden
2.2.1.1. Allgemeine Zellkultur

Alle Arbeitsschritte mit lebenden Zellen wurden unter sterilen Bedingungen und mit
sterilen Reagenzien durchgefihrt, um Kontaminationen mit Pilzen oder Bakterien zu
vermeiden. Die verwendeten Medien und Lésungen wurden vor Zugabe zu den Zellen im
Wasserbad auf 37°C erwarmt, um starke Temperaturschwankungen zu verhindern.

Alle Zellen wurden bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank kultiviert. Die verwendeten
Zelltypen wurden jeweils mit dem optimalen Zellmedium (s. Kap. 2.1.1.2) bis zu einer
Konfluenz von 80-90% Kkultiviert. Dabei wurde das Zellmedium alle zwei bis drei Tage

gewechselt.

2.2.1.2. Ernten von Zellen

Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden die gezlichteten Zellen durch Zugabe von
1,5 mM EDTA in PBS schonend vom Boden der Zellkulturflasche geldst, um die
exprimierten Oberflachenmolekile bestmdglich zu erhalten.

Nach Zugabe von 1/5-Volumen Medium wurden die Zellen fiir drei Minuten bei 150x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellett im entsprechenden Medium

resuspendiert und auf Zellkulturflaschen in gewlinschter Zellzahl verteilt.

2.2.1.3. Einfrieren lebender Zellen

Lebende Zellen wurden im jeweiligen Vollmedium nach Zugabe von 10% Dimethylsulfoxid
(DMSO) in einem Isopropanolbehalter fir 24 Stunden bei -80°C eingefroren und

anschliel3end bis zur weiteren Verwendung in flussigem Stickstoff bei -180°C gelagert.

2.2.1.4. Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Hierfir wurden 50 pl der
Zellsuspension 1:1 mit Trypanblau verdiinnt und in die Zahlkammer pipettiert. Es wurden
nur Trypanblau-negative, lebendige Zellen in vier GroRquadraten ausgezahlt.

Anschliellend wurde die Zellzahl pro ml mittels folgender Formel ermittelt:

Zellzahl / ml = gezéhlte Zellzahl : 4 x Vediinnungsfaktor x 10*
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2.2.2. Tumorproben

Die Gewebeproben der Hirntumoren wurden direkt nach der Entnahme im Operationssaal
in einen daflir geeigneten Behalter gegeben, in flissigem Stickstoff schockgefroren und
bei -180°C gelagert (Tumorbiologisches Labor PD Dr. Roland Goldbrunner,
Neurochirurgische Klinik Grofshadern der LMU Miinchen).

Insgesamt wurden Gewebeproben von 16 Glioblastomen (WHO-Grad IV) und 16
niedrigmalignen diffusen Astrozytomen (WHO-Grad 1) fir die Realtime-RT-PCR in
tumorchirurgischen Operationen entnommen. Als bestmdgliche Annaherung flir Gewebe
des Normalhirns wurde nicht-neoplastisches Hirngewebe (NNH) von 10 Patienten
verwendet, das bei epilepsiechirurgischen Operationen gewonnen wurde.

Fur die immunhistochemische Untersuchung wurden Gewebeproben von insgesamt 18
Glioblastomen (WHO-Grad V), 8 niedrig-malignen Astrozytomen (WHO-Grad Il) und 8
anaplastischen Oligodendrogliomen (WHO-Grad Ill) vom Neuropathologischen Institut der
LMU Mdinchen (Leitung Prof. Dr. Jochen Herms) zur Verfugung gestellt.

Die Diagnosen aller Gewebeproben wurden vom Neuropathologischen Institut der LMU
Minchen unter Beachtung der WHO-Kriterien fir Gliome (Kleihues and Cavenee 2000)

gestellt.

2.2.3. Bestimmung der Genexpression auf mRNA-Ebene

2.2.3.1. Prinzip der Realtime-TagMan® RT-PCR

Die Realtime-TagMan® RT-PCR erméglicht die quantitative Bestimmung von
Amplifikationsprodukten der Polymerasekettenreaktion (PCR). Sie ist eine homogene
Reaktion, bei der die Amplifikation und der Nachweis des Produktes in einem
Reaktionsgefal® moglich sind. In Abb. 5 ist das Prinzip der Realtime-TagMan® RT-PCR

dargestellt.

Insgesamt baut die Realtime-TagMan® RT-PCR auf dem urspringlichen 5’-Nuklease-
Versuch auf (Holland, Abramson et al. 1991). Dabei dient die 5’-3’-Exonukleaseaktivitat
der speziellen AmpliTag-DNA-Polymerase der Detektion des sequenzspezifischen
Amplifikationsproduktes (Lee, Connell et al. 1993).

Die TagMan®-Sonde ist ein Oligonukleotid, das zwischen zwei spezifischen Primern
(Vorwarts- und Ruckwarts-Primer) an die zu detektierende DNA bindet. Das 5-Ende
dieses Oligonukleotides ist mit einem fluoreszierenden Reporterfarbstoff (Fluoreszein-
Derivat) markiert. Das 3’-Ende tragt einen Quencher-Farbstoff (Rhodamin-Derivat), der

durch einen Phosphatrest blockiert ist. Durch die rdumliche Nahe des Quenchers zum
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Reporterfarbstoff wird bei intakter Sonde die Fluoreszenz mittels Fluoreszenz-Resonanz-
Energietransfer (FRET) unterdrickt. Der Quencher fungiert hierbei als Akzeptor der

abgegebenen Energie.

_____ FRET @

) Primer
]
3t 5
DNA- Zielsequenz
5 CE— 3*
Rickwarts-
Primer
Vorwarts- C
\ Primer Taq DNA- Polymerase
.
. 5
DNA- Zielsequenz
5 :
—~eie—— ¢
Ruckwarts-
Primer

FRET = Fluoreszenz- Resonanz- Energie- Transfer
Q = Quencherfarbstoff

R = Reporterfarbstoff

FR = Fluoreszierender Reporterfarbstoff

Abb. 5: Schematische Darstellung der Realtime-TagMan® RT-PCR

Die sequenzspezifische TagMan®-DNA-Sonde bindet die DNA-Zielsequenz. Sie hat am 5-Ende
das Reporter-Fluoreszenzmolekil (R) und am 3’-Ende das Quenchermolekil (Q) gebunden,
welches durch Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) das Fluoreszenzsignal
unterdrickt.

Bei der Neustrangsynthese wird durch die 5’-3’-Exonukleaseaktivitat der Tag-DNA-Polymerase die
TagMan®-DNA-Sonde am &5’-Ende hydrolysiert. Es kommt zur Loslésung des Reporter-
Fluoreszenzmolekiils vom Quencher, so dass die Reporterfluoreszenz freigesetzt wird.

(eigene Darstellung)

Im Rahmen der DNA-Hybridisierung bindet die TagMan®-Sonde an den Matrizen-Strang
und wird in der Extensionsphase durch die 5-3’-Exonukleaseaktivitat der AmpliTag-
Polymerase am 5’-Ende hydrolysiert. Es kommt somit zur raumlichen Trennung von
Reporter und Quencher, so dass der FRET unterbrochen wird. Die Intensitat der
Fluoreszenz korreliert dabei in jedem PCR-Zyklus mit der Anzahl der zuvor akkumulierten
PCR-Produkte.

Dieses Signal ist sequenzspezifisch, da nur vollstdndig gebundene Sondenmolekile von
der AmpliTag-Polymerase hydrolysiert werden. Unspezifische Nebenprodukte werden

somit nicht nachgewiesen. Die gesamte Reaktion kann fir alle Zyklen in einem
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geschlossenen Reaktionsgefald ablaufen, die Floureszenzsignale der Reporterfarbstoffe
werden mithilfe des ABI PRISM 7000 Sequence Detectors detektiert.

2.2.3.2. Durchfihrung der Realtime-TagMan® RT-PCR

RNA-Isolierung:

Die Gesamt-RNA der Tumorproben und des Kontrollgewebes wurde mithilfe des
Reagenzienpakets der Firma Qiagen nach dem mitgelieferten Protokoll aufgearbeitet.
Hierzu wurde auf Trockeneis von den Gewebeproben mit einem Skalpell Gewebe
abgeschabt und umgehend im RLT-Puffer des Reagenzienpakets resuspendiert.

Wie im Protokoll des Herstellers vorgeschlagen, wurde ein Zwischenschritt eingeftigt, um
mit einem kompatiblen Reagenzienpaket mdgliche genomische DNA zu entfernen.
Abschliellend wurde die isolierte RNA pro Saule mit 30 yl RNase-freiem Wasser eluiert

und die RNA-Konzentration mithilfe des Photometers bestimmt.

Reverse Transkription:

Im Rahmen der reversen Transkription von RNA in cDNA wurden sowohl Ansatze
hergestellt, die die Superscript™ Reverse Transkriptase enthalten (RT*) als auch Ansatze
ohne dieses Enzym (RT"). Durch die RT-Ansatze kann weiter bestehende Kontamination
der Proben mit genomischer DNA erkannt und vermieden werden. Es wird somit
ausgeschlossen, dass die Messung bei cDNA-unspezifischen Sonden verfalscht wird.

Fur alle Ansatze wurden 2 ug der jeweiligen RNA mit RNase-freiem Wasser auf ein
Volumen von 27,27ul aufgeflllt. Zusatzlich wurde die folgende Reaktionslésung

hergestellt.

Tab. 9: Zusammensetzung der Reaktionslésung flr
die reverse Transkription.

1x
First Strand Buffer (5x) 60,4 %
DTT 13,4 mM
dNTP 1,5 mM
RNAsin 2,5 Ul
Acrylamid 0,7 uyM
Hexamernukleotide (10x) 34 %

Die Reaktion der reversen Transkription wurde ohne Anderungen nach dem Protokoll der
Firma Applied Biosystems durchgefiihrt. Zu den RT'-Ansatzen wurden jeweils 11,87

t™ Reverse Transkriptase (172 Units)

der Reaktionslésung und 0,86 pl der Superscrip
pipettiert, die bei den RT-Ansatzen durch H,O ersetzt wurde. Das Reaktionsvolumen

betrug somit 40 pl flr alle Proben in beiden Ansatzen.
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Alle Ansatze wurden anschlieRend fir 60 Minuten bei 42°C und leichtem Rdtteln im
schittelfahigen Heizblock inkubiert. Bis zur weiteren Verwendung wurden sie bei -20°C

eingefroren.

Realtime-TagMan® RT-PCR:
Die Realtime-RT-PCR wurde ohne Anderungen nach dem Protokoll der Firma Applied

Biosystems durchgefiihrt. Die Proben wurden hierfir 1:10 in TE-Puffer verdinnt. Fur
jedes zu untersuchende Gen wurde eine Gebrauchsldsung angesetzt.

Fur die Gene VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-3, Podoplanin, Prox-1, Lyve-1, CCL3, CCL5,
CCL17, CCL27, CCL28, CXCL13, GAPDH und 18s rRNA waren gebrauchsfertige
Oligonukleotid-/Sondengemische verfigbar, so dass sich deren Gebrauchslésung nach
der Formel in Tab. 10 zusammensetzte.

Fir die Gene CCL19, CCL21, CCR7, CXCL12 und CX3CL1 mussten Sonden und
Oligonukleotide noch gemischt werden. Die Zusammensetzung der Gebrauchslosung ist
in Tab. 11 aufgeflhrt.

Tab. 10: Zusammensetzung der Gebrauchslosung fiir die Realtime-RT-PCR mit bereits
gebrauchsfertigen Oligonukleotid-/Sondengemischen.

Volumen
TaqgMan Universal Mastermix 10 pl
Gebrauchsfertiges Oligonukleotid-/Sondengemisch (20x) 1yl
Wasser 7 ul

Tab. 11: Zusammensetzung der Gebrauchslésung fir die RT-PCR ohne kommerzielles
Oligonukleotid-/Sondengemisch.

Volumen
TaqgMan Universal Mastermix 10 ul
Vorwarts-Primer 300 nM
Ruckwarts-Primer 300 nM
Sonde 100 nM
Wasser aufgefillt auf 18 pl

Zusatzlich zu den RT -Ansatzen fir die cDNA-unspezifischen TagMan®-Sonden der
Gene CCL21, CCR7, CX3CR1 und 18s rRNA wurde flir jedes einzelne Gen die
Gebrauchslésung auch ohne cDNA angesetzt und gemessen (NTC = no template
control), um eine generelle Kontamination der Sonden auszuschlief3en.

Die einzelnen Proben wurden somit wie in Tab. 12 aufgeflhrt angesetzt.
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Tab. 12: Zusammensetzung der Ansatze fur die Realtime-TagMan® RT-PCR.

RT -Ansatz RT-Ansatz NTC
Gebrauchslésung
des jeweiligen Ansatzes 20 ul 20 ul 20 ul
cDNA-Proben 2,2 I RT" 2,2 ulRT -

Zur Messung von Doppelwerten wurden von jedem Ansatz zweimal 20 ul in die
Reaktionsvertiefungen der optischen TagMan®-PCR-Platte pipettiert. Die Platte wurde mit
der entsprechenden Folie luftdicht verschlossen, kurz zentrifugiert und in das Messgerat
TagMan® 7000 eingesetzt. Am angeschlossenen Computer wurde das Programm

gestartet und die Messung mit den Einstellungen aus Tab. 13 durchgefuhrt.

Tab. 13: Wahrend der Analyse verwendete Einstellungen des Tagman® 7000.

Wiederholungen 1x 1x 40x 40x
Temperatur 50°C 95°C 95°C 60°C
Dauer 2 min 10 min 15 sek 1 min
Auswertung:

Bei der Realtime-TagMan® RT-PCR basiert die Quantifizierung der DNA auf der Kinetik
der Reaktion und nicht auf den absoluten Mengen des PCR-Produktes. Es wird daher ein
Fluoreszenz-Schwellenwert bestimmt, der so genannte Threshold Cycle oder CT-Wert.
Hierzu erstellt das TagMan®-Analysegerat Grafiken, aus denen die Starke des

Fluoreszenzsignals in Abhangigkeit von der Zykluszahl hervorgeht.

Delta B vs Cycle
1.0e+001
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Cycle Number

Abb. 6: Darstellung der Expressionswerte durch das Programm ABI Prism.
Durch Darstellung der Fluoreszenzsignale in Abhangigkeit von der Anzahl der
Zyklen, wird fur jede gemessene Probe die Kinetik der Reaktion aufgezeigt
(Darstellung eigener Messdaten).
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Es wird der Zyklus bestimmt, bei dem die Kurven einen exponentiellen Anstieg zeigen.
Der Schwellenwert wird hierzu flr jedes Gen manuell angepasst. Kein CT-Wert
(“undetermined®) konnte fir Proben ermittelt werden, die bei Zyklus 40 noch kein
Fluoreszenzsignal emittiert hatten. Diese Probe wurde somit als negativ gewertet und der
dazugehérige CT-Wert in der Auswertung gleich 40 gesetzt.

Die Berechnung der Genexpression erfolgte aus diesen Resultaten mithilfe der ACT-
Methode. Fir jede Probe wurden die Mittelwerte der beiden gemessenen CT-Werte
errechnet, wobei diese Doppelwerte nicht mehr als einen Zyklus voneinander abweichen
durften. Mithilfe so genannter Haushaltsgene (“housekeeper GAPDH, 18S rRNA), die im
untersuchten Gewebe konstante Expressionslevel zeigen, wurden die Expressionswerte
der gemessenen Proben normalisiert. Der Expressionsunterschied zwischen dem
untersuchten Gen (Zielgen) und dem Haushaltsgen (Referenzgen) wurde hierzu nach

folgender Formel berechnet:
ACT= CT (Zielgen) — CT (Referenzgen)

AnschlieBend wurde dieser ACT-Wert als Potenz zur Basis 2 dargestellt und fur die

weitere Auswertung verwendet:
Endwert = 2 *°7

Da sich in der Auswertung die Expressionswerte von 78S rRNA stabiler und besser
reproduzierbar zeigten als die von GAPDH, wurde im Rahmen dieser Arbeit
ausschliel3lich 18S rRNA als Referenzgen verwendet.

Eine generelle Kontamination der Proben konnte ausgeschlossen werden, da in keinem
der NTC-Ansatze Expressionswerte gemessen wurden. Mithilfe des DNase-Verdaus war
zudem eine Kontamination der Proben mit genomischer DNA vermieden worden. Fir die
cDNA-unspezifischen Oligonukleotid-/Sondengemische zeigten sich Differenzen von

deutlich mehr als finf Zyklen zwischen den CT-Werten der RT"- und der RT*-Proben.

2.2.4. Histopathologische Verfahren
2.2.4.1. Immunhistochemie
2.2.4.1.1. Prinzip der Immunhistochemie

Zur Detektion bestimmter Proteine in Paraffinschnitten wurde eine Immunhistochemie
nach dem Prinzip des markierten Streptavidin-Biotin-Systems durchgefihrt.
Dabei erkennt und bindet ein unkonjugierter Primarantikérper das Antigen im Gewebe und

wird dann von einem Biotin-konjugierten Sekundarantikérper gebunden. Aufgrund der
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starken Affinitat von Streptavidin zu Biotin reagiert das konjugierte Bitotin des Antikorpers
mit dem Streptavidin eines enzymmarkierten Streptavidinkomplexes. Durch Zugabe des
Enzyms Meerrettichperoxidase (HRP) werden Quervernetzungen verstarkt, so dass

mithilfe eines Chromogens ein deutlicher, wasserunldslicher Farbniederschlag entsteht.

2.2.4.1.2. Durchfihrung der Immunhistochemie

Tumorproben:
Das Gewebe der Tumorexzisionen wurde unmittelbar nach der Entnahme im

Operationssaal flr 24 Stunden in 10% Paraformaldehyd fixiert und im Anschluss von der
Pathologie in Paraffin eingebettet. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die
Paraffinblécke bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Im Vorfeld der histologischen Studie wurden die Formaldehyd-fixierten und Paraffin-
eingebetteten Gewebeproben dann mit einem Mikrotom 4 pum dick geschnitten,
anschlielend auf einen Objekttrager gebracht und bei 40°C flr mindestens 2 Stunden
inkubiert.

Deparaffinierung:

Das Paraffin der Gewebeschnitte wurde mithilfe einer Alkoholreihe, beginnend mit 100%
Xylol fur 2x 10 min, dem Gewebe entzogen. In einem Zwischenschritt (2x 1 min in 100%
Ethanol, 10 min in Methanol mit 2% Wasserstoffperoxid) wurde die Aktivitdt der
Endogenen Peroxidase blockiert. Anschlielend erfolgte die eigentliche Rehydrierung
durch eine absteigende Alkoholreihe (2x 1 min 100% Ethanol, 2x 1 min 96% Ethanol, 1x 1
min Ethanol 70%), bevor die Gewebeschnitte in destilliertes Wasser Uberfihrt und fiir 3x 5

Minuten gewaschen wurden.

Antigendemaskierung:

Mit diesem Schritt werden die Antigene des Gewebes fur die entsprechenden Antikdrper
zuganglich gemacht. Hierfur wurden die Gewebeschnitte in Natriumzitratpuffer fur 20
Minuten bei 800 W in der Mikrowelle gekocht und anschlieBend fur 30 Minuten auf

Raumtemperatur heruntergekinhlt.

Detektierung des Antigens:

Nach einer erneuten Blockierung der endogenen Peroxidase durch Inkubation mit einer
Peroxidaseblockier-Lésung fir 5 Minuten, wurden die Gewebeschnitte fiir eine Stunde bei

Raumtemperatur mit dem Primarantikoérper inkubiert. Alle Antikbrper waren zuvor in einer
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speziellen Anitkdrper-Verdinnungsldsung entsprechend den Angaben in Tab. 7 auf die
optimale Konzentration gebracht worden.

Nach der Inkubation wurden ungebundene Primarantikérper durch grindliches Waschen
im Waschpuffer (3x 5 min) entfernt und ein biotinylierter Sekundarantikérper aufgetragen
(30 min). Nach einem erneuten Waschschritt wurde der Streptavidin-Peroxidase-Komplex
aufgetragen und fir 30 min inkubiert. Anschlieliend wurde Uberschissiges, Streptavidin
durch einen weiteren Waschschritt beseitigt. Eine Farbreaktion wurde durch die
3'3’-Diaminobenzidin-(DAB)-Chromogenlésung ausgeldost und nach Erreichen der
gewlnschten Signalintensitdt 1-2 Minuten spater in destilliertem Wasser gestoppt. Zur
besseren Zuordnung des Gewebekontextes wurde eine Gegenfarbung mit Mayer's
Hamatoxylin durchgefihrt, die zur Anfarbung der Zellkerne fihrt.

Nach einem letzten Waschschritt wurde die Alkoholreihe zur Dehydratation aufsteigend
durchgefihrt (1x 1 min Ethanol 70%, 2x 1 min 96% Ethanol, 2x 1 min 100% Ethanol). Die
Praparate wurden mit Eindeckmedium eingedeckt und standen fur die histologische
Auswertung zur Verfigung.

Im Rahmen der Untersuchung Iymphatischer Markerproteine wurde humanes
Tonsillengewebe als Positivkontrolle verwendet, da dort die lymphatischen Zielantigene
exprimiert sind. Um unspezifisches Bindungsverhalten der Testreagenzien zum
Testgewebe auszuschlielen, wurde der Primarantikdrper in Negativkontrollen durch H,O

ersetzt.

Auswertung:
Zur Beurteilung des Expressionsverhaltens der lymphatischen Markerproteine erfolgte die

histologische Auswertung unter dem Mikroskop durch zwei unabhangige Untersucher.
Dabei wurden alle Gewebeschnitte einzeln ausgewertet und auf ein charakteristisches

Expressionsmuster hin untersucht.

2.2.4.2. Indirekte Immunfluoreszenzfarbung

2.2.4.2.1. Prinzip der indirekten Immunfluoreszenzfarbung

Bei dieser Methode wird die hohe Nachweisempfindlichkeit fluoreszenzmikroskopischer
Methoden mit der strengen Spezifitat immunologischer Verfahren verknupft.

Zunachst wird das Antigen durch einen Primarantikorper im Gewebe gebunden, der dann
durch einen Fluorochrom-markierten Sekundarantikorper detektiert wird. Die spezifische
Emission des Fluorochroms lasst sich mit einer daflir geeigneten Lichtquelle sichtbar

machen.
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2.2.4.2.2. Durchfuhrung der indirekten Immunfluoreszenzfarbung

Gewebeproben:

Fur die Immunfluoreszenzfarbung wurden die Gewebeschnitte zunachst wie bei der
Immunhistochemie vorbereitet. Im Rahmen der Antigendemaskierung wurden sie
allerdings, im Anschluss an das Aufkochen in Zitratpuffer, erneut in einem 1mM EDTA-
Puffer erwarmt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden sie dann weiter bearbeitet.

Die Zellen der Tumorzelllinien U87 und U373 wurden in 12-Loch-Kulturplatten so
ausgesat, dass sie nach 6 Stunden adharent und 80% konfluent gewachsen waren. Sie
wurden in 4% Paraformaldehyd fur 10 Minuten fixiert und anschlieRend dreimal fir 5 min

in Waschpuffer gewaschen.

Arbeitsschritte:

Sowohl die Gewebeschnitte als auch die fixierten Zellen wurden fiir eine Stunde mit dem

Primarantikérper bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden dreimal fir je flnf
Minuten mit Waschpuffer gewaschen und der fluoreszierende Sekundarantikdrper in der
entsprechenden Konzentration (s. Kap. 2.1.9) hinzugegeben. Um einen Intensitatsverlust
des Fluoreszenzfarbstoffes zu vermeiden, wurde die einstiindige Inkubation sowie alle
weiteren Arbeitsschritte unter einer lichtundurchlassigen Haube durchgeflihrt.

Fir Doppelfarbungen wurde nach Abschluss dieser Prozedur das Gewebe erneut in 4%
Paraformaldehyd fir finf Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln fixiert, um eine
Kreuzreaktion der beiden Primarantikdrper zu verhindern. Die weiteren Arbeitsschritte
entsprachen dem zuvor beschriebenen Protokoll zur Farbung des ersten
Primarantikorpers.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellkerne des Gewebes durch eine
zweiminltige Inkubation in einer 1ug/ml DAPI-Losung gefarbt. Nach einem letzten
Waschschritt wurden die Gewebeschnitte mit einem speziellen Eindeckmedium flr
Fluoreszenzfarbungen eingedeckt. Zur Versiegelung wurden die Glasplattchen mit
Nagellack umrandet und bei 4°C gelagert. Die Detektion und Visualisierung der
Farbungen wurde an einem Fluoreszenzmikroskop vorgenommen, die Bilder mit einer

Digitalkamera aufgenommen.

2.2.5. FACS (Fluorescence Analysing Cell Sorting)

2.2.5.1. Prinzip der FACS-Analyse

Die Abkirzung FACS steht fir “Fluorescence Analysing Cell Sorting“ und wird im

Deutschen mit dem Begriff Durchflusszytometrie Ubersetzt.
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Mithilfe dieser Methode kann die Expression bestimmter Proteine, sowohl intrazellular als
auch auf der Oberflache von Zellen, analysiert werden. Die Expression wird dabei durch
Fluoreszenzsignale von gebundenen, Fluorochrom-markierten Antikérpern detektierbar.
Im FACS-Messgerat werden hierzu die Zellen durch ein unter Druck stehendes
Transportsystem an der Messeinheit vorbei transportiert und von einem Laser mit einer
Wellenlange von 488 nm angeregt. Die resultierende Emissionsstrahlung wird von den
Messeinheiten aufgezeichnet und die gewonnenen Daten zum angeschlossenen

Computer Ubertragen.

2.2.5.2. Durchfihrung der FACS-Analyse

Die adharent waschsenden Zellen wurden durch Inkubation in 1,5 mM EDTA schonend
geldst und resuspendiert, um keine Oberflachenproteine zu zerstéren. Fir die Analyse
wurden jeweils 200.000 Zellen in 100 pl FACS-Puffer aufgenommen und in ein
Polypropylen-Réhrchen Uberflhrt. Die weiteren Arbeitsschritte erfolgten auf Eis bei 4°C.
Zu den Ansatzen flr die Analyse der Podoplanin-Expression wurde der anti-h-Podoplanin-
Antikérper und fir die Isotypkontrollen der m-lgG1-Antikdrper in der entsprechenden
Konzentration gegeben. Alle Ansatze wurden fir 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Nach
grindlichem Waschen mit FACS-Puffer wurden die Zellen fur 30 Minuten mit dem
Sekundarantikérper anti-m-IgG+/PE bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Nach erneutem
Waschen wurden die Zellen in 200 yl PBS resuspendiert und in FACS-Messrohrchen
Uberfiihrt. Direkt vor Beginn der Messung wurde jedem Ansatz 1 ul Propidium-lodid
hinzugefiigt, um lebende von toten Zellen unterscheiden zu kénnen.

Die Analyse erfolgte am Messgerat FACS Calibur, die Auswertung wurde mithilfe des

Programms CellQuest durchgefihrt.

2.2.6. Molekularbiologische Methoden

2.2.6.1. Elektrophorese im DNA-Agarose-Gel

Nukleinsduren liegen in wassrigen Losungen bei pH 8 als Polyanionen vor, so dass sie
sich im Agarose-Gel durch Anlegen eines konstanten elektrischen Feldes in Richtung der
Anode bewegen. Die Geschwindigkeit und die sich daraus ergebende Laufstrecke ist
proportional zur GréRe der Nukleinsduren und zur Konzentration des Agarose-Gels
(Molekularsiebeffekt). Die so aufgetrennten DNA-Fragmente kénnen mithilfe von
Ethidiumbromid, das sich in DNA einlagert und im UV-Licht fluoresziert, sichtbar gemacht

werden.
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Arbeitsschritte:

Je nach gewunschter Gelkonzentration (1 bis 2%) wurden 1,0 bis 2,0 g Agarose durch
Erhitzen in der Mikrowelle in 100 ml 0,5x TBE-Puffer gelést und 2 pl Ethidiumbromid
hinzugegeben. Nach  Abkihlen auf 50°C wurde die Lésung in ein
Elektrophoreseschalchen mit befestigtem Gelkamm gegossen. Dieser Kamm wurde nach
Erstarren des Gels vorsichtig entfernt.

Jeweils 10 pl der DNA wurden mit 2 pl Ladepuffer (6x) versetzt und in die Kammern des
Gels pipettiert. In eine weitere Kammer wurde der DNA-Grofienstandard (1kB-Leiter)
pipettiert, um die Grofle der DNA-Produkte abschatzen zu kénnen. Die Elektrophorese
wurde dann in 0,5x TBE-Puffer mit 100 V fir 30 bis 45 Minuten durchgefihrt.
AnschlieBend wurden die Gele auf einem UV-Transilluminator mit einem
Dokumentationssystem fotografiert und die GroRe der Amplifikationsprodukte anhand des

mitgelaufenen DNA-Standards bestimmt.

2.2.6.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Herstellung des Podoplanin-Expressionsvektors musste zunachst die flir Podoplanin
kodierende DNA in einer Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert werden.

Dabei wird die kodierende DNA durch Anlagerung von zwei synthetischen,
sequenzspezifischen Oligonukleotiden (Primer) sowie durch Wiederholung der Schritte
Denaturierung, Anlagerung und Verlangerung der Primer mithilfe der hitzestabilen Tag-

Polymerase vermehrt.

Primer-Design:

Die Primer sollten die gesamte kodierende Region (CDS, Basenpaare 50-766) der
Transkriptvariante 1 des Podoplanins auf Chromosom 1 amplifizieren. Sie wurden mithilfe
des Computerprogramms Husar entworfen. Fur das Design galt eine Schmelztemperatur
von 58°C als Anhaltspunkt, die optimale Primer-Lange sollte bei 18 Basenpaaren liegen.
Da im Bereich um die kodierende Region keine verwendbaren Enzymschnittstellen zu
finden waren, wurde die Sequenz der Primer durch die Sequenz der EcoRI-Schnittstellen
(GAATTC) erganzt. Die Synthese der Primer wurde dann von der Firma Metabion in

Martinsried Gbernommen.

Vorwarts-Primer: 5-CCT GAATTC CGG GAG AGATAAATG CTG AC-3
Ruckwarts-Primer: 5-GGC GTAACCCTT CAGCTC GAATTCTTT AG-3
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Durchfliihrung der PCR:

Der Ansatz fir die PCR setzte sich den unten stehenden Angaben entsprechend

zusammen und wurde zur Amplifikation in das PCR-Reaktionsgerat gestellt
(Temperaturstufen: 61,64,67°C).

100 ng DNA
1,0 ul Vorwarts-Primer (100 pmol/ul)
1,0 ul Rickwarts-Primer (100 pmol/ul)
2,5l Puffer
4,0 pl 1,25 mM dNTPs
0,2 pl Taq Polymerase (1 Unit)
X ul H20
25 pl Gesamtvolumen

Die erfolgreiche Podoplanin-DNA-Amplifizierung wurde durch Elektrophorese in einem
1%-igen DNA-Agarose-Gel bestatigt und die resultierenden DNA-Banden auf dem UV-
Transilluminator mit einem Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten.

AnschlieRend wurde die DNA mithilfe des kommerziellen Reagenzienpakts QIAquick®
Gel Extraction Kit nach dem Protokoll des Herstellers aus dem Agarose-Gel extrahiert und
mit 30 ul H20 eluiert.

2.2.6.3. Vektorkonstrukte

Fir die Versuche mit mesenchymalen Stammzellen (MSC) zur gefal3spezifischen
Aktivierung von bestimmten Genen wurden zunadchst Vektoren hergestellt, die das Tie2-
Promotor/Enhancer-Konstrukt enthalten.

Hierflir war im Vorfeld von unserer Arbeitsgruppe sowohl das Red Fluorescent Protein
(RFP) als auch die Thymidinkinase des Herpes simplex-Virus (TK) in einen kommerziell
verfugbaren Vektor (pSPTg.T2FpAXK, zur Verfligung gestellt von Thomas N. Sato PhD,
Southwestern Medical School, Dallas) kloniert worden (Vektoren Tie2-RFP und Tie2-TK).
Die Expression der Inserts (RFP, TK) steht in diesen beiden Vektoren somit unter der
Kontrolle des Tie2-Promotor/Enhancer-Konstruktes.

In einem zweiten Arbeitsschritt wurden dann im Rahmen dieser Arbeit die Sequenzen der
beiden Vektoren (Tie2-RFP und Tie2-TK) verwendet und in den kommerziell erhaltlichen
pCMV/Bsd-Vektor kloniert (s. Kap. 2.2.6.4).

Die daraus resultierenden Vektorkonstrukte (pCMV/Bsd-Tie2-RFP und pCMV/Bsd-Tie2-
TK, s. Abb. 7, 8) wurden anschlieend, wie unter Kap. 2.2.6.6 beschrieben, stabil in die
beiden MSC-Linien, die murine balb/c und die humane L87, transfiziert (balb/c-Tie2-RPF,
L87-Tie2-RFP und L87-Tie2-TK).
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Sal I(7820)
&/__ Ampicillin (R)
Tie2-
Enhancer
pUc ori
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pCMV/Bsd-Tie2-RFP
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Pcmv
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Fluorescent EM7
Protein 2 -
Blasticidin (R)
SV40 pA
Sal 1(3220)
Tie2- Promotor

Abb. 7: Vektor pCMV/Bsd-Tie2-RFP.
Schematische Darstellung des Expressionsvektors, der RFP unter der
Kontrolle desTie2-Promotor/Enhancer-Konstruktes exprimiert.

Sal 1(8842)

E Ampicillin (R)

Tie2-
Enhancer oo
Apa 1(1883)
pCMV/Bsd-Tie2-TK Pemv
~9,2kB
EM7

Blasticidin (R)

Thymidin SVA40 pA

Kinase

Sal 1{3220)

Tie2- Promotor

Abb. 8: Vektor pCMV/Bsd-Tie2-TK.
Schematische Darstellung des Expressionsvektors, der die HSV-TK unter
der Kontrolle des Tie2-Promotor/Enhancer-Konstruktes exprimiert.

Zusatzlich zu diesen Vektoren wurde zur weiteren Untersuchung der Podoplanin-Funktion
im Rahmen des Hirntumor-Wachstums aullerdem ein Podoplanin-Expressionsvektor
hergestellt. Hierfir wurde zundchst die kodierende Podoplanin-Sequenz in den
kommerziell erhaltlichen Expressionsvektor pcDNA3 geklont (s. Kap. 2.2.6.5).
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Das daraus resultierende Podoplanin-Plasmid (pcDNA3-Podoplanin, s. Abb. 9) wurde im

Anschluss daran stabil in die humanen Glioblastom-Zelllinien U87 und U373 transfiziert

(U87-Podoplanin, U373-Podoplanin), wie auch der unveranderte pcDNA3-Vektor zur

Kontrolle des Expressionsverhaltens (U87-Mock, U373-Mock).

Bal Il

EcoR 1(938)

Ampicillin (R) Podoplanin
pcDNA3-Podoplanin
~6,2 kB
_EcoR 1(1785)
BGH pA
SV40 pA

SV40 ori

Neomycin G418 (R)

Abb. 9: Podoplanin-Uberexpressionsvektor pcDNA3-Podoplanin.
Schematische Darstellung des Expressionsvektors, der Podoplanin durch
Kontrolle des pCMV-Promotors konstitutiv exprimiert

Tab. 14: Ubersicht der im Rahmen dieser Arbeit transfizierten Zelllinien.

Bezeichnung Wirtszellen Ursprungsvektor DNA-Einsatzstiick
balb/c-Tie2-RFP balb/c pCMV/Bsd Tie2-RFP
L87-Tie2-RFP L87 pCMV/Bsd Tie2-RFP
L87-Tie2-TK L87 pCMV/Bsd Tie2-TK
U87-Podoplanin us7 pcDNA3 Podoplanin-DNA
u87-Mock us7 pcDNA3 -—-
U373-Podoplanin U373 pcDNA3 Podoplanin-DNA
U373-Mock U373 pcDNA3 -
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2.2.6.4. Enzymatische Modifikation der DNA

Restriktion von DNA:

Die endonukleolytische Spaltung von Plasmid-DNA wurde mit verschiedenen

Restriktionsenzymen nach den Empfehlungen der Herstellerfirmen durchgeflihrt.
Dabei wurde fiir analytische Zwecke 1 ug Plasmid-DNA mit 1,5 U Enzym flr zwei Stunden
bei 37°C inkubiert, wahrend zur Linearisierung von Vektoren 30 ug Plasmid-DNA mit 10 U

Enzym fiir drei Stunden bei 37°C verdaut wurden.

Im Rahmen der stabilen Transfektion der Vektoren pCMV/Bsd-Tie2-RFP und pCMV/Bsd-
Tie2-TK in die MSC-Linien balb/c und L87 wurde die Vektor-DNA direkt vor der
Transfektion mit dem Enzym Apal linearistiert.

Im Rahmen der Klonierung der Podoplanin-Sequenz in den Vektor pcDNA3 wurde vor der
Ligation das Enzym EcoR1 zur Linearisierung verwendet.

Direkt vor der Transfektion in die beiden Glioblastom-Zelllinien U87 und U373 wurde der
aus dieser Klonierung hervorgegangene Vektor pcDNA3-Podoplanin sowie der
unveranderte Vektor pcDNA3 mit dem Enzym Bgl Il linearisiert.

Alle DNA-Fragmente wurden im Anschluss an die Restriktion nach dem Protokoll des
Reagenzienpaketes 'QIAquick® gel extraction kit' gereinigt und von den S&ulchen mit
30 ul HL0 eluiert.

Dephosphorylierung von DNA:

Im Vorfeld der DNA-Ligation werden 5’-terminalen Phosphatgruppen der linearisierten
Vektoren durch Behandlung mit alkalischer Phosphatase entfernt. Dadurch soll verhindert
werden, dass sich zuvor linearisierte Vektoren wieder spontan an derselben Schnittstelle
zusammenlagern.

Hierzu wurde 1 pg der linearisierten Plasmid-DNA (pcDNA3) mit 1/10-Volumen CIP-Puffer
(10x) und 5 U alkalischer Phosphatase versetzt. Nach Abschluss der 60-minltigen
Inkubation bei 37°C wurde das Enzym durch finfmindtiges Erhitzen auf 68°C inaktiviert

und der Ansatz mit dem 'QIAquick® gel extraction kit aufgereinigt.

Ligation von DNA:

Die Ligase des Phagen T4 katalysiert in einer ATP-abhangigen Reaktion die kovalente
Verknupfung der 5-Phosphatgruppe eines DNA-Molekiils mit der 3’-OH-Gruppe eines
anderen DNA-Molekiils. Dabei erfolgt die Ligation bei dreifach molarem Uberschuss des
DNA-Fragmentes gegentber dem Vektor.

Etwa 60 ng des linearisierten Vektors (pcDNA3) und die entsprechende Menge des DNA-

Fragments (Podoplanin-Sequenz), das in das Plasmid eingebracht werden sollte, wurden
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mit H,O auf ein Volumen von 17 pl gebracht. 2 ul des Ligasepuffers (10x) und 400 U der
T4-Ligase wurden zugesetzt. Die Inkubation erfolgte fir 20 Minuten bei Raumtemperatur.
Im Anschluss daran wurden die ligierten DNA-Fragmente (pcDNA3-Podoplanin) zur

Vermehrung in elektrokompetente E.coli-Bakterien transformiert.

2.2.6.5. Mikrobiologische Methoden

Herstellung elektrokompetenter E. coli-Bakterien:

Durch die Transformation wurde extrachromosomale DNA in E. coli-Stdmmen integriert.
Diese Bakterien waren zuvor mithilfe der TSS-Methode (Chung, Niemela et al. 1989)
elektrokompetent gemacht worden, um den ligierten Vektor (pcDNA-Podoplanin) bei der
Transformation aufzunehmen.

Der TSS- Methode folgend wurde zunachst eine Vorkultur angelegt. Hierzu wurden 5 ml
LB-Medium mit einer E. coli-Glyzerinkultur beimpft und Gber Nacht bei 37°C und 400 rpm
geschittelt. AnschlieRend wurden 40 ml LB-Medium mit 500 ml dieser Vorkultur
angeimpft und bis zu einer optischen Dichte von ODgy = 0,4 weiter geschuttelt. Diese
Kultur wurde dann auf Eis abgekuhlt und abzentrifugiert (10 min, 4°C).

Das Sediment wurde in 4 ml eiskalter TSS-Lésung resuspendiert und anschlieRend in
sterilen Eppendorfgefalen zu Portionen von 100 bis 200 ml in flissigem Stickstoff

eingefroren und bei -180°C gelagert.

Transformation von E. coli:

Nach erfolgreicher Ligation wurden ca. 50 ng der ligierten Plasmid-DNA (pcDNA3-
Podoplanin) zu 50 ul der kompetenten E. coli hinzugeflgt, auf Eis gekunhlt, vorsichtig
gemischt und in die Elektroporationskiivetten gegeben. Der Transformation wurde dann
im Elektroporationsgerat bei 1,8 V durchgefiihrt. Umgehend danach wurde das Gemisch
in 1 ml SOC-Medium gegeben und bei 37°C flr 45 min geschdttelt.

Die Bakteriensuspension wurde auf Agarplatten mit Ampizillin-Zusatz ausplattiert und bei
37°C uber Nacht inkubiert. Durch den Zusatz von Ampizillin konnten erfolgreich

transformierte E. coli-Bakterien selektiert werden.

Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien:

Uber Nacht gewachsene Kolonien wurden daraufhin analysiert, ob das Plasmid pcDNA3-
Podoplanin  aufgenommen wurde. Dieser Test erfolgte mithilfe der
Minipraparationsmethode, bei der die Plasmide aus den Bakterien isoliert und nach einem

Kontroll-Enzymverdau nachgewiesen werden.
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Hierfir wurden 2 ml LB-Medium mit der zu untersuchenden Kolonie der Stammplatte
angeimpft und Uber Nacht bei 37°C auf dem Schuittler inkubiert. Zur Praparation wurde ein
kommerziell erhaltliches Reagenzienpaket (QlAprep® spin Miniprep Kit) nach Protokoll
des Herstellers verwendet und so das Plasmid aus den Bakterien gereinigt. Die Plasmid-
DNA wurde durch PCR amplifiziert und das klonierte Podoplanin-Gen nach einem
Kontroll-Enzymverdau mit EcoRI im Agarose-Gel nachgewiesen.

Kolonien, die das Plasmid korrekt aufgenommen hatten, wurden tber Nacht in 100 ml LB-
Medium erneut kultiviert und vermehrt. Am darauf folgenden Tag wurde das LB-Medium
abzentrifugiert und die Plasmide mithilfe des endotoxinfreien Reagenzienpakets
(EndoFree® Maxi Kit) zellkultursteril isoliert, so dass sie flr die Transfektion eukaryonter

Zellen verwendet werden konnten.

2.2.6.6. Stabile Transfektion

Bei der Elektrotransfektion flihren kurze elektrische Impulse in den Zellen dazu, dass
nanometergroRer Poren in der Plasmamembran entstehen. DNA gelangt durch diese
Poren in das Zytoplasma und kann sich dort in die DNA der Wirtszelle integrieren.

Zur Vorbereitung der Transfektionen wurde die linearisierte Plasmid-DNA
(pCMV/Bsd-Tie2-RFP, pCMV/Bsd-Tie2-TK, pcDNA3-Podoplanin, pcDNA3) durch das
Reagenzienpaket QIAquick® gel extraction kit isoliert und in 30 pl sterilem Wasser geldst.
Etwa 8 x 10° Wirtszellen wurden nach schonendem Abldsen zentrifugiert, in 400 ml PBS
resuspendiert und mit 30 ul der linearisierten Plasmid-DNA gemischt.

Dieser Ansatz wurde fir 10 Minuten auf Eis gekuhlt bevor die Elektroporation in sterilen
Kivetten (0,4 cm Elektrodenabstand) bei 230-260 mV und 960 pyF durchgefihrt wurde.
Nach erneuter Kihlung fir 10 Minuten auf Eis wurden die transfizierten Zellen in das
entsprechende Zellkultur-Medium Uberfihrt und bei 37°C und 5% CO. Uber Nacht
inkubiert.

2.2.6.7. Selektion stabil transfizierter Zellen

Die Blastizidin-Konzentration, die zur Selektion der stabil transfizierten MSC-Linien
(balb/c-Tie2-RFP, L87-Tie2-RFP, L87-Tie2-TK) geeignet ist, wurde zuvor mit balb/c- und
L87-Zellen ermittelt. Hierzu wurden nicht-modifizierte Zellen 80% konfluent in 2 ml
Kulturmedium auf 6-Loch-Kulturplatten ausgesat und mit steigenden Konzentrationen des
Blastizidins inkubiert (1 bis 10 pg/ml). Die geeignete Konzentration wurde bestimmt als die
Konzentration, bei der die Zellen nach zehn bis vierzehn Tagen abgetotet sind. Fir die

balb/c lag diese Konzentration bei 1 ug/mil, fir die L87-Zellen bei 3 pg/ml.
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Nach erfolgreicher Transfektion wurde nach einem Tag zur Selektion Zellen das
Kulturmedium entfernt und die Zellen mit frischem Kulturmedium sowie der zuvor
ermittelten Konzentration an Blastizidin inkubiert.

Auch die G418-Konzentration (Neomyzin), mit der die stabil transfizierten Glioblastom-
Zelllinien (U87-Mock, U87-Podoplanin, U373-Mock, U373-Podoplanin) selektiert werden,
wurde auf die gleiche Art und Weise ausgetestet. Die ermittelte G418-Konzentration von
300 pg/ml wurde dem Zellkulturmedium der erfolgreich transfizierten Glioblastom-

Zelllinien nach einem Tag zugefiigt.

2.2.7. Tierversuche

Die Vorgehensweise bei den Tierversuchen wurde vom Ausschuss fir Tierschutz der
LMU Munchen unter dem Aktenzeichen 209.1/211-2531-35/03 genehmigt. Alle Eingriffe
an den Versuchstieren wurden im Tier-OP der Neurochirurgischen Klinik GroRhadern der

LMU Mdanchen in den Raumlichkeiten des Laserforschungs-Labors durchgefuhrt.

2.2.7.1. Versuchsgruppen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde insgesamt mit 17 mannlichen, T-Zell-defizienten
Rh-/rnu-Nacktratten als Tumorwirten gearbeitet. Die Versuchstiere wiesen zum Zeitpunkt
der Implantation ein Kérpergewicht von 200 bis 300g auf. In Ubereinstimmung mit den
Institutsrichtlinien wurden sie unter regelmaRigem Tag/Nacht-Lichtrhythmus gehalten und
erhielten spezielles Nagerfutter sowie Wasser ad libidum. Wahrend der gesamten
Versuchsdauer erfolgte eine neurologische Uberwachung (Ldéhmungen, Stérungen der
Perzeptionsfahigkeit und motorische Koordination) sowie eine Kontrolle des
Koérpergewichtes.

Tab. 15 gibt eine Ubersicht der Versuchsreihen, die im Rahmen dieser Arbeit

durchgeflhrt sowie geplant wurden.

61



Material und Methoden

Tab. 15: Im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte (1-3) und geplante (4-5) Tierversuchsstudien.

Studien- . o : "
nummer: Versuchsaufbau: GruppengroRe: Ziel der Studie:
1) humaner U373-GFP-Tumor n=4
+ primare humane MSC (systemisch)
2) muriner C6-Tumor n=38 l\R/leSIguitrl]eg:gg von
+ murine MSC-Tie2-RFP (systemisch) Hirntumor
3) humaner U373-GFP-Tumor n=5
+ humane MSC-Tie2-RFP (systemisch)
4) a) | humaner U373-GFP-Tumor n=10
+ hMSC-Tie2-TK (systemisch)
+ Ganciclovir
b) | humaner U373-GFP-Tumor n=10 ;gzr?ﬁ:;fﬁh%es
+ hMSC-Tie2-TK (systemisch) 9
; . Tumorwachstums
(Kontrollgruppe ohne Ganciclovir)
¢) | humaner U373-GFP-Tumor n=10
(Kontrollgruppe ohne MSC)
5) a) | humaner n=10
U373-Podoplanin-Tumor Untersuchung der
Podoplanin-Funktion
im Hinblick auf die
b) | humaner n=10 Morphologie des
U373-Mock-Tumor Hirntumors
(Kontrollgruppe)

2.2.7.2. Narkose

Sowohl die Tumorimplantation als auch die Injektion der MSC wurden unter
Maskennarkose der Tiere mit einem Isofluran-Sauerstoffgemisch durchgefihrt.

Die Narkoseeinleitung erfolgte dabei mit 4 Vol% Isofluran unter einer Plastikhaube.
AnschlieBend wurde das Versuchstier auf einem Heizkissen platziert und die
Isofluranmaske angelegt. Im Rahmen der chirurgischen Eingriffe wurde Isofluran in einer
Konzentration von 2,5 Vol% appliziert, wahrend der Injektionen dagegen in einer

Konzentration von 1,5 Vol%. Die Flussrate betrug bei allen Experimenten 0,5 I/min.

2.2.7.3. Tumorimplantation

Im Anschluss an die Narkotisierung wurden die Kopfe der Tiere in den stereotaktischen
Rahmen eingespannt. Nach Kopfrasur und Hautdesinfektion wurde ein ca. 2 cm langer,
sagittaler Hautschnitt entlang der Mittellinie durchgefuhrt. Durch Abpraparieren des
Bindegewebes einer Seite wurde die Schadeldecke uber einem begrenzten Areal

freigelegt. Etwa 3 mm lateral und 1 mm posterior des Bregmas (Treffpunkt von Sagittal-

62



Material und Methoden

und Koronarnaht) wurde unter standiger Spulung mit Kochsalzlésung ein Loch bis auf die
Dura gebohrt.

Fir jedes Versuchstier wurden 1 Million Tumorzellen, suspendiert in 5ul PBS, in eine
Mikroliterspritze aufgezogen. Die Spritze wurde in einen Mikromanipulator eingespannt
und mit der Spitze unter Sicht auf die Dura aufgesetzt. Mittels des Mikromanipulators
wurde die Nadel der Mikroliterspritze 3 mm tief eingestochen und dann 1 mm
zurtickgezogen, so dass die Tumorzellen in die rechten Striata injiziert wurden. Die
manuelle Inokulation erfolgte dabei langsam und unter standiger Sichtkontrolle.

Das Bohrloch wurde anschliefend mit Knochenwachs bedeckt und die Haut nach
Blutstillung durch eine Einzelknopf-Naht verschlossen. Nach Abschluss der Operation

wurden die Tiere in ihre Kafige zuriickgesetzt und bis zum Aufwachen Gberwacht.

2.2.7.4. Systemische Verabreichung mesenchymaler Stammzellen

Entsprechend des Zeitschemas der Tab. 16 wurde die systemische Verabreichung der
MSC in die Schwanzvene der Tiere vorbereitet. MSC in 80%-iger Konfluenz wurden durch
Inkubation mit 1,5 mM EDTA in PBS von den Zellkulturflaschen gel6st, vereinzelt und in
PBS aufgenommen. Direkt vor der Injektion wurden die Zellen resuspendiert und durch
einen Filter mit 40 ym-grofRen Poren filtriert, um die Verabreichung verklumpter Zellhaufen
zu verhindern. Unter Narkose wurde die Schwanzvene mit einer UDS-Kanlle punktiert,
die Uber einen Silikonschlauch flexibel mit einer Spritze verbunden war. Die Zellen wurden

dann vorsichtig und unter Kontrolle der Vitalparameter injiziert.

Tab. 16: Zeitschema fiir die Applikation der MSC.

Tumor Zellart Anﬁglcder Erste Weitere Ende des
(in 1,5 ml PBS) iv-Applikation | iv-Applikationen | Versuchs
U373-GFP | primare hMSC 100.000 Tag 10 Tag 15, 20 Tag 25
C6 balb/c-Tie2-RFP 6,5 Mill. Tag 10 Tag 15, 20 Tag 25
U373-GFP |L87-Tie2-RFP 6,5 Mill. Tag 10 Tag 15, 20 Tag 25

2.2.7.5. Geplantes Zeitschema fiir die Applikation von Ganciclovir

Fir den Einsatz der transfizierten Zellen L87-Tie2-TK, bei denen das Selbstmordgen
Thymidinkinase des Herpes simplex-Virus unter der Kontrolle des gefaspezifischen
Tie2-Promotor/Enhancer-Konstruktes steht, wurde flir weiterfiihrende Versuchsreihen ein

Therapieplan erstellt, der in Abb. 10 schematisch dargestellt ist.
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Abb. 10: Vorschlag eines Therapieschemas fiur die Applikation von Ganciclovir.

Im Anschluss an die Implantation des Hirntumors beginnt bei diesem
Applikationsschema nach 10 Tagen der erste Therapiezyklus. An diesem Tag
(Tag 0) werden modifizierte MSC (L87-Tie2-TK) in eine der Schwanzvenen injiziert.
Innerhalb von zwei Tagen sollen die Zellen dann in den Tumor rekrutiert werden,
sich in die verschiedenen Zelltypen differenzieren und nach endothelialer
Differenzierung Tie2-abhangig mit der Expression der Thymidinkinase beginnen. In
den folgenden drei Tagen (Tag 3-5) werden jeweils 30 ug/g Korpergewicht
Ganciclovir intravends oder intraperitoneal injiziert. Nach einem Tag Pause beginnt
der Zyklus dann von vorne. Insgesamt werden drei Zyklen durchgefiihrt, die Tiere
werden nach 32 Tagen zum Abschluss der Versuchsreihe getétet und das Gewebe
histopathologisch aufgearbeitet. Die GroRenentwicklung des Tumors kann wahrend
der Versuchsreihe durch MRT-Untersuchungen verfolgt werden.

(eigene Darstellung des Therapiezyklus)

2.2.7.6. Explantation

Soweit die Versuchstiere nicht zuvor aufgrund von neurologischen Auffalligkeiten getotet

werden mussten, wurden die Tiere nach 25 Tagen zum Ende der Versuchsreihe durch

Inhalation von Ather narkotisiert und das Gehirn nach Tétung der Tiere mittels

Hohlmeisselzange und Skalpell entnommen. Auf Hohe der Tumorldsion wurde das

Gewebe der rechten Gehirnhalfte in Frontalrichtung mit einem Skalpell geteilt. Eine Halfte

wurde in flissigem Stickstoff sofort nach der Entnahme schockgefroren und weiter

verarbeitet, die andere Halfte wurde zur spateren Verwendung in 4% Paraformaldehyd

fixiert.
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2.2.7.7. Neuropathologische Auswertung des Tumorgewebes

Die Auswertung des explantierten Rattenhirngewebes aus den Tierversuchen wurde in
Kooperation mit Dr. Bjarne Krebs vom Neuropathologischen Institut der LMU Minchen
durchgefiihrt.

Fur die Immunhistochemie wurde schockgefrorenes Hirngewebe 6 um dick geschnitten
und auf Objekttrager gebracht (Superfrost plus; Menzel, Braunschweig). Im Anschluss
wurden diese mit 4% Paraformaldehyd und Azeton fixiert.

Die immunhistochemische Farbung wurde mit einer automatisierten Farbemethode
(Benchmark®, Ventana, Strasbourg, France) durchgefiihrt. Hierbei erfolgte nach kurzer
Denaturierung und Antigendemaskierung die Inkubation fir 32 min mit den primaren
Antikérpern (anti-h-GFAP, anti h-CD105, anti-SV40 large T antigen) entsprechend der
Konzentration in Tab. 7. Nach einem Waschschritt wurde der biotinylierte Antikdrper
(6,67nl/l, Dako, Glostrup) hinzugegeben und die Gewebeschnitte fir 5 Minuten mit
Alkalischer Phoshatase-konjugiertem Streptavidin  (enhanced SA-AP; Ventana,
Strasbourg) inkubiert. Die Visualisierung wurde durch Auftropfen und 20-minttige
Inkubation mit 'Fast Red’-Lésung (Ventana, Strasbourg) bei Raumtemperatur erreicht.
Eine Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit Hamatoxylin.

Die Gewebeschnitte wurden dann durch Behandlung mit einer aufsteigenden Alkoholreihe
dehydriert und mit Eindeckmedium eingedeckt. Unter dem Lichtmikroskop wurden die
Gewebeschnitte beurteilt und mit einer CCD-Kamera fotografiert (Axiovert 200M und
Axiocam MRc5, Carl Zeiss AG, Jena).

Um die Fluoreszenzsignale der Tierversuchsreinen auszuwerten, wurde das
schockgefrorene Hirngewebe mit dem Mikrotom 20 um dick geschnitten, auf Objekttrager
gebracht und bei -20°C getrocknet. Die Gewebeschnitte wurden unmittelbar mit dem
speziellen Eindeckmedium eingedeckt, um die fluoreszierenden Eigenschaften zu
bewahren. Die Beurteilung erfolgte dann unter dem Konfokallasermikroskop. Hierbei
wurden die verschiedenen Gewebeschnitte zum Auffinden der Tumoren zun&chst
vorlaufig beurteilt und dann die Fluoreszenz der GFP-positiven Tumoren (U373-GFP) und
der RFP-positiven transfizieten MSC (balb/c-Tie2-RFP, L87-Tie2-RFP) bewertet
(Konfokallasermikroskop TCS System SP2; Leica, Wetzlar). Fir GFP wurde das Gewebe
mit einer Frequenz von 488 nm angeregt, fur RFP bei 543 nm, was zu einer Emission von
Lichtwellen bei 512 nm (GFP) und 610 nm (RFP) fuhrte.
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2.2.8. Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Expressionsdaten der Realtime-TagMan® RT-PCR
wurde ein nicht-parametrisches Verfahren verwendet, da das Datenmaterial aufgrund der
begrenzten Anzahl der Tumorproben keine Normalverteilung aufwies.

Es wurde daher zum Vergleich der Expressionsdaten aller drei getesteten Gewebe (NNH,
WHO-Grad Il, WHO-Grad V) der Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Signifikanzniveaus
wurden bei p<0.05 (marginal signifikant), p<0,01 (signifikant) und p<0,001 (hoch
signifikant) festgelegt. Alle Berechnungen wurden mit dem Statistikprogramm SPSS

vorgenommen.
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3. Ergebnisse

3.1. Mesenchymale Stammzellen im Rahmen der
Neoangiogenese maligner Hirntumore

Von Studeny et al. wurde im Jahr 2002 gezeigt, dass MSC im Rahmen des
Tumorwachstums nach systemischer Applikation aus der Peripherie in das Tumorgewebe
rekrutiert werden (Studeny, Marini et al. 2002). In diesem Teil der Arbeit sollte der
Mechanismus der Rekrutierung flr das GBM bestatigt und die Frage beantwortet werden,
ob die MSC an der Bildung neuer Gefalde beteiligt sind und somit einen aktiven Beitrag

zur Tumorprogression leisten kdnnen.

3.1.1. Rekrutierung primarer mesenchymaler Stammzellen in den
Hirntumor nach systemischer Applikation

Die Beobachtung, dass maligne Tumoren MSC aus der Peripherie rekrutieren, bildet die
Grundlage therapeutischer Ansatze, bei denen MSC als Transportmittel fir zellulare
Vektoren verwendet werden (Arap and Pasqualini 2004).

Das Verhalten primarer humaner MSC wurde deshalb in einem xenogenen, orthotopen
Tumormodell in T-Zell-defizienten Rh-/rnu-Ratten untersucht, um den Vorgang der
Rekrutierung auch fur das GBM zu zeigen. Nach Implantation der humanen Glioblastom-
Zelllinie U373-GFP wurden primare humane MSC intravends injiziert und das Gewebe

anschliel3end histopathologisch aufgearbeitet.

Das Oberflachenprotein CD105 wurde hierfur in einer FACS-Analyse (in Zusammenarbeit
mit Dr. Josef Mysliwietz, GSF-Institut fir Molekulare Immunologie, Minchen) als
Markerprotein identifiziert. CD105 ist auf primaren humanen MSC exprimiert, jedoch nicht
auf humanen U373-GFP-Tumorzellen. Der verwendete Antikdrper weist zudem keine
Kreuzreaktivitat mit dem Gewebe der Ratte auf, so dass spezifisch humanes CD105 auf

den humanen MSC nachgewiesen wird.
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Abb. 11: Wachstum des U373-GFP-Glioms im Rattenhirn.
Abgrenzung des humanen U373-GFP-Glioms (rot,T) vom normalen
Hirnparenchym der Ratte (N) durch eine immunhistochemische
Farbung gegen den humanen glialen Tumormarker GFAP (glial
fibrillary acidic protein). Der GroRteil der Tumorzellen ist rot angefarbt.
Es zeigt sich ein, in den Ventrikel reichender, Tumor mit deutlich
erhohter Zelldichte, polymorphem Zellmuster sowie ausgepragten
GefalBneubildungen. In der Invasionszone (I) infiltrieren rote
Tumorzellen das normale Hirnparenchym. Das umliegende
Hirnparenchym zeigt eine normale Morphologie und ist negativ fir das
humane GFAP.

Abb. 12: Selektiver Nachweis primérer MSC im U373-Gliom.

Kleine Bilder (A): Lokalisierung des U373-GFP-Glioms durch eine Farbung gegen den humanen
Tumormarker GFAP (s. Abb. 11). Der Kasten zeigt an, aus welchem Bereich die groRen Bilder
stammen.

Grof8es Bild (B): Humane anti-CD105-Farbung des peritumoralen Hirnparenchyms zur Detektion
primarer humaner MSC in vivo. Im normalen Hirngewebe kein Nachweis CD105-positiver Zellen in
der Nachbarschaft des U373-GFP-Glioms.

Grof8es Bild (C): Humane anti-CD105-Farbung zum Nachweis primarer humaner MSC (rot) im
U373-GFP-Glioblastom. Vereinzelte MSC (weille Pfeile) finden sich Uber das gesamte
Tumorgewebe verteilt.
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Mit der Anfarbung des humanen glialen Tumormarkers GFAP (glial fibrillary acidic protein)
wurde das humane U373-GFP-Tumorgewebe vom normalen Hirnparenchym der Ratte
abgegrenzt (Abb. 11) (Schichor, von Liittichau; Trillsch et al. 2009, eingereicht).

Wahrend im tumorfreien Hirnparenchym keine humanen CD105-positiven Signale
detektiert werden, zeigen sich im Tumorgewebe vereinzelte, zellgebundene positive
Signale. Diese entsprechen den primaren humanen MSC, die nach der systemischen
Applikation aktiv in den Tumor rekrutiert worden sind (Abb. 12) (Schichor, von Littichau;
Trillsch et al. 2009, eingereicht).

Einige dieser CD105-positiven Zellen lassen sich in Gefalten des Tumors lokalisieren. Die
primaren MSC haben sich hier in die GefalRwande integriert und scheinen der
Endothelzellschicht zuzuordnen zu sein (Abb. 13) (Schichor, von Luttichau; Trillsch et al.
2009, eingereicht).

Die primaren MSC sind somit nach systemischer Applikation aus der Peripherie aktiv ins
Tumorgewebe rekrutiert worden und lassen sich dort sowohl im Tumorstroma als auch in

den Gefalten des Tumors nachweisen.

Abb. 13: Priméare MSC im Endothel einzelner Tumorgefale.

Bild A (VergréBerung 10x): Ubergangszone vom Tumor (T) zum normalen Hirnparenchym (H).
Tumorgefald (schwarzer Pfeil) in der Randzone des U373-GFP-Glioms mit Endothelzellschicht und
Erythrozyten im Gefalllumen.

Bild B (Vergr6Berung 20x): Humane anti-CD105-Farbung detektiert primare humane MSC (rof,
weiller Pfeil), die sich in die Gefallwand des Tumorgefalles integriert haben.
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3.1.2. Chemokine als mogliche Mediatoren der Rekrutierung
mesenchymaler Stammzellen

Die Expression von Chemokinen im Gliomgewebe kénnte einen Mechanismus darstellen,
Uber den MSC aus dem Knochenmark in das Tumorgewebe rekrutiert werden.

Mithilfe der Realtime-RT-PCR wurde die Expression verschiedener Chemokine auf
mRNA-Ebene im Gliomgewebe analysiert. Die Selektion der untersuchten Chemokine
erfolgte dabei aufbauend auf die Publikation von von Luttichau et al. (Von Luttichau,
Notohamiprodjo et al. 2005). Es wurden somit die Liganden der Chemokin-Rezeptoren
untersucht, fir die in dieser Publikation eine aktive Expression auf den MSC

nachgewiesen worden war. (Tab. 17).

Tab. 17: Tabellarische Darstellung der auf MSC exprimierten
Chemokinrezeptoren und ihrer Liganden.

Chemokin- |Systematischer |Funktionelle Namen
Rezeptoren |[Name der der Liganden
auf MSC Liganden
CCL3 MIP-1a, LD78a
CCR1
CCL5 RANTES
CCR4 CCL17 TARC, ABCD-2
CCL19 MIP-38, ELC, Exodus-3
CCR7
CCL21 6-ckine, SLC, Exodus-2
CCL27 CTACK, ILC, ESkine
CCR10
CCL28 MEC
CXCR5 CXCL13 BCA-1, BLC

Fir die Analyse der mRNA-Expression wurden Gewebeproben von WHO-Grad V-
Tumoren mit WHO-Grad II-Tumoren und Normalhirn (NNH, nicht-neoplastisches
Hirngewebe) verglichen.

Fur alle ausgewahlten Chemokine, mit Ausnahme von CXCL13, zeigen in der Analyse
Expressionswerte auf mRNA-Ebene (Abb. 14). CCL19 ist ausschlieBlich in 3 von 8
Glioblastom (WHO-Grad IV)-Tumorproben nachweisbar, die Gewebeproben der
niedriggradigen Gliome (WHO Grad Il) und des NNH zeigen keine mRNA-Expression
dieses Chemokins (Abb. 14). Fur CCL27 liegen die Expressionswerte der WHO-Grad V-
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Abb. 14: Chemokine sind im Gewebe von Gliomen auf mMRNA-Ebene nachweisbar.

Diagramm A: Die mRNA-Expression der Gewebeproben wurde mithilfe der Realtime-RT-PCR
quantifiziert. Fiir die Analyse wurden 8 WHO-Grad IV-Tumoren (/\), 7 WHO-Grad |I-Tumoren (QO)
und 6 Proben von nicht-neoplastischem Hirngewebe (NNH,<>) analysiert. Alle Messwerte wurden
gegen 18S rRNA normalisiert. Das Diagramm zeigt auf der y-Achse das Verhaltnis der
Expressionswerte der einzelnen Messungen zu 18S rRNA an. Bis auf CXCL13 sind alle
ausgewahlten Chemokine in den Gliomen auf mRNA-Ebene exprimiert.

Diagramme B, C: Die Diagramme zeigen auf der y-Achse die Mittelwerte der einzelnen, gegen 18S
rRNA normalisierten, Expressionswerte mit Standardabweichung an. Im Mann-Whitney-U-Tests ist
fur CCL27 bei einem p von 0,181 (NNH vs. WHO-Grad V), bzw. einem p von 0,072 (WHO-Grad I
vs. V) trotz deutlicher Expressionsunterschiede keine statistische Signifikanz nachzuweisen. Bei
CCL28 unterscheiden sich dagegen die Expressionslevel aller untersuchten Gewebetypen
signifikant voneinander. Die statistische Signifikanz ist dabei mit p<0,001 hoch (***), bzw. mit
p<0,05 marginal (*).
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Tumoren deutlich Uber denen der WHO-Grad II-Tumoren und des NNH. Die
Expressionsunterschiede sind dabei zwar nicht statistisch signifikant, insgesamt korreliert
die Hohe des Expressionslevels aber mit dem Malignitatsgrad des untersuchten Gewebes
(Abb. 14). CCL28 zeigt dagegen eine negative Korrelation des Expressionslevels mit dem
Malignitatsgrad des untersuchten Gewebes. Die Expressionswerte liegen hier im NNH
statistisch signifikant hoher als in den WHO-Grad II- und den WHO-Grad IV-Tumoren
(Abb. 14).

Die Hohe der mRNA-Expression der anderen untersuchten Chemokine ist nicht eindeutig

von der Dignitat des Ursprungsgewebes abhangig (Abb. 14).

3.1.3. Integration mesenchymaler Stammzellen in die Gefallwande der
Tumorgefalle maligner Gliome

Im Rahmen von Gewebsverletzungen und Tumorwachstum unterstlitzen endotheliale
Progenitorzellen aus dem Knochenmark die GefalRneubildung (Urbich and Dimmeler
2004; Adams and Alitalo 2007). Dieses endotheliale Differenzierungspotenzial der MSC
wurde hier auch im GBM gezeigt.

Die Versuche wurden dabei mit immortalisierten MSC-Linien (murine balb/c, humane L87)
durchgefiihrt, die zuvor mit Vektoren transfiziert worden waren, bei denen das
Reportermolekiil RFP unter der Kontrolle des gefalispezifischen Tie2-Promotor/Enhancer-
Konstruktes steht (s. Kap. 2.2.6.3). Der Nachweis von RFP zeigt die Aktivierung des Tie2-
Promotors an und beweist somit die Differenzierung einer MSC zu einer Tie2-positiven

gefallassoziierten Zelle an.

Sowohl in Versuchen mit der murinen (balb/c-Tie2-RFP) als auch der humanen MSC-
Linie (L87-Tie2-RFP) wird das rote Fluoreszenzsignal im untersuchten Gewebe
nachgewiesen. Die Signale sind dabei ausschlie3lich im Tumorgewebe nachzuweisen
und zeigen sich dort mit den Tumorgefalien assoziiert und in die GefalRwand integriert
(Abb. 15; A-D). AuBerhalb der Gefal3e sowie im restlichen Tumorgewebe ist keine Tie2-
abhangige RFP-Emission zu registrieren (Abb. 15, A-D) (Schichor, von Luttichau; Trillsch
et al. 2009, eingereicht).
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Abb. 15: Integration von MSC in Gefalie des implantierten Glioms.

Bilder A, B: Das murine C6-Gliom stellt sich unter dem Fluoreszenzmikroskop durch eine
erhdhte Strukturdichte des Tumorgewebes (T) im Vergleich zum normalen Hirnparenchym (N)
dar. Im Tumor zeigen sich gefalRassoziiert rote Fluoreszenzsignale (graue Pfeile), die von
aktivierten murinen balb/c-Tie2-RFP emittiert werden, nachdem sie sich in die Gefalwand der
Tumorgefalie integriert haben.

Bilder C, D: Das humane U373-GFP-Gliom (T) ist unter dem Konfokalmikroskop durch die
grine Emission der Tumorzellen vom normalen Hirngewebe (N) abgrenzbar. Die Abbildung
zeigt im Tumorgewebe zusatzlich das rote Fluoreszenzsignal der aktivierten humanen L87-
Tie2-RFP (graue Pfeilspitzen), die sich differenziert und in die in die GefaBwand der
Tumorgefalle integriert haben.
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Bilder E, F: Genaue morphologische Zuordnung der systemisch applizierten mesenchymalen
Stammzellen im Tumorgewebe durch den Nachweis des SV40 large T-Antigens. Es finden
sich, endothelial lokalisiert, SV40-positive MSC (rot, schwarzer Pfeil; hier: balb/c-Tie2-RFP) in
verschiedenen Gefallen des Tumors.

Alle Visualisierungen wurden im kryokonservierten Gewebe durchgefiihrt.

Da die Immortalisierung beider MSC-Linien (balb/c, L87) lber die Inkorporation des SV40
large T-Antigens erreicht wurde, kann die Integration der MSC in die GefalRwand
zusatzlich durch Farbung des Tumorgewebes beider Versuchsreihen mit einem
Antikoérper gegen das SV40 large T-Antigen bestatigt werden.

In diesen Farbungen =zeigt sich der Grofdteil der SV40-positiven Zellen in den
GefalRwanden des Tumors lokalisiert und lasst sich dabei der Endothelzellschicht der
TumorgeféalRe zuordnen (Abb. 15; E, F) (Schichor, von Littichau; Trillsch et al. 2009,
eingereicht). Wenige weitere SV40-positive Zellen liegen vereinzelt im Tumorgewebe

verteilt.

3.1.4. Etablierung einer stabilen MSC-Linie mit HSV-TK unter der Kontrolle
des Tie2-Promotor/Enhancer-Konstruktes

Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse wurde eine MSC-Linie hergestellt, die das
Selbstmordgen HSV-TK unter der Kontrolle des gefallspezifischen Tie2-
Promotor/Enhancer-Konstruktes exprimiert. Die stabile Transfektion des Vektors (Tie2-
TK) wurde dabei mit der immortalisierten humanen MSC-Linie L87 durchgefuhrt.

Die Transfektanten (L87-Tie2-TK) sind mithilfe eines Selektionsmediums identifiziert und
weiter expandiert worden. Sie stehen nun fir eine experimentelle, therapeutische
Versuchsreihe zur Verfligung, flr die bereits ein Applikations- und Behandlungsschema
entworfen wurde (siehe Kap. 2.2.7.5). Leider konnten die in vivo-Versuche im Rahmen
dieser Arbeit nicht mehr durchgefihrt werden. Der Versuchsplan wurde aber erstellt und

soll in naher Zukunft befolgt werden.
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3.2. Gefalbiologie maligner Hirntumoren im Hinblick auf
Mechanismen der Lymphangiogenese

Neben der Hdmangiogenese ist auch die Lymphangiogenese ein wichtiges Kennzeichen
aggressiver Tumoren und ist in vielen Tumorentititen Voraussetzung fur die
Metastasierung (Swartz and Skobe 2001). In diesem Teil der Arbeit wurde die Expression
lymphatischer Marker in Hirntumoren untersucht, um das Gefa3system der Hirntumoren

genauer zu charakterisieren.

3.2.1. Expression lymphatischer Markerproteine in astrozytaren Tumoren

Zunachst wurde die Expression lymphatischer Markerproteine in hochgradigen
Astrozytomen (WHO-Grad IV) mit der Expression niedriggradiger Astrozytome (WHO-
Grad Il) und des Normalhirns (NNH, nicht-neoplastisches Hirngewebe) verglichen.

In einem ersten Schritt wurde die Expression der ausgewahlten Gene auf mRNA-Ebene
untersucht. Dabei kénnen fiur alle untersuchten Gene Expressionswerte nachgewiesen
werden (Abb. 16). Podoplanin, VEGFR-3 und CCR7 zeigen mit steigendem
Malignitatsgrad erhohte Expressionslevel. Die Expressionswerte dieser Gene liegen somit
in den malignen WHO-Grad IV-Tumoren deutlich héher als in den benignen WHO-Grad II-
Tumoren und im NNH. CCL19 ist ausschlief3lich in 3 WHO-Grad IV-Tumorproben zu
detektieren, dagegen negativ im niedriggradigen Tumorgewebe und im NNH.

Fir die weiteren untersuchten Markerproteine zeigt sich keine eindeutige Tendenz, die

Hohe der Expressionswerte ist hier unabhangig vom Ursprungsgewebe (Abb. 16).
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Abb. 16: Marker der Lymphangiogenese sind in Gliomen auf mRNA-Ebene exprimiert.

Die Realtime-TagMan® RT-PCR wurde zur Quantifizierung der mRNA-Expression von
Gewebeproben mit unterschiedlichen Malignitatsstufen durchgefiihrt. Fir die Analyse wurden
insgesamt 39 Gewebeproben untersucht, darunter Gewebe von 9 NNH(<>) und 14 WHO-Grad |I-
Tumoren (/\), die mit den Expressionswerten von 16 WHO-Grad IV-Tumoren (Q) verglichen
wurden. Alle Messwerte wurden gegen 18S rRNA normalisiert. Das Diagramm zeigt auf der y-
Achse das Verhaltnis der Expressionswerte der einzelnen Messungen zu 18S rRNA an.

Alle untersuchten Marker der Lymphangiogenese lassen sich im Gewebe von humanen Gliomen
auf mMRNA-Ebene nachweisen.

3.2.1.1. Expression von Podoplanin und Prox-1

Eine deutliche Podoplanin-Expression zeigt sich sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene. Auf mRNA-Ebene liegt die Expression des Oberflachenproteins in den
WHO-Grad IV-Tumoren deutlich héher als in den niedriggradigen Astrozytomen (WHO-
Grad Il) und dem NNH (Abb. 16; Abb. 17, F). Die Expressionsunterschiede zwischen

diesen Geweben erreichen statistische Signifikanz (Abb. 17, F).
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Podoplanin

1.60E-04 -

1.20E-04 -

8.00E-05 -

4.00E-05 -

T T
0.00E+00 T

NNH WHO-Grad I WHO- Grad IV
| p=084 || p<0,001+

WHO-Grad Il

R p<0,01**

Abb. 17: Sehr starke Podoplanin-Expression im Glioblastom im Vergleich zum diffusen
Astrozytom.

Bilder A-D: Expression des Oberflachenproteins Podoplanin (braun) in allen untersuchten
Gewebeschnitten des GBM (WHO-Grad V). Expressionssignal zeigt sich im gesamten
Tumorgewebe (T), besonders ausgepragt in der Umgebung von Nekrosen (N) (Bild B) und in stark
vaskularisierten Bereichen (Bilder A,C,D) mit den charakteristischen Gefaliproliferaten (weille
Pfeilspitzen). Mit Ausnahme der Gefal3-Endothelzellen (weiBe Pfeile) sind fast alle Zellen des
Tumorgewebes oberflachlich fur Podoplanin angefarbt.

Bild E: WHO-Grad Il-Tumoren durchgehend negativ fir Podoplanin. Sowohl Tumorzellen als auch
Endothelzellen zeigen keine Anfarbung.

Bild F: Stark erhdhte Podoplanin-Expression fir das GBM im Vergleich zum nicht-malignen
Gewebe auf mRNA-Ebene. Das Diagramm zeigt auf der y-Achse die Mittelwerte der einzelnen,
gegen 18S rRNA normalisierten, Expressionswerte mit Standardabweichung an.
Expressionsunterschiede sind dabei bei einem p von 0,0028 signifikant (**, WHO-Grad IV vs.
NNH), bzw. hoch signifikant bei einem p von 0,00025 (***, WHO-Grad IV vs. WHO-Grad II).
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Auch histopathologisch sind alle untersuchten Glioblastome (WHO-Grad IV, n = 11)
positiv fir Podoplanin (Abb. 17, A-D) (Grau, Trillsch et al. 2008). Das gesamte
Tumorgewebe farbt sich mit dem Antikérper gegen Podoplanin an, besonders ausgepragt
perinekrotisch (Abb. 17, B) und in stark vaskularisierten Bereichen (Abb. 17; A,C,D)

(Grau, Trillsch et al. 2008). Nahezu alle Tumorzellen zeigen hier eine intensive Anfarbung,

wahrend die Endothelzellen der Tumorgefalie eindeutig negativ flir Podoplanin sind (Abb.
17; C,D) (Grau, Trillsch et al. 2008). Im Gegensatz dazu sind alle untersuchten WHO-
Grad lI-Tumoren (n = 7) durchgehend negativ fir Podoplanin (Abb. 17, E).

Abb. 18: Vereinzelte Prox-1-Expression in 4.00E-05 Prox-1
Gliomen.
Perinukleare Anfarbung (braun) des 3.00E-05 -

Transkriptionsfaktors Prox-1.
Bilder A, B: Prox-1-positive Zellen (weil8e Pfeile)
in WHO-Grad IV-Tumoren vor allem 1.00E-05 i

2.00E-05

perivaskular (Bild A) und im perinekrotischen
Gewebe (Bild B, Tumor: T, Nekrose: N). Die  0.00E+00 w w
Zellen der charakteristischen GefaBproliferate NNH WHO-Grad Il WHO- Grad IV

sind negativ (weilSe Pfeilspitzen). _ _
Bilder C, D: Diffus verteilte Zellen mit Prox-1- | p=0.39 || P=0.65 |
positivem Signal in der Umgebung von 0=0.52 E

Tumorgefalien (weille Pfeile) der WHO-Grad II-
Tumoren.

Bild E: Keine signifikanten Expressionsunterschiede fir Prox-1 zwischen den untersuchten
Gewebetypen in der Realtime-RT-PCR (p>0,05). Das Diagramm zeigt auf der y-Achse die
Mittelwerte der einzelnen, gegen 18S rRNA normalisierten, Expressionswerte mit
Standardabweichung an.
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Wie Podoplanin wird auch Prox-1 auf mRNA-Ebene in allen untersuchten Gewebeproben
gefunden (Abb. 16). Die Expressionslevel der WHO-Grad Il und IV-Tumoren sowie der

NNH unterscheiden sich jedoch nicht signifikant voneinander (Abb. 18, F).

WHO-Grad Il

Abb. 19: Co-Expression von Podoplanin und Prox-1 im Glioblastom.

Bilder A, B: Einzelfarbung gegen Podoplanin (griin) mit Gegenfarbung des Zellkerns (DAPI, blau).
Tumorzellen des Glioblastoms mit zellgebundenem griinem Signal auf der Zelloberflache (Bild A).
Keine Anfarbung fiir Podoplanin im WHO-Grad II-Tumor (Bild A).

Bilder C, D: Einzelfarbung gegen Prox-1 (rot) mit Gegenfarbung des Zellkerns (DAPI, blau). Diffus
verteilte Prox-1-positive Tumorzellen sowohl im WHO-Grad V- (Bild C) als auch im WHO-Grad II-
Tumor (Bild D).
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Bild E: Fusionsbild der Doppelfarbung gegen Podoplanin (griin) und Prox-1 (rof) bei Gegenfarbung
des Zellkerns (DAPI, blau) im Glioblastomgewebe. Der Grofteil der Tumorzellen ist einfach positiv
fur Podoplanin, einzelne Tumorzellen sind positiv fir Podoplanin und Prox-1. Rotes
Fluoreszenzsignal fir Prox-1 ist hier Zellkern-assoziiert bei gleichzeitigem grinen Signal fir
Podoplanin auf der Zelloberflache.

Fur Prox-1 wurden in der Immunhistochemie in 3 von 6 Praparaten vereinzelte Prox-1-
positive Zellen nachgewiesen, die sich perinuklear anfarben. Wie bei Podoplanin liegen
diese Zellen vor allem in der Umgebung von TumorgefalRen sowie im perinekrotischen
Gewebe (Abb. 18; A,B). Die Gefalizellen selbst sind negativ.

Im Gegensatz zu Podoplanin wird Prox-1 aber auch in 5 von 7 niedriggradigen Gliomen
detektiert. Hier zeigen sich die vereinzelt positiven Zellen vornehmlich in der

Invasionszone des Tumors, in rdumlicher Nahe zu den GefalRen (Abb. 18; C,D).

Fir Podoplanin und Prox-1 wurden zudem Immunfluoreszenz-Farbungen durchgefiihrt,
um die rdumliche Beziehung der beiden Markerproteine zueinander darzustellen.

In den jeweiligen Einzelfarbungen bestatigen sich zunachst die Ergebnisse der
immunhistochemischen Untersuchung. Fur Podoplanin wird im Glioblastom eine hohe
Expression auf der Oberflache der Tumorzellen nachgewiesen (Abb. 19, A), die
niedriggradigen Gliome sind dagegen negativ (Abb. 19, B). Bei der Einzelfarbung flr
Prox-1 finden sich sowohl im malignen als auch im niedriggradigen Gliom diffus verteilte
Zellen, die ein Zellkern-assoziiertes Signal emittieren (Abb. 19; C,D).

In der Doppelfarbung der beiden Markerproteine im Glioblastomgewebe zeigt sich, dass
vereinzelte Tumorzellen sowohl ein oberflachliches Signal flir Podoplanin als auch ein
Zellkern-assoziiertes Signal fir Prox-1 emittieren. Diese Podoplanin-Prox-1-positiven
Zellen sind im Tumorgewebe verteilt und liegen eingebettet zwischen anderen

Podoplanin-positiven Tumorzellen (Abb. 19, E).
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3.2.1.2. Expression von LYVE-1
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Abb. 20: Ganz vereinzelte LYVE-1- LYVE-1
Expression in Gliomen. 1.50E-05 1

Bilder A, B: Der Uuberwiegende Teil des

Glioblastomgewebes zeigt sich ohne LYVE-1- 1008051

Expression (Bild A). Wenige Bereiche mit
einzelnen LYVE-1-positive Zellen (braun) in der  500e-06 1
Umgebung kleiner Tumorgefalte (Bild A, weil3e

Preile). 0.00E+00
Bilder C, D: Immunfluoreszenzférbung gegen NNH WHO-Grad Il WHO- Grad IV
LYVE-1 (rof) im Glioblastomgewebe mit

Gegenfarbung des Zellkerns (DAPI, blau). Ganz

vereinzelte GefalRe mit endothelial lokalisiertem

LYVE-1-Signal im WHO-Grad IV-Tumor.

Bilder E, F: In den WHO-Grad II-Tumoren nur
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wenige positive mittelgroRe Gefalle mit endothelialer Anfarbung fur LYVE-1 (Bild E, braun,
schwarze Pfeilspitzen). Auch vereinzelte Kapillaren komplexer Gefalistrukturen sind positiv fur
LYVE-1 (Bild F, schwarze Pfeile).

Bild G: Die Expression auf mRNA-Ebene zeigt keine signifikanten Expressionsunterschiede
(p>0,05) zwischen den untersuchten Gewebetypen (NNH, WHO-Grad 1l, WHO-Grad V). Das
Diagramm zeigt auf der y-Achse die Mittelwerte der einzelnen, gegen 18S rRNA normalisierten,
Expressionswerte mit Standardabweichung an.

Auf mRNA-Ebene wird LYVE-1 mithilfe der Realtime-RT-PCR in allen untersuchten
Gewebeproben nachgewiesen. Das Expressionslevel korreliert dabei allerdings nicht mit
der Dignitat des Tumorgewebes (Abb. 20, G).

Trotz der mMRNA-Expression ist der Grol3teil des Tumorgewebes auf Proteinebene negativ
fur LYVE-1 (Abb. 20, A). Im Glioblastom zeigen sich in der Immunhistochemie bei 4 von 8
untersuchten Gewebeproben nur ganz vereinzelte Bereiche mit wenigen positiven
gefalassoziierten Zellen (Abb. 20, B), die anderen 4 Gewebeproben sind negativ. Auch in
einer Immunfluoreszenzfarbung der WHO-Grad IV-Tumoren koénnen nur sehr wenige
LYVE-1-positive Gefalle nachgewiesen werden. Bei diesen Gefallen wird das LYVE-1-
positive Signal dann aber eindeutig der Endothelzellschicht zugeordnet (Abb. 20; C,D).
Fur die WHO-Grad II-Tumoren zeigen sich in 5 von 7 Tumorproben ebenfalls nur
vereinzelte kleine und mittelgrol’e Gefallstrukturen mit positiven, endothelial lokalisierten,
Signalen fur LYVE-1 (Abb. 20; E,F). Der Rest des Tumorgewebes ist negativ.

3.2.1.3. Expression von VEGFR-3, VEGF-C und -D

In der Immunhistochemie flir VEGFR-3 zeigen alle 18 untersuchten Gewebeproben des
Glioblastoms eine sehr starke Expression des Rezeptormolekiils, die hauptsachlich
endothelial lokalisiert ist (Abb. 21; A,B) (Grau, Trillsch et al. 2007). Vor allem in den
ausgepragt vaskularisierten Bereichen des Tumorgewebes sind nahezu alle Gefale
positiv fir VEGFR-3 (Abb. 21, B) (Grau, Trillsch et al. 2007). In niedriggradigen
Astrozytomen (n = 8) zeigen dagegen nur ganz vereinzelte, mittelgrolle Gefalie ein
VEGFR-3-positives Signal. Die kleinen Kapillaren sind hier negativ (Abb. 21; C,D) (Grau,
Trillsch et al. 2007).

Gemessen mit der Realtime-RT-PCR, wird dieses Expressionsmuster auch auf mRNA-
Ebene bestatigt. Im Glioblastom sind die Expressionswerte fir VEGFR-3 am Hdéchsten
und unterscheiden sich signifikant von der niedrigeren Expression im Astrozytom und im
NNH (Abb. 21, E) (Grau, Trillsch et al. 2007).
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Abb. 21: VEGFR-3-Expression in Gliomen = VEGF-R3
unterscheidet sich statistisch signifikant '
voneinander. 4.00E-06 1

Bilder A, B: Starke VEGFR-3-Expression 3.00E-06
(braun) im Glioblastom, fast ausschlieRlich
endothelial lokalisiert. In den charakteristischen

glomeroiden Gefalstrukturen (G) sind die 1.008-06 1 ﬁ

Gefalendothelien fast ausnahmslos angefarbt  ¢ooe+00 :

(Bild B). NNH WHO-Grad Il WHO- Grad IV
Bilder C, D: Der GroRteil des Tumorgewebes
und der Gefale des diffusen Astrozytoms ist
negativ fir VEGFR-3. Nur vereinzelt finden sich
GefaRe mit positiv angefarbtem Gefalendothel p<0,05* E
(weille Pfeile).

Bild E: VEGFR-3-Expressionslevel ist auf mRNA-Ebene im WHO-Grad IV-Tumorgewebe eindeutig
héher als in WHO-Grad II-Tumoren und im NNH. Das Diagramm zeigt auf der y-Achse die
Mittelwerte der einzelnen, gegen 18S rRNA normalisierten, Expressionswerte mit
Standardabweichung an. Expressionsunterschiede sind bei einem p von 0,0018 signifikant (**
WHO-Grad IV vs. WHO-Grad Il) bzw. marginal signifikant bei einem p von 0,037 (*, WHO-Grad IV
vs. NNH).

2.00E-06

| p=0,07 || p<0,01**

Daneben wird sowonhl flir VEGF-C (Abb. 22; A, B) (Grau, Trillsch et al. 2007) als auch fir
VEGF-D (Abb. 23; A, B) (Grau, Trillsch et al. 2007) in allen untersuchten WHO-Grad V-
Tumoren (jeweils n = 18) ein intensives zellgebundenes Signal nachgewiesen. Dieses ist
aber nicht nur auf die Endothelzellen der Tumorgefalle beschrankt, sondern auch auf
Tumorzellen in der Umgebung von GefalRen nachzuweisen. In den WHO-Grad II-Tumoren

(n = 8) zeigt sich die Anfarbung fur VEGF-C und -D dagegen nur sehr schwach und
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lediglich auf vereinzelten Tumorzellen, die keine raumliche Beziehung zu den Gefalien
des Tumors aufwiesen (Abb. 22; C, D; Abb. 23; C, D) (Grau, Trillsch et al. 2007).

Abb. 22: VEGF-C ist sowohl in hoch- als VEGF-C

. . . . . L. 3.60E-06
auch in niedriggradigen Gliomen exprimiert.

Bilder A, B: GefiaRassoziiete VEGF-C- 2.70E-06
Expression (braun) in den WHO-Grad [V-

Tumoren. Das Signal zeigt sich dabei sowohl 1:80E-06 1

endothelial (schwarze Pfeilspitzen) als auch auf 0.00E.07 |

vereinzelten Zellen in der Umgebung von

Gefalen (schwarze Pfeile). Massive VEGF-C- 0.00E+00 ;
Expression in  Bereichen mit  aktiven NNH WHO- Grad Il WHO- Grad IV

Gefaliproliferaten (braun, Bild B).

Bilder C, D: Nur ganz vereinzelte VEGF-C-
positive Zellen (weiBe Pfeile) ohne Beziehung
zu den TumorgefalRen im Gewebe der WHO- p=0,68 E
Grad llI-Tumoren.

Bild E: Keine signifikanten Expressionsunterschiede (p>0,05) zwischen den untersuchten
Gewebetypen (NNH, WHO-Grad IV, WHO-Grad Il) in der Realtime-RT-PCR. Das Diagramm zeigt
auf der y-Achse die Mittelwerte der einzelnen, gegen 18S rRNA normalisierten, Expressionswerte
mit Standardabweichung an.

| p=0,85 || p=0,81 |

Auf mRNA-Ebene kann die unterschiedliche Expression zwischen dem Glioblastom und
dem diffusen Astrozytom flir VEGF-C und-D allerdings nicht bestatigt werden. Fur VEGF-
C ergeben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Expressionswerten der

malignen WHO-Grad IV-Tumoren und dem niedriggradigen Gewebe der WHO-Grad II-
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Tumoren sowie dem NNH (Abb. 22, E). VEGF-D zeigt sogar eine Tendenz mit hdheren

Expressionswerten im NNH im Vergleich zum Glioblastom, auch wenn der

Expressionsunterschied keine statistische Signifikanz erreicht (Abb. 23, E) (Grau, Trillsch
et al. 2007).

Abb. 23: VEGF-D mit deutlicher Expression 4.00E-07 -
in Gliomen.

Bilder A, B: VEGF-D-Expression in den WHO- 3.00E-07
Grad IV-Tumoren vornehmlich gefaRassoziiert
(braun) und meist subendothelial (schwarze
Pfeile). In der Umgebung aktiver 1.00E-07
Gefalistrukturen ist VEGF-D massiv exprimiert

(braun, Bild B). 0.00E+00
Bilder C, D: Nur ganz vereinzelte VEGF-D- NNH WHO-Grad Il WHO- Grad IV
positive Zellen (weiBe Pfeile) ohne Beziehung | 030 || 098 |

zu TumorgefalRen im Gewebe der WHO-Grad II- = =,
Tumoren. : - :
Bild E: Vom NNH, iiber die WHO-Grad II-, zu p=0,14 E
den WHO-Grad IV-Tumoren abnehmende Expressionswerte fiur VEGF-D auf mRNA-Ebene.
Expressionsunterschiede erreichen aber keine statistische Signifikanz (p>0,05). Das Diagramm
zeigt auf der y-Achse die Mittelwerte der einzelnen, gegen 18S rRNA normalisierten,
Expressionswerte mit Standardabweichung an.

2.00E-07
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3.2.1.4. Expression von CCL19, CCL21 und CCR7

In der Realtime-RT-PCR wird das Chemokin CCL19 ausschlief3lich in 3 von 16 WHO-
Grad IV-Tumorproben nachgewiesen. Die Gewebeproben des diffusen Astrozytoms und
des NNH sind negativ flir CCL19, so dass die Expressionsunterschiede vom Glioblastom
im Vergleich zum niedrig malignen WHO-Grad II-Tumorgewebe statistische Signifikanz
erreichen (Abb. 24). CCL21 ist sowohl im Glioblastom als auch im Astrozytom und im
NNH exprimiert, allerdings ohne signifikante Expressionsunterschiede (Abb. 25, C). Der
Chemokinrezeptor CCRY7 ist ebenfalls in allen drei Gewebetypen nachzuweisen, wobei
sowohl im NNH als auch in WHO-Grad IV-Tumoren ein deutlich hdheres Expressionslevel
im Vergleich zu den WHO-Grad Il-Tumoren nachweisbar ist. Allerdings erreicht auch
dieser Expressionsunterschied keine statistische Signifikanz (Abb. 26, C).

Die Expression von CCL21 und CCR7 wurde zudem mithilfe der Immunhistochemie auf
Proteinebene in drei Glioblastom-Gewebeproben untersucht.

CCL21 zeigt dabei eine Proteinexpression, die sich hauptsachlich auf Gefale und
gefalRassoziierte Zellen konzentriert, zusatzlich aber auch auf einigen Zellen in der
Umgebung der Gefalle nachzuweisen ist (Abb. 25; A,B). CCR7 ist in den gefalireichen
Tumorarealen auf vielen perivaskularen Zellen exprimiert, wahrend sich die Gefallzellen
selbst negativ darstellen (Abb. 26; A,B).

Abb. 24: Signifikant erhéhte CCL19- CCL19
Expression im Glioblastom auf mRNA- 2008077
Ebene. 1.50E-07 |
Das Diagramm zeigt auf der y-Achse die
Mittelwerte der einzelnen, gegen 18S rRNA 1.008-07 1
normalisierten, Expressionswerte mit 5.00E-08
Standardabweichung an.

Expressionsunterschiede sind bei einem p von  000E+00 _— w

0,0029 signifikant (**, WHO-Grad IV vs. WHO- NNH WHO-Grad Il WHO- Grad IV

Grad Il). | p=016 || p<001*

p=0,06
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Abb. 25: Endotheliale CCL21-Expression 5006 - CCL21
im Glioblastom. '

Bilder A, B: Expression von CCL21 (braun) im 1.20E-06 1

Glioblastom im Bereich aktiver 9.00E-07 -

Gefalproliferationen (schwarze Pfeilspitzen).
Die Expression ist auf Endothelzellen dieser

6.00E-07 -

3.00E-07 -

Gefaldstrukturen (schwarze Pfeile) und auf

einigen perivaskularen Zellen zu detektieren 0.00E+00 _— w * w

(weile Pfeile). NNH WHO- Grad Il WHO- Grad IV
Bild C: Expressionswerte von CCL21 auf | 094 || 098 |
mRNA-Ebene unterscheiden sich  nicht P=>, P,
signifikant  voneinander  (p>0,05). Das : :
Diagramm zeigt auf der y-Achse die p=0.78 c

Mittelwerte der einzelnen, gegen 18S rRNA normalisierten, Expressionswerte mit
Standardabweichung an.

Abb. 26: Perivaskulare CCR7-Expression im CCR7

. 1.00E-06
Glioblastom.

Bilder A, B: Starke perivaskuldare CCR7- 8008074
Expression (braun) im Glioblastom. Signal ist  6.00e07]
oberflachlich auf dem Grofteil der umliegenden = |
Zellen lokalisiert (weiBe Pfeile). Endothelzellen

der glomerularen GefaRstrukturen (schwarze — %%
Pfeilspitzen) sind negativ. 0.00E+00
Bild C: Deutlich hohere Expressionswerte fiir NNH WHO-Grad Il WHO- Grad IV
CCR7 in WHO-Grad IV-Tumoren und im NNH
auf mRNA-Ebene im Vergleich zu den WHO-
Grad II-Tumoren. Das Diagramm zeigt auf der y-
Achse die Mittelwerte der einzelnen, gegen 18S p=0.76 C
rRNA normalisierten, Expressionswerte mit Standardabweichung an. Die Expressionsunterschiede
erreichen aber keine statistische Signifikanz (p>0,05).

oo || pront |
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Alle Ergebnisse der

immunhistochemischen Untersuchung, die zur Analyse der

Expression lymphatischer Markerproteine in astrozytaren Tumoren durchgefiihrt wurde,

sind in Tab. 18 tabellarisch zusammengefasst.

Tab. 18: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse aller immunhistochemischen Untersuchungen
des Kapitels 3.2.1.
Bereits verdffentlichte Daten sind markiert (*).

WHO-

Markerprotein Grad Anzahl Ergebnisse
Durchgehend starke Expression auf Tumorzellen
in Bereichen mit hoher Gefalldichte,
den charakteristischen Gefalproliferationen
v 11/11 : : : " ) .
Podoplanin* sowie perinekrotisch. Gefalzellen sind alle negativ.
Vereinzelte Podoplanin-positive Tumorzellen
mit Co-Expression von Prox-1.
Il o/7 Keine Expression in den untersuchten Gewebeproben.
Expression auf einzelnen Tumorzellen,
v 3/6 : - . .
vor allem perivaskular und perinekrotisch.
Prox-1
Expression auf diffus verteilten Tumorzellen
Il 5/7 ; "
in der Umgebung von Tumorgefalien.
IV 4/8 Ganz wenige Areale mit vereinzelten positiven Zellen
in der direkten Umgebung kleiner Gefale.
LYVE-1
I 5/7 Wenige Areale mit vereinzelten positiven kleinen und
mittelgrof’en Gefallen. LYVE-1 hier endothelial lokalisiert.
Durchgehend starke Expression,
vornehmlich auf Endothelzellen der Tumorgefalde.
v 18/18 . ; .
VEGER-3* Besonders ausgepragt in Bereichen mit hoher
Gefaldichte.
Il 8/8 Vereinzelte Tumorgefalle mit positivem GefalRendothel.
Starke Expression,
v 18/18 sowohl auf Tumorzellen in gefalreichen Gebieten
VEGF-C* als auch auf Endothelzellen von Tumorgefalien.
Il 3/8 Nur ganz vereinzelte positive Tumorzellen.
Y, 18/18 Sehr starke Expression,
VEGE-D* gefalassoziiert und in der Umgebung von TumorgefalRen.
Il 3/8 Nur ganz vereinzelte positive Tumorzellen.
Endotheliale Expression
cCL2l ) o in charakteristischen Gefaliproliferaten.
CCR7 v 3/3 Perivaskulare Expression

auf vereinzelten Zellen im Tumorgewebe.
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3.2.2. Expression lymphatischer Markerproteine im anaplastischen
Oligodendrogliom (WHO-Grad IlI)

Die histopathologischen Eigenschaften des anaplastischen Oligodendroglioms sind denen
des Glioblastoms sehr ahnlich, was die Abgrenzung der beiden Tumorentitaten
voneinander erschwert (Louis, Holland et al. 2001). In immunhistochemischen
Untersuchungen wurde deshalb in Kooperation mit Dr. Stefan Grau (Neurochirurgische
Klinik der LMU, Miuinchen) die Expression lymphatischer Markerproteine im
anaplastischen Oligodendrogliom untersucht und mit der Expression im GBM verglichen.
Hierzu wurden insgesamt 8 Tumorproben immunhistochemisch mit Antikbrpern gegen die
Oberflachenproteine VEGFR-3 und Podoplanin gefarbt.

Die Verteilung der Proteinexpression des Wachstumsfaktor-Rezeptors VEGFR-3 im
anaplastischen Oligodendrogliom ahnelt dabei der zuvor untersuchten Expression im
Glioblastom. Besonders stark ist VEGFR-3 in Bereichen des Tumors mit hoher
Gefaldichte und aktiver Gefaldproliferation zu finden. Dabei farben sich vor allem die
GefalRendothelien, aber auch vereinzelte, perivaskular liegende Tumorzellen an (Abb. 27;
A, B) (Grau, Trillsch et al. 2008).

Die Verteilung der Podoplanin-Expression unterscheidet sich dagegen von der Expression
im Glioblastom, bei dem Podoplanin vornehmlich auf den Tumorzellen exprimiert ist. Im
anaplastischen Oligodendrogliom ist Podoplanin, wie VEGFR-3, auch auf der
Endothelzellschicht der GefalRe nachzuweisen (Abb. 28; A,B,C) (Grau, Trillsch et al.
2008).

Abb. 27: VEGFR-3-Expression im anaplastischen Oligodendrogliom auf Tumor- und
Endothelzellen.

Positives VEGFR-3-Signal (braun) vor allem in Bereichen mit hoher GefaRdichte (Bilder A, B).
Neben zahlreichen Tumorzellen (weiBe Pfeile) ist die Endothelzellschicht der Tumorgefalie fir
VEGFR-3 angefarbt (schwarze Pfeile).
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Abb. 28: Endothelial lokalisierte
Podoplanin-Expression im anaplastischen
Oligodendrogliom.

Podoplanin-Expression in Bereichen hoher
GefalRdichte und aktiver Gefalneubildung
streng endothelial lokalisiert. Spezifische
Anfarbung der endothelialen  Zellschicht
(schwarze Pfeile, Bild C) der Gefale, sowohl in
aktiven Gefalproliferaten (Bild A) als auch in
groReren GefalRen (Bild B). Die anderen
Schichten der GefaRwand sind negativ.

Zudem zeigen sich im Gefalllumen aggregierte
Thrombozyten, die dem GefaRBendothel
angeheftet sind (Bild C, weile Pfeile).

Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurden Immunfluoreszenz-Farbungen des
anaplastischen Oligodendroglioms gegen VEGFR-3 und Podoplanin durchgefihrt, bei
denen die endotheliale Lokalisation der Expression bestatigt wurde. Mit einer
Doppelfarbung wurde Uberprift, ob beide Oberflachenproteine auf den Endothelzellen co-
lokalisiert sind.

In den Einzelfarbungen zeigen sich zunachst, wie in der Immunhistochemie, jeweils
endothelial lokalisierte Signale fir VEGFR-3 und Podoplanin (Abb. 29; A, B). In der
Doppelfarbung kann durch die Fusion der Abbildungen gezeigt werden, dass die
GefalRendothelien exakt das gleiche Expressionsmuster, sowohl fir VEGFR-3 als auch flr
Podoplanin, zeigen und demnach beide Lymphangiogenesemarker gleichzeitig
exprimieren (Abb. 29, C).
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Abb. 29: Co-Expression von VEGFR-3 und
Podoplanin im anaplastischen
Oligodendrogliom.

Bild A: Einzelfarbung gegen VEGFR-3 (griin) im
Gewebe des anaplastischen Oligodendroglioms
mit Gegenfarbung des Zellkerns (DAPI, blau). Das
Signal ist auf allen Gefalistrukturen streng
endothelial lokalisiert. Das umliegende
Tumorgewebe ist weitgehend ohne Anfarbung.

Bild B: Einzelfarbung gegen Podoplanin (rof) im
Gewebe des anaplastischen Oligodendroglioms
mit Gegenfarbung des Zellkerns (DAPI, blau).
Streng endothelial lokalisiertes Signal auf allen
Gefallstrukturen, wenige der umliegenden
Tumorzellen sind leicht positiv fur Podoplanin.

Bild C: Fusionsbild der Doppelfarbung gegen
VEGFR-3 (grin) und Podoplanin (rot) mit
Gegenfarbung des Zellkerns (DAPI, blau) im
Gewebe des anaplastischen Oligodendroglioms.
Ubereinstimmung der Fluoreszenzsignale fir
VEGFR-3 und Podoplanin im Bereich des
Gefalendothels (orange).
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3.3.  Etablierung von zwei Tumorzelllinien mit stabiler
Podoplanin-Uberexpression

Im vorangegangenen Kapitel konnte gezeigt werden, dass in Hirntumoren einige
lymphatische Markerproteine exprimiert sind. Vor allem Podoplanin zeigt dabei eine, vom
Malignitatsgrad abhangige, Expression.

Die Funktion von Podoplanin ist bisher allerdings weitgehend unbekannt. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden deshalb zwei humane Glioblastom-Zelllinien (U87, U373) mit
stabilen Podoplanin-Uberexpression etabliert, die nun fiir weiterfiihrende, experimentelle

Studien zur Verfugung stehen.

Hierfir wurde zunachst die Podoplanin-Expression der beiden nicht-modifizierten
Zelllinien mithilfe der Immunfluoreszenzfarbung untersucht. Die Zelllinie U373 zeigt dabei

keine Expression von Podoplanin (Abb. 30), wahrend auf U87-Zellen ein positives, wenn

auch schwaches, Podoplanin-Signal nachgewiesen werden kann (Abb. 29).
Diese Ergebnisse wurden mit Realtime-RT-PCR (Abb. 34; Abb. 35) und FACS-Analyse
(Abb. 32, A, Abb. 33, A) bestatigt.

Abb. 30: Schwache Podoplanin-Expression ~ Abb.31: Keine Podoplanin-Expression der
der Glioblastom-Zelllinie U87. Glioblastom-Zelllinie U373. o

In der Immunfluoreszenz-Farbung zeigt sich auf Fur die U373-Tumorzellen lassen sich in der
allen U87-Tumorzellen eine detektierbare, mmunfluoreszenz-Farbung keine Podoplanin-
Expression des Oberflachenproteins Podoplanin Positiven Signale nachweisen. Es zeigt sich
(griin) bei Gegenfarbung des Zellekerns (DAPI, lediglich die Gegenfarbung des Zellkerns (DAPI,
blau). blau).

Nach der erfolgreichen Transfektion mit dem Podoplanin-Expressionsvektor (s. Kap.
2.2.6.3) zeigt sich sowohl auf mMRNA-Ebene als auch auf Proteinebene in beiden Zelllinien
(U373-Podoplanin, U87-Podoplanin) ein verandertes Expressionsmuster. Die zuvor
Podoplanin-negativen U373-Zellen zeigen in der Realtime-RT-PCR (Abb. 35) sowie in der
FACS-Analyse (Abb. 33, B) nun als U373-Podoplanin ein eindeutiges Signal fir das

Oberflachenprotein. Im Vergleich zu der bereits zuvor bestehenden Podoplanin-

92



Ergebnisse

Expression in den U87-Zellen wird nach der Transfektion in der Realtime-RT-PCR ein

weitaus hoheres Expressionssignal flr die U87-Podoplanin-Zellen nachgewiesen (Abb.

34). Auch in der FACS-Analyse liegt das Fluoreszenzsignal nun deutlich weiter im

positiven Bereich als bei den nicht-modifizierten U87-Zellen vor der Transfektion (Abb. 32,

B)

Counts
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Abb. 32: FACS-Analyse mit verstarkter
Podoplanin-Expression der U87-Zellen
nach der stabilen Transfektion.

Bild A: Bereits vor der Transfektion zeigt U87
(rote  Kurve) eine leichte Podoplanin-
Expression (FL2-H).

Bild B: Nach der Transfektion ist das
Podoplanin-Signal (FL2-H) in U87-Podoplanin
deutlich positiver (schwarzer Pfeil; rote Kurve
weiter vom Isotyp entfernt, nach rechts
verschoben).
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Abb. 33: FACS-Analyse mit Podoplanin-
Expression der transfizierten U373-Zellen
nach der stabilen Transfektion.

Bild C: Eindeutig kein Podoplanin-Signal (FL2-H)
in U373 (rot) vor der Transfektion (rote Kurve
deckt die Kurve des Isotyps).

Bild D: Nachweis der Podoplanin-Expression in
U373-Podoplanin nach der Transfektion. Der
Groliteil der Zellen exprimiert Podoplanin (FL2-
H) sehr stark (schwarzer Pfeil), ein kleinerer Teil
etwas abgeschwacht (weiller Pfeil).
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Abb. 34: Verstérkte Podoplanin-Expression
der U87-Zellen auf mRNA-Ebene nach der
stabilen Transfektion.

Das Diagramm zeigt auf der y-Achse die gegen
18S rRNA normalisierten Expressionswerte an.
Podoplanin ist bereits vor der Transfektion in
der Zellinie U87 auf mRNA-Ebene zu
detektieren. Nach der Transfektion ist die
Expression in U87-Podoplanin aber deutlich
erhoht.
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Abb. 35: Podoplanin-Expression der U373-
Zellen auf mRNA-Ebene nach der stabilen
Transfektion.

Das Diagramm zeigt auf der y-Achse die gegen
18S rRNA normalisierten Expressionswerte an.
Keine Podoplanin-Expression in der Zelllinie
U373 vor der Transfektion. Deutlich positives
Podoplanin-Signal nach der Transfektion in
U373-Podoplanin.

Die Expressionswerte fir Podoplanin waren in wiederholten Untersuchungen (bis zur

Passage 20) stabil und reproduzierbar.

Es stehen somit GBM-Zelllinien mit Podoplanin-Uberexpression zur Verfligung, die

sowohl in in vitro-Versuchen als auch in in vivo-Versuchen verwendet werden konnen.

Wie in Kapitel 4.8 besprochen wird, kénnen dabei die Eigenschaften Podoplanin-positiver

Glioblastomzellen (U87, U87-Podoplanin, U373-Podoplanin) analysiert werden und diese

mit dem Verhalten Podoplanin-negativer Glioblastomzellen (U373) verglichen werden.
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4. Diskussion

Neoangiogenese ist ein charakteristisches Kennzeichen zahlreicher hoch maligner
Neoplasien (Hillen and Griffioen 2007). Hohe GefaRdichte korreliert dabei in
verschiedenen Tumoren mit der Malignitat des Tumors (Sharma, Sharma et al. 2005). Im
Rahmen des Tumorwachstums ist somit der Ubergang in eine angiogene
Wachstumsphase (“angiogenic switch“) charakteristisch (Ganss 2006) und bei
Hirntumoren der entscheidende Schritt zur Progression vom niedriggradigen zum
hochgradigen Gliom (Lebelt, Dzieciol et al. 2008).

Dementsprechend zeigt das hoch maligne Glioblastoma multiforme (GBM) im Rahmen
des Tumorwachstums eine ausgepragte Neoangiogenese (Goldbrunner, Wagner et al.
2000). Das Gefalsystem weist einen aullergewdhnlichen Phanotyp mit einer speziellen
Architektur und schlechten qualitativen Eigenschaften auf. Trotz der extrem hohen
GefalRdichte wird das Tumorgewebe nicht ausreichend mit Nahrstoffen und Sauerstoff
versorgt, so dass in einigen Gewebsabschnitten flichenhafte Nekrosen auftreten (Pietsch
and Wiestler 1997). Die inkonstante Konfiguration der Gefallwande fuhrt auflerdem zu
tumorassoziierten Odemen und beglinstigt intratumorale Blutungen (Fischer, Gagner et
al. 2005).

Trotz intensiver wissenschaftlicher Bemihungen ist das Gefallsystem des GBM noch
nicht vollstandig charakterisiert worden. Die Mechanismen, die hinter dieser
Gefalneubildung stehen, sind nicht ausreichend verstanden (Jain, di Tomaso et al. 2007).
Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, das Verstandnis fiir die GefalRbiologie des
GBM zu vertiefen und darauf aufbauend neue diagnostische und therapeutische

Strategien zu identifizieren.

4.1. Maligne Hirntumoren rekrutieren mesenchymale
Stammzellen

Mit den mesenchymalen Stammzellen (MSC) besitzt das adulte Knochenmark eine
Subpopulation von Stammzellen, die aufgrund ihrer charakteristischen Eigenschaften im
Fokus der gegenwartigen Forschung steht (Arthur, Zannettino et al. 2009). MSC kbénnen
sich in verschiedene Zelltypen differenzieren, werden Uber bestimmte Signale aus dem
Knochenmark mobilisiert und in geschadigtes Gewebe rekrutiert (Von Littichau,
Notohamiprodjo et al. 2005). Durch dieses Differenzierungspotenzial sind MSC an
Reparaturvorgangen von Organen nach Gewebsschadigung beteiligt und kdnnen die

Regeneration solider Organe unterstitzen (Korbling and Estrov 2003).
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Nachdem die Rekrutierung mesenchymaler Stammzellen bereits fur verschiedene
Tumoren gezeigt wurde (Studeny, Marini et al. 2002), konnte dieser Mechanismus zuletzt
auch fur maligne Hirntumoren bestatigt werden (Nakamura, Ito et al. 2004; Brower 2005;
Hamada, Kobune et al. 2005; Nakamizo, Marini et al. 2005; Schichor, Birnbaum et al.
2006). Nakamizo et al. zeigten dabei, dass die Zellen auch nach systemischer Injektion in

die Karotiden spezifisch in den Hirntumor rekrutiert werden (Nakamizo, Marini et al. 2005).

Als Basis fiur die weiterfihrenden, gefalispezifischen Versuche wurde dieser
Mechanismus zunachst auch fir die Versuchsbedingungen dieser Arbeit nachgewiesen
und somit das generelle Prinzip der Rekrutierung von MSC in das GBM bestatigt (“proof
of principle®).

Im Versuch mit immundefizienten Ratten zeigte sich, dass intravends applizierte primare
MSC nach einiger Zeit im Tumorgewebe des zuvor implantierten Glioms nachzuweisen
sind. Von grolRer Bedeutung fur die weiteren Versuche dieser Arbeit war dabei die
Tatsache, dass MSC zum Teil direkt mit den GefalRen des Tumors assoziiert detektiert
werden. In diesen Versuchen scheinen die Zellen in die GefalRwand der Tumorgefale

integriert zu sein (Schichor, von Luttichau; Trillsch et al. 2009, eingereicht).

Die fur diese Rekrutierung verantwortlichen Signale sind allerdings noch nicht vollstandig
verstanden (Chamberlain, Fox et al. 2007). Im Rahmen von pathologischen Prozessen
wie Inflammation und Gewebsverletzung wird die Rekrutierung verschiedener Zelltypen
(Granulozyten, Mastzellen, Monozyten, Fibroblasten, Endothelzellen) Uber
Wachstumsfaktoren und Zytokine vermittelt (Bissell and Radisky 2001; Coussens and
Werb 2002; Brower 2005). MSC werden unter anderem Uber Chemokine aus dem
Knochenmark mobilisiert (Lapidot and Petit 2002; Von Littichau, Notohamiprodjo et al.
2005), so dass dieser Mechanismus auch im GBM die Rekrutierung der MSC steuern
konnte.

Chemokine sind Teil eines komplizierten Kommunikationssystems, das Uber die
Interaktion der Chemokine mit ihren spezifischen Rezeptoren verschiedene Signale in das
Innere der Zelle Ubertragt (Rot and von Andrian 2004). Diese Funktion ist vor allem im
Rahmen der Leukozyten-Chemotaxis beschrieben worden, bei der die Expression von
Chemokinen fur die Migration der Leukozyten verantwortlich ist (Kunkel and Butcher
2002).

Unsere Arbeitsgruppe hat bereits verdffentlicht, dass die Chemokinrezeptoren CCR1,
CCR4, CCR7, CCR10 und CXCR5 auf MSC exprimiert sind und entlang eines
Chemokingradienten migrieren (Von Luttichau, Notohamiprodjo et al. 2005). In dieser

Arbeit wird nun gezeigt, dass verschiedene Chemokine im humanen Gliomgewebe
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exprimiert sind und somit mdglicherweise wichtige Signale fir die Rekrutierung von MSC
in das GBM darstellen.

CCL27 und CCL28, die Liganden des Rezeptors CCR10, zeigen dabei ein interessantes
Expressionsmuster. Diese Chemokine, die unter physiologischen Bedingungen auf den
GefalRendothelzellen der Haut exprimiert sind und die Migration von T-Zellen in die
entsprechenden Hautstrukturen vermitteln (Homey, Wang et al. 2000; Wang, Soto et al.
2000), sind auch im Gliomgewebe nachzuweisen. Dabei liegen die Expressionswerte flir
CCL28 im Normalhirn statistisch signifikant hoher als in den WHO-Grad II- und IV-
Tumoren, wahrend die Expressionswerte von CCL27 mit dem Malignitatsgrad des
Gewebes korrelieren. Es erscheint daher mdglich, dass diese Expressionsgradienten an
der Vermittlung der Migration von MSC ins Tumorgewebe beteiligt sind.

Es ist allerdings auch zu vermuten, dass Chemokine bei der MSC-Rekrutierung nur Teil
eines komplizierten Signalmechanismus sind und dass neben ihnen weitere Zytokine
Einfluss auf die MSC ausuben (Nakamizo, Marini et al. 2005; Schichor, Birnbaum et al.
2006; Birnbaum, Roider et al. 2007).

4.2. Mesenchymale Stammzellen sind aktiv an der
Neoangiogenese maligner Hirntumore beteiligt

Das Differenzierungspotenzial von MSC in Zellen des mesenchymalen Gewebes wie
Osteoblasten, Chondroblasten und Adipozyten ist bereits intensiv erforscht (Dominici, Le
Blanc et al. 2006). Neuere Berichte deuten darauf hin, dass sich MSC unter
entsprechenden Kulturbedingungen auch in Zellreihen differenzieren kdnnen, die nicht
dem Mesenchym entstammen. Neben neuronalen Zellen (Woodbury, Schwarz et al.
2000; Kohyama, Abe et al. 2001), Epithelzellen (Davani, Marandin et al. 2003; Oswald,
Boxberger et al. 2004), Hepatozyten (Ishii, Yoshida et al. 2008) und Kardiomyozyten
(Gojo, Gojo et al. 2003) gehdren dazu auch die Endothelzellen von Gefalien (Davani,
Marandin et al. 2003; Gojo, Gojo et al. 2003; Oswald, Boxberger et al. 2004). Zur
Vorbereitung neuer gefallspezifischer Therapieansatze wurde dieses
Differenzierungspotenzial im GBM untersucht.

Im Rahmen der Gefalentwicklung des GBM wird verschiedenen Mechanismen eine
Bedeutung zugeschrieben (Goldbrunner, Bernstein et al. 1999). Unter anderem ist die
Funktion endothelialer Vorlauferzellen beschrieben worden (Urbich and Dimmeler 2004;
Adams and Alitalo 2007), auch wenn die genaue Herkunft dieser Zellen noch nicht
eindeutig identifiziert worden ist (Bailey, Willenbring et al. 2006). Zusatzlich zu
zirkulierenden Vorlauferzellen scheinen in Tumoren auch Vorlauferzellen des adulten

Knochenmarks am Aufbau des GefalRendothels beteiligt zu sein (Ganss 2006; Hillen and
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Griffioen 2007). Die Zellen werden dabei sowohl der hamatopoetischen als auch der
myeloischen Zellreihe zugeordnet (Bailey, Willenbring et al. 2006; Zovein and lruela-
Arispe 2006). Es handelt es sich somit um eine heterogene Gruppe verschiedener
Zelltypen, die sich gegenseitig beeinflussen und in enger Wechselwirkung zueinander
stehen (Ganss 2006).

Aufbauend auf Publikationen, die gezeigt haben, dass MSC (ber endotheliales
Differenzierungspotenzial verfiigen (Davani, Marandin et al. 2003; Gojo, Gojo et al. 2003;
Oswald, Boxberger et al. 2004), in Gliome rekrutiert werden (Nakamizo, Marini et al. 2005;
Schichor, von Luttichau; Trillsch et al. 2009, eingereicht) und in vitro eine Migration in
Richtung der angiogenen Faktoren VEGF, IL-8 und TGF-B1 zeigen (Schichor, Birnbaum
et al. 2006; Birnbaum, Roider et al. 2007), wurde in dieser Arbeit die Hypothese formuliert,
dass MSC an der Neoangiogenese des GBM beteiligt sind.

Diese Hypothese konnte bestatigt werden. In einer Versuchsreihe mit gentechnisch
modifizierten MSC zeigte sich, dass MSC nach der Rekrutierung ins Tumorgewebe nicht
nur rdumlich mit den TumorgefalRen des GBM assoziiert sind, sondern auch, dass sie sich
aktiv in das GefalRendothel integrieren (Schichor, von Luttichau; Trillsch et al. 2009,
eingereicht). Fir diesen Nachweis waren MSC-Linien mit einem gefaRspezifisch
aktivierbaren Vektor stabil transfiziert worden, bei dem die Expression des
Reportermolekiils RFP unter der Kontrolle des Tie2-Promotor/Enhancer-Konstruktes
steht.

Tie2 ist auf allen Gefaliendothelzellen des menschlichen Koérpers exprimiert (Dumont,
Yamaguchi et al. 1992). Lediglich zwei kleinere Zellpopulationen (proangiogene
Monozyten, Vorlauferzellen der Perizyten aus dem Tumorstroma), die wie die
GefalRendothelzellen eng mit der GefaRneubildung assoziiert sind, exprimieren ebenfalls
Tie2 (De Palma, Venneri et al. 2005). Die Aktivierung der Tie2-Expression zeigt somit die
Differenzierung der MSC zu einer Endothel-assoziierten Gefalzelle an, die in den
Versuchen dieser Arbeit durch das rote Fluoreszenzsignal des RFP nachgewiesen wurde.
Die RFP-positiven Zellen sind dabei ausschlie3lich in den GefalRen des Tumorgewebes
lokalisiert. Im umgebenden Hirngewebe wird keine RFP-Expression nachgewiesen, was
zeigt, dass der Tie2-Promotor dort nicht aktiviert wird (Schichor, von Luttichau; Trillsch et
al. 2009, eingereicht). Die Untersuchungen dieser Arbeit suggerieren, dass MSC nach
systemischer Injektion in das Gliomgewebe rekrutiert werden, sich am Aufbau der
GefaBwand neu entstehender Tumorgefalie beteiligen und in aktive GefalRendothelzellen
differenzieren (Schichor, von Littichau; Trillsch et al. 2009, eingereicht). Daraus lasst sich
folgern, dass MSC bei der Gefallneubildung in malignen Hirntumoren mdglicherweise

eine wichtige Rolle spielen.
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4.3. Gentechnisch modifizierte mesenchymale Stammzellen fir
einen gefal3spezifischen Therapieansatz

Die aktive Beteiligung der MSC an der Neoangiogenese ermdglicht neue
Einsatzmdglichkeiten dieser Zellen im Rahmen der Tumortherapie.

Bereits im Jahr 2000 wurden neurale Stammzellen im Rahmen der experimentellen
Therapie des GBM eingesetzt (Benedetti, Pirola et al. 2000; Ehtesham, Kabos et al. 2002;
Ehtesham, Kabos et al. 2002), die Strategie allerdings aufgrund von technischen und
ethischen Bedenken nicht weiter verfolgt (Ehtesham, Stevenson et al. 2005). Der Fokus
der Forschung hat sich seitdem auf die adulten MSC verlagert, die sich in der Zellkultur
gut kultivieren lassen und gentechnisch relativ gut zu modifizieren sind (Chamberlain, Fox
et al. 2007).

Im Rahmen der Tumortherapie kénnen MSC als Vehikel fir therapeutische Vektoren
fungieren (Arap and Pasqualini 2004). Man macht sich dabei zunutze, dass MSC vom
Tumor rekrutiert werden, um durch Differenzierung in die bendtigten Zelltypen, das
Tumorwachstum aktiv zu unterstitzen (Hall, Andreeff et al. 2007). Mithilfe gentechnischer
Modifikation kdnnen MSC allerdings mit Genen beladen werden, die nach Integration in
das Tumorgewebe eine gewebsschadigende Wirkung ausliben und somit dem
Tumorwachstum entgegenwirken (Hamada, Kobune et al. 2005). Solche, modifizierte
MSC werden aus diesem Grund in der Literatur auch mit dem ,Trojanischen Pferd“ der
griechischen Mythologie verglichen (Arap and Pasqualini 2004; Miletic, Fischer et al.
2007).

Bei Therapieansatzen mit MSC fir das GBM wurde in der Vergangenheit meist versucht,
Uber eine unspezifische Uberexpression verschiedener Zytokine das Tumorwachstum
abzuschwachen (Hamada, Kobune et al. 2005; Nakamizo, Marini et al. 2005). Mittlerweile
wurden allerdings weitere, elegante Ansatze entwickelt, bei denen so genannte
Selbstmordgene eingesetzt werden (Kucerova, Altanerova et al. 2007).

Ein Beispiel fir ein solches Gen stellt die Thymidinkinase des Herpes simplex-Virus
(HSV-TK) dar (Moolten and Wells 1990; Barba, Hardin et al. 1994; Chen, Shine et al.
1994). Dieses Enzym phosphoryliert das antivirale Pharmakon Ganciclovir zum
zytotoxischen Antimetaboliten Ganciclovir-Triphosphat (GC-P). GC-P fihrt Kettenabbruch
der DNA-Synthese und entfaltet dadurch einen zytotoxischen Effekt (Barba, Hardin et al.
1994). Uber gap junctions gelangt GC-P in angrenzende Zellen, so dass eine lokale
Gewebsschadigung ausgeldst wird und auch genetisch unveranderte Zellen in der
Umgebung angegriffen werden (Culver, Ram et al. 1992). Exogene Vektoren, die dem
Tumor zugeflihrt werden und fir HSV-TK codieren, kdnnen somit nach Aktivierung

umliegendes Tumorgewebe schadigen.
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Fir das GBM haben Miletic et al. dieses Prinzip 2007 in einer Versuchsreihe verfolgt
(Miletic, Fischer et al. 2007). Die Expression von HSV-TK wurde dabei durch retroviralen
Transfer in einer speziellen Subpopulation der MSC (BM-TIC, Bone Marrow derived
Tumor- infiltrating Cells) induziert. Die intratumorale Applikation dieser modifizierten
Zellen mit anschliefliender Ganciclovir-Injektion konnte im Rattenmodell das Wachstum
des GBM abschwachen und das Uberleben der behandelten Tiere verlangern (Miletic,
Fischer et al. 2007).

Aufbauend auf diesem Prinzip ist nun in dieser Arbeit eine weitere, innovative Strategie
zur Therapie des GBM entwickelt worden. MSC werden hierbei als Vehikel fir einen
therapeutischen Vektor eingesetzt, um ganz spezifisch das neu entstehende
GefalRsystem des GBM anzugreifen. Das Tumorwachstum soll gestoppt werden, ohne
eine Schadigung des umliegenden Hirngewebes und anderer Organe hervorzurufen.
Hierzu wurde eine MSC-Linie stabil mit einem Vektor transfiziert, der das Selbstmordgen
HSV-TK unter der Kontrolle des gefalispezifischen Tie2-Promotor/Enhancer-Konstruktes
enthalt. Diese Zelllinie (MSC-Tie2-TK) steht zur systemischen Verabreichung in einer
therapeutischen in vivo-Studie bereit.

Wir gehen davon aus, dass nach intravendser Applikation im Rahmen des
Tumorwachstums ein Teil dieser Zellen direkt in das Tumorgewebe des GBM rekrutiert
wird und sich dort in das Endothel der Gefale integriert. Dabei stellt die Differenzierung
der modifizierten MSC zu einer Gefal3zelle den entscheidenden Schritt dar, durch den der
Tie2-Promotor aktiviert wird. In den neu entstandenen Gefaliendothelien wird somit das
Selbstmordgen HSV-TK exprimiert. Nach Verabreichung von Ganciclovir entfaltet sich der
zuvor beschriebene zytotoxische Effekt, der das umliegende Tumorgewebe schadigt. Es
ist zu erwarten, dass sich nach Anwendung des vorgestellten Behandlungsschemas das
Tumorwachstum verzégert und die Uberlebenszeit der behandelten Tiere verléangert
werden kann. Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe mit anderen Tumorentitaten
(Mammakarzinom, Pankreaskarzinom) haben die Effizienz dieser therapeutischen
Strategie bereits bestatigen kénnen (HUsemann, von Luttichau et al. in Vorbereitung).
Erste vorbereitende Experimente bei Ratten mit implantierten Gliomen lassen vermuten,
dass auch das Tumorwachstum des Glioblastoms Uber diesen Therapieansatz deutlich
abgeschwacht werden kann. Die WeiterfUhrung dieser Experimente hat leider den
Rahmen dieser Arbeit Uberstiegen, ein genauer Versuchsplan ist allerdings ausgearbeitet
worden (s. Kap. 2.2.7.5).

Der Einsatz dieser gentechnisch modifizierten MSC hatte fur die Therapie des GBM
verschiedene Vorteile. Der Therapieansatz greift das neu entstehende Gefalisystem des

Tumors direkt an, kénnte im Tumorgewebe eine hohe Wirkkonzentration erreichen,
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gleichzeitig aber das umliegende Hirngewebe schonen. Die HSV-TK wirde nur in den
Zellen aktiviert werden, die den Prozess der Rekrutierung mit anschlieliender
Differenzierung in Tie2-positive Zellen vollzogen haben. Eine unkontrollierte Aktivierung
des Selbstmordgens wird somit verhindert. Alle weiteren MSC, die im Rahmen der
Gefalneubildung nicht rekrutiert und aktiviert werden, zirkulieren wie native MSC im
Blutkreislauf, ohne eine Gewebsschadigung auszuliben.

Die Analyse des Verteilungsmusters der modifizierten MSC hat sich im Rahmen dieser
Arbeit auf das Gehirn konzentriert. Dabei stand der Mechanismus der Rekrutierung in das
Gliom und die Beteiligung der MSC an der Neoangiogenese von Hirntumoren im
Vordergrund. Andere Organe wurden nicht auf die Expression des Reportermolekiils RFP
hin untersucht.

Es ist allerdings auch nicht zu erwarten, dass der gefalispezifische Tie2-
Promotor/Enhancer unter normalen Bedingungen in anderen Organen aktiviert wird. Nach
Abschluss der Embryonalentwicklung tritt signifikante physiologische Gefalineubildung im
menschlichen Kérper nur wahrend des weiblichen Menstruationszyklus zum Aufbau des
Endometriums auf (Tonnesen, Feng et al. 2000; Fischer, Gagner et al. 2005).
Pathologische Konditionen, die eine Neoangiogenese hervorrufen, sind Wundheilung,
metabolische Krankheiten, Entzindungen, kardiovaskulare Erkrankungen und
Tumorwachstum (Furuya, Nishiyama et al. 2005). Da sich diese Krankheitsbilder in der
Regel klinisch bemerkbar machen, waren sie im Tiermodell und bei therapeutischen
Anwendungen beim Menschen mit grofder Wahrscheinlichkeit vorherzusehen und kdnnten

bei der Planung des Behandlungsschemas berticksichtigt werden.

Insgesamt erscheint es vorstellbar und sinnvoll, diese Behandlungsstrategie mit autologen
MSC durchzufihren. MSC lassen sich unter Zellkulturbedingungen gut modifizieren
(Chamberlain, Fox et al. 2007), so dass die Zellen dem Patienten vor Beginn einer
solchen Therapie entnommen werden kénnten. Sie wirden aufierhalb des Korpers stabil
transfiziert und im Anschluss daran demselben Patienten wieder appliziert.
Komplikationen im Sinne einer AbstoRungsreaktion wirden somit vermieden (Keating
2006). Eine Methode zur zeitnahen und effektiven Transfektion zu etablieren, stellt
allerdings eine Herausforderung dar. Aufgrund technischer Moglichkeiten werden stabile
Transfektionen in experimentellen Studien bislang meistens mit Zelllinien und nicht mit
primaren Zellen durchgefiihrt (Donato, Lahoz et al. 2008). Es wurden allerdings von
verschiedenen Arbeitsgruppen bereits erste Methoden entwickelt, mit denen auch primare
Zellen transfiziert werden kénnen (Armeanu, Pelisek et al. 2000; Hamm, Krott et al. 2002)
und die in Zukunft voraussichtlich im gréReren Umfang zur Verfiugung stehen werden
(Gao, Kim et al. 2007).
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Eine patientenfreundliche Applikationsform stellt die systemische Verabreichung der MSC
dar, die in den Versuchen dieser Arbeit durchgefiihrt wurde. Die Injektion in eine der
Schwanzvenen der Ratten ist dabei mit der intravendsen Verabreichung beim Patienten
zu vergleichen. In bisherigen Versuchsreihen fiir die Gliomtherapie wurden MSC meist
intrakraniell in die unmittelbare Umgebung des Hirntumors appliziert (Miletic, Fischer et al.
2007). Auch wenn durch diese Applikationsform eine groRe Anzahl der Zellen direkt zum
Wirkungsort gebracht werden kann (Fox, Chamberlain et al. 2007), ist hierfir jeweils ein
neurochirurgischer Eingriff notwendig, der weitere Komplikationen (Infektion, Blutung,
Verletzung neuralen Gewebes, etc.) hervorrufen kann.

Die systemische Applikationsform erscheint daher als bessere Variante. MSC werden
auch nach systemischer Applikation effektiv in den Tumor rekrutiert und dartber hinaus
kann mit der Rekrutierung und anschlieBenden Differenzierung der MSC ein

moglicherweise physiologischer Mechanismus nachempfunden werden.

Trotz aller ermutigenden Ergebnisse muss in Zukunft weiter bertcksichtigt werden, dass
die Langzeit-Komplikationsrate der Therapie mit MSC bisher noch nicht ausreichend
beurteilt werden kann (Barry and Murphy 2004). Auch wenn nur ein kleiner Teil der
applizierten MSC wirklich aktiv in Gewebe des menschlichen Koérpers integriert wird,
kénnten Nebenwirkungen zu schwerwiegenden Konsequenzen fur die Patienten fuhren
(Fox, Chamberlain et al. 2007). So wird in Zukunft weiter verfolgt werden missen,
inwieweit MSC selbst ein tumorigenes Potenzial besitzen und das Auftreten von
Zweitmalignomen begtinstigen. Erste Berichte haben gezeigt (Dazzi and Horwood 2007),
dass die langfristige Kultivierung von MSC in vitro die Mutationsrate deutlich erhdéht und
sie somit prinzipiell auch in vivo Tumorwachstum auslésen kénnen (Tolar, Nauta et al.
2007). Zudem haben MSC einen immunsuppressiven Effekt, der langfristig Uber die
geschwachte Immunabwehr die Entstehung von Zweitmalignomen beglnstigen kann
(Djouad, Plence et al. 2003).

Es wird daher in Zukunft von grofRer Bedeutung sein, dass solche potenziellen
Komplikationen bericksichtigt und zum therapeutischen Nutzen ins Verhaltnis gesetzt
werden (Dazzi and Horwood 2007; Fox, Chamberlain et al. 2007).

102



Diskussion

4.4. Gefallbiologie maligner Hirntumoren wird von
Mechanismen der Lymphangiogenese beeinflusst

Obwohl das Gehirn zu einem der wenigen Organe des menschlichen Kdrpers zahlt, das
unter normalen Bedingungen kein Lymphgefal3system besitzt (Cursiefen, Chen et al.
2003; Johnston, Zakharov et al. 2004; Maruyama, li et al. 2005), wurde in den Versuchen
dieser Arbeit zur Charakterisierung der Gefaldstrukturen gezeigt, dass lymphatische
Markerproteine in geféaRaktiven Arealen maligner Gliome exprimiert sind (Grau, Trillsch et
al. 2007; Grau, Trillsch et al. 2008).

Die Expression von Podoplanin, Prox-1, LYVE-1, VEGFR-3, VEGF-C/-D, SLC und CCR7
kann sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene nachgewiesen werden.
Signifikante Expressionsunterschiede zwischen dem hochgradigen GBM (WHO-Grad 1V),
dem niedriggradigen diffusen Astrozytom (WHO-Grad Il) und dem Normalhirn (NNH)
ergeben sich dabei allerdings nur fir Podoplanin und VEGFR-3. Die Expression scheint
fur diese beiden Proteine mit dem Tumorgrad zu Kkorrelieren und im Rahmen der
Tumorprogression vom niedrig- zum hochgradigen Gliom eine Anderung des Phénotyps
anzuzeigen. Auf Proteinebene wird eine endotheliale Expression fir den
Wachstumsfaktor VEGF-C und dessen Rezeptor VEGFR-3 (Grau, Trillsch et al. 2007),
das Chemokin SLC, den Transkriptionsfaktor Prox-1 und ganz vereinzelt fir das
Oberflachenprotein LYVE-1, nachgewiesen. VEGF-D ist vorwiegend in angioaktiven
Tumorarealen auf den umliegenden Tumorzellen zu finden (Grau, Trillsch et al. 2007).

Die Expression von Podoplanin zeigt sich sehr ausgepragt auf den Tumorzellen, dagegen
nicht auf den Endothelzellen der TumorgefalRe (Grau, Trillsch et al. 2008). Insgesamt
ergeben sich auf Proteinebene eindeutige Expressionsunterschiede zwischen den
verschiedenen Tumorgraden fiur Podoplanin, VEGF-C, -D und VEGFR-3 (Grau, Trillsch et
al. 2007).

Dieses, zum Teil charakteristische Expressionsmuster der lymphatischen Markerproteine
deutet darauf hin, dass diese Proteine eine Bedeutung fur die Gefalkentwicklung maligner
Gliome haben. Allerdings ist die Expression nicht fur alle Markerproteine eindeutig den
GefaRendothelien zuzuordnen, was gegen ein unabhangiges und funktionales
Lymphgefallsystem spricht. Dennoch scheinen einzelne Mechanismen und Teilaspekte
der Lymphangiogenese einen Einfluss auf das GefalRsystem und die Malignitat der
Hirntumore auszulben. Ein genaues Verstandnis dieser Mechanismen erscheint
essenziell, um in Zukunft innovative therapeutische Strategien zu entwickeln. Die
Gefalbiologie des GBM muss vollstandig verstanden werden, um die Angiogenese
wirklich effektiv unterdriicken zu kénnen und mdgliche Komplikationen der Therapie zu

vermeiden.
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4.5. Rezeptor-Liganden-System VEGFR-3/VEGF-C,-Dist in
malignen Hirntumoren aktiv exprimiert

Mit dem Nachweis des charakteristischen Expressionsmusters der Wachstumsfaktoren
VEGF-C,-D und ihrem Rezeptor VEGFR-3 ist in dieser Arbeit ein vollstdndiges
lymphatisches Wachstumsfaktoren-Signalsystem beschrieben worden, das mit dem
abnormen Gefalisystem des GBM assoziiert ist, dem im normalen Gehirn bislang aber
keine Bedeutung zugeschrieben wurde (Grau, Trillsch et al. 2007).

Bislang wurde die Expression von VEGFR-3 vor allem mit Endothelzellen von
Lymphgefallen verschiedener humaner Gewebetypen in Verbindung gebracht (Ji 2005).
Im Gegensatz dazu ist die Expression des Rezeptors auf den Zellen des
hamatopoetischen Systems lediglich auf die Embryonalzeit beschrankt (Sleeman,
Krishnan et al. 2001), kann allerdings im Rahmen von Tumorwachstum erneut aktiviert
werden (Valtola, Salven et al. 1999). VEGFR-3 ist dann auf Endothelzellen von
Tumorgefalen exprimiert, wahrend sich die Expression der Wachstumsfaktoren VEGF-C
und -D auf den umgebenden Tumorzellen zeigt (Yonemura, Fushida et al. 2001; Stacker,
Achen et al. 2002). Das Rezeptor-Liganden-System VEGFR-3/VEGF-C,-D wird deshalb
mit der Tumorangiogenese in Verbindung gebracht und als ein wichtiger Faktor flr die
Metastasierung angesehen (Valtola, Salven et al. 1999; Mandriota, Jussila et al. 2001;
Nakamura, Yasuoka et al. 2003).

Neuere Daten deuten darauf hin, dass diese Proteine zudem in Hirntumoren exprimiert
werden. Debinski und Kollegen haben VEGF-D in Zelllinien maligner Gliome
nachgewiesen und als potenzielles Onkogen vorgestellt (Debinski, Slagle-Webb et al.
2001). Eine verstarkte VEGF-D-Expression zeigte sich, nachdem die Expression des
Wachstumsfaktors VEGF unterdriickt wurde (Moffat, Chen et al. 2006). Darlber hinaus
wurde von Moffat et al. die Expression von VEGFR-3 in drei untersuchten GBM-
Gewebeproben beschrieben (Moffat, Chen et al. 2006). Zuletzt wurde zudem die
Expression von VEGFR-3 und VEGF-C durch Jenny und Kollegen im GBM auf mRNA-
Ebene nachgewiesen (Jenny, Harrison et al. 2006).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Lokalisation der VEGFR-3 und VEGF-C
exprimierenden Zellen weiter spezifiziert (Grau, Trillsch et al. 2007). Im GBM zeigt sich
immunhistochemisch die VEGFR-3-Expression endothelial lokalisiert auf nahezu allen
TumorgefalRen, dagegen nur auf wenigen umliegenden Tumorzellen. Die Expression von
VEGF-C und -D findet sich vor allem auf Tumorzellen in Tumorarealen mit starker
GefalBneubildung. Besonders die, fir das GBM charakteristischen, glomeroloiden
Gefalproliferate sind durchgehend positiv fir VEGFR-3 und von VEGF-C und -D-

positiven Tumorzellen umgeben (Grau, Trillsch et al. 2007).
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Das Gewebe der diffusen Astrozytome (WHO-Grad Il) zeigt dagegen eine schwache
Reaktivitdat in der Immunhistochemie. Es finden sich nur einzelne VEGFR-3-positive
Endothelzellen in wenigen GefalRen der Tumoren und auch VEGF-C und -D sind lediglich
auf ganz vereinzelten Zellen des diffusen Astrozytoms nachzuweisen, die nicht mit den
GefalRen des Tumors in Verbindung stehen (Grau, Trillsch et al. 2007).

Die Analyse auf mMRNA-Ebene bestatigt die Ergebnisse von Jenny et al. (Jenny, Harrison
et al. 2006) und zeigt fur VEGFR-3 signifikante Expressionsunterschiede mit der héchsten
Expression im GBM. Die Expressionswerte fliir VEGF-C und -D erreichen dagegen keine
statistische Signifikanz. VEGF-D ist im GBM auf mRNA-Ebene sogar niedriger exprimiert
als im diffusen Astrozytom und im Normalhirn (Grau, Trillsch et al. 2007), was im
Widerspruch zu den Ergebnissen auf Proteinebene steht. Hierfur gibt es bislang noch
keine Erklarung. Es erscheint aber mdglich, dass posttranskriptionale oder
posttranslationale Regulationsmechanismen dafiir verantwortlich sind. Diese mussen in
weiteren Untersuchungen mit dieser gezielten Fragestellung noch weiter identifiziert

werden.

Der Nachweis des kompletten Rezeptor-Liganden-Systems VEGFR-3/VEGF-C,-D, die
endotheliale Lokalisation der VEGFR-3-Expression sowie die Korrelation der
Expressionswerte mit dem Tumorgrad lassen allerdings bereits jetzt eine funktionale
Bedeutung von VEGFR-3 und seinen Liganden VEGF-C und -D im Rahmen des
Tumorwachstums vermuten.

Fur VEGFR-3 ist dabei die Eigenschaft, GefalRentwicklung und endotheliale Proliferation
zu induzieren, bereits gut charakterisiert (Cao, Linden et al. 1998; Kubo, Fujiwara et al.
2000; Dixelius, Makinen et al. 2003; Ji, Miura et al. 2004). VEGFR-3 unterstitzt zusatzlich
den klassischen Signalweg der Angiogenese Uber VEGFR-2 und kann die
Phosphorylierung dieses Rezeptors induzieren (Dixelius, Makinen et al. 2003; Matsumura,
Hirashima et al. 2003). Die Aktivierung von VEGFR-3 sollte daher als weiterer Signalweg
der Tumorangiogenese bericksichtigt werden.

In der Vergangenheit wurde im Rahmen von Tumortherapieansatzen bereits in vielfacher
Weise versucht, mit VEGFR-2 den angiogenen Rezeptor von VEGF zu blockieren und
damit die Tumorangiogenese abzuschwachen (Jain 2001). Bei einem Gliom-Tumormodell
in Mausen wurde durch diese Therapie die Gefalidichte deutlich reduziert und die
Wirkung einer Strahlentherapie verstarkt (Tong, Boucher et al. 2004; Winkler, Kozin et al.
2004). Allerdings war dieser Effekt nur voribergehend. Nach einem Zeitraum von einigen
Tagen entwickelte sich in den behandelten Gliomen eine neue Form der Angiogenese, die
trotz kontinuierlich fortgesetzter Therapie gegen VEGFR-2 nicht unterdriickt werden
konnte (Winkler, Kozin et al. 2004).
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Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern eine moégliche Erklarung fir diesen zweiten Schub der
Gefalneubildung (“second wave of angiogenesis®). Da mit der Blockierung des VEGFR-2-
Signalwegs der Hauptmechanismus der Gefallneubildung unterdriickt wird, werden
moglicherweise  alternative  Signalwege  aktiviert, die unter physiologischen
Voraussetzungen nur eine untergeordnete Rolle spielen. Das nachgewiesene Rezeptor-
Liganden-System VEGFR-3/VEGF-C,-D konnte ein Beispiel hierfir darstellen. Es ist
resistent gegentber der urspringlichen anti-VEGFR-2-Therapie und somit in der Lage,
erneute Gefallentwicklung zu vermitteln. Unterstitzt wird diese Theorie durch
Erkenntnisse von Moffat und Kollegen, die nach blockierter VEGF-Expression eine
verstarkte Expression von VEGF-D beschrieben haben (Moffat, Chen et al. 2006).

Die regulatorischen Mechanismen hinter der Expression von VEGFR-3, VEGF-C und -D
in Assoziation zu den TumorgefaRen sind bislang noch weitgehend unbekannt (Shibuya
and Claesson-Welsh 2006). Versuche, bei denen der Zelltyp und die Herkunft dieser
Zellen genauer analysiert wird, wirden ein besseres Verstandnis hierfir ermdglichen und
soliten daher weiter verfolgt werden. Es erscheint allerdings bereits jetzt als duRerst
sinnvoll, dass anti-angiogene Therapieansatze in Zukunft auch den alternativen
Signalweg uber VEGFR-3 bericksichtigen. Die kombinierte Blockade von VEGFR-2 und
von VEGFR-3 kénnte einen synergistischen Effekt erzielen, der eine langerfristige
Unterdrickung des GefalRwachstums im GBM ermoglicht und so bessere

Uberlebensraten garantiert.

4.6. Podoplanin-Expression in Astrozytomen korreliert mit dem
Malignitatsgrad

Mit Expression des Oberflachenproteins Podoplanin in gefalireichen Tumorarealen des
GBM wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Markerprotein beschrieben, das seit der
Erstbeschreibung im Jahr 1997 vornehmlich zur spezifischen Identifikation von
Lymphgefalien und zur Abgrenzung von Blutgefalden im Rahmen der Lymphangiogenese
verwendet worden ist. Die eigentliche biologische Funktion des Oberflachenproteins ist
dabei Uber die gesamte Zeit weitgehend unklar geblieben und lange nicht gezielt
untersucht worden (Schacht, Dadras et al. 2005).

Der Knockout von Podoplanin fihrt im Tierversuch wahrend der Embryonalphase zu einer
gestorten Entwicklung der Lunge sowie des lymphatischen Systems und ist flr die
Versuchstiere bereits pranatal letal (Ramirez, Millien et al. 2003; Schacht, Ramirez et al.
2003). In den vergangenen Jahren hat sich nun gezeigt, dass Podoplanin auch im
Gewebe verschiedener humaner Neoplasien stark exprimiert ist. (Dumoff, Chu et al. 2005;
Kato, Kaneko et al. 2005; Martin-Villar, Scholl et al. 2005; Schacht, Dadras et al. 2005;
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Dumoff, Chu et al. 2006; Mishima, Kato et al. 2006; Ordonez 2006; Shibahara, Kashima
et al. 2006; Wicki, Lehembre et al. 2006). Aufgrund der guten Korrelation von
Expressionswerten mit klinischen Daten in manchen Tumorentitdten wird Podoplanin
zudem eine Funktion im Rahmen der Tumorprogression zugeschrieben (Schacht, Dadras
et al. 2005).

Die Untersuchungen dieser Arbeit zur Expression von Podoplanin unterstiitzen diese
Beobachtungen. Sie zeigen, dass die Podoplanin-Expression in Gliomen mit dem
Malignitatsgrad des untersuchten Gewebes korreliert. Auf mRNA-Ebene liegen die
Expressionswerte im Glioblastom signifikant héher als im diffusen Astrozytom und im
Normalhirn. Immunhistochemisch ist das Oberflachenmolekil im Glioblastom fast im
gesamten Tumorgewebe exprimiert. Dabei ist die Expression besonders stark in der
Umgebung von Nekrosen und in Arealen mit hoher GefaRdichte (Grau, Trillsch et al.
2008), auch wenn die Gefalie selbst negativ flir Podoplanin sind.

Im deutlichen Gegensatz zum Glioblastom stellt sich das gesamte Tumorgewebe aller

untersuchten diffusen Astrozytome negativ fir Podoplanin dar.

Die genauen Regulationsmechanismen, die die Expression von Podoplanin und den
anderen lymphatischen Marker kontrollieren, sind bislang noch weitgehend unbekannt
(Adams and Alitalo 2007). In der Vergangenheit wurde vor allem dem Transkriptionsfaktor
Prox-1 grofRe Bedeutung fir die Entwicklung und Aufrechterhaltung eines lymphatischen
Systems zugeschrieben (Wigle and Oliver 1999). Die durch adenoviralen Gentransfer
erzielte Uberexpression von Prox-1 filhrt zu einer Expression LymphgefaR-spezifischer
Markerproteine wie VEGFR-3 und LYVE-1 und scheint somit die lymphatische
Differenzierung von Endothelzellen einzuleiten (Wigle, Harvey et al. 2002).

Prox-1/Podoplanin-positive Zellen deuten auch im GBM auf einen regulatorsicher Einfluss
von Prox-1 auf das Expressionsmuster der Tumorzellen hin. In dieser Arbeit wurde durch
eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung gezeigt, dass im GBM Podoplanin-positive

Tumorzellen zu finden sind, die gleichzeitig Prox-1 exprimieren (Grau, Trillsch et al. 2008).

Im Hinblick auf Podoplanin stimmen die Daten dieser Arbeit mit den Daten der Literatur
(Mishima, Kato et al. 2006; Shibahara, Kashima et al. 2006) uberein. In einer
Untersuchung verschiedener ZNS-Tumoren hatten beide Arbeitsgruppen fir die
Astrozytome eine Assoziation des malignen Phanotyps mit der Intensitdt der Podoplanin-
Expression vorgestellt. Shibara et al. stellten dabei allerdings den diagnostische Nutzen
dieses Expressionsmusters in Frage, da sich Podoplanin auch in vielen anderen
Hirntumorentitaten exprimiert zeigte (Shibahara, Kashima et al. 2006). Dagegen
unterstitzen die Ergebnisse von Mishima et al. sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-

Ebene die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. (Mishima, Kato et al. 2006).
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Zusatzlich zu diesen Ergebnissen konnte im Rahmen dieser Arbeit das gegensatzliche
Expressionsmuster von Podoplanin  herausgearbeitet werden. Wahrend alle
Gewebeschnitte des GBM eine starke Anfarbung zeigen, sind alle untersuchten diffusen
Astrozytome negativ fiir Podoplanin. Dies ist vor allem vor dem Hintergrund interessant,
dass es im Rahmen der Tumorprogression zum Ubergang von niedriggradigen zu
hochgradigen Hirntumoren kommt (Hulleman and Helin 2005), was die Abgrenzung der
verschiedenen Tumorentitaten haufig erschwert. Zusatzliche immunhistochemische
Marker kdnnten daher die Diagnostik erleichtern und absichern (Yip, lafrate et al. 2008).
Das gegensatzliche Expressionsmuster von Podoplanin scheint diesen Anforderungen zu
entsprechen, so dass Podoplanin einen potenziellen Marker flir die Diagnostik des GBM
darstellt. Dartber hinaus kénnte das Expressionsprofil auch im Rahmen der praoperativen
Therapieplanung durch anti-Podoplanin-Antikdrper genutzt werden. Nach Kopplung dieser
Antikérper mit Tracermolekilen, kdnnte das Glioblastom im MRT oder im PET-Scan durch
Detektion von Podoplanin-positiven Tumorzellen aufgesucht werden.

Auch im Rahmen neuer Therapiestrategien erscheint Podoplanin ein interessantes
Zielmolekil zu sein. Hierbei kdnnte die Expression von Podoplanin dem Auffinden des
Glioblastoms dienen, um daraufhin das Tumorgewebe selektiv zu schadigen (Hammer,
Meyer et al. 2005). Das Expressionsprofil von Podoplanin erméglicht somit vielfaltige
Moglichkeiten der Nutzung, die zu einer effizienteren Therapieplanung und

Therapiedurchfiihrung fiihren kann und daher weiterverfolgt werden wird.

4.7. Lymphatischer Phanotyp der Tumorgefal3e des
anaplastischen Oligodendroglioms

Nachdem Podoplanin in den Astrozytomen ein charakteristisches Expressionsmuster
gezeigt hat, wurde zur Abgrenzung vom GBM auch das anaplastische Oligodendrogliom
(AO) immunhistochemisch untersucht. Obwohl dieses Gliom zu den WHO-Grad llI-
Hirntumoren zahlt, zeigt es charakteristische histopathologische Merkmale, die dem GBM
sehr ahnlich sind (Louis, Holland et al. 2001). Das AO hat ebenfalls eine erhdhte
Zelldichte, eine starke Zellpolymorphie und weist neben vereinzelten Einzelzellnekrosen
eine deutlich erhéhte Gefalidichte auf (Engelhard, Stelea et al. 2002). Es hat allerdings flr
die Patienten im Vergleich zum GBM eine deutlich bessere Prognose (Baehring 2005).
Ein Teil der Tumoren zeigt eine deutliche Progredienz in Richtung des GBM, was dann
eine Verschlechterung der Prognose zur Folge hat (Tatter 2002).

In der immunhistochemischen Untersuchung des AO zeigt sich flir die lymphatischen
Markerproteine Podoplanin und VEGFR-3 im Rahmen dieser Untersuchung ein auffalliges

Expressionsmuster. Wahrend sich die Expression von VEGFR-3 unverandert zum GBM
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auf Gefalkendothelien und umgebenden Tumorzellen zeigt, ist im AO auch die Expression
von Podoplanin endothelial lokalisiert. VEGFR-3 und Podoplanin sind auf dem
GefaBendothel dieser GefalRe eindeutig co-lokalisiert, was dem molekularen
Expressionsprofil eines lymphatischen Phanotyps entspricht (Grau, Trillsch et al. 2008).
Die intraluminal aggregierten Thrombozyten in diesen Tumorgefalen kénnen als indirekte
Bestatigung fir die endotheliale Lokalisation der Podoplanin-Expression gesehen werden,
da die Thrombozyten-Aggregation eine bekannte Funktion von Podoplanin ist (Kato, Fuijita
et al. 2003), mindliche Kommunikation mit Prof. D. Kerjaschki, Klinisches Institut fur

Pathologie der Medizinischen Universitat Wien).

Die unterschiedliche Lokalisation Podoplanin-positiver Zellen im GBM und im
anaplastischen Oligodendrogliom unterstitzt die Theorie, dass es im Rahmen des
Tumorwachstums und der Tumorangiogenese zu starken Verdnderungen des
Zellverbundes kommt (Stiver 2004).

Der Begriff des “vaskularen Mimikry“ wurde dabei das erste Mal im Jahr 1999 vorgestelit
(Maniotis, Folberg et al. 1999). Demnach sind maligne Tumoren unter speziellen
Bedingungen in der Lage, unabhangig von Mechanismen der Angiogenese selbst zur
Gefalneubildung des Tumorgewebes beizutragen, indem sich Tumorzellen in Zellen mit
endothelialem Phanotyp differenzieren (Hillen and Griffioen 2007). Aus den Tumorzellen
entsteht so ein zusatzliches Gefallsystem, das ebenfalls im Rahmen anti-angiogener
Therapieansatze berlicksichtigt werden sollte. Besonders interessant sind diese
Beobachtungen vor dem Hintergrund der aktuellen Diskussion, ob moglicherweise die
Transformation von Tumorstammzellen zur Entstehung des GBM beitragt (Quigley, Post
et al. 2007). Der Entstehungsmechanismus des GBM war bereits friih mit der chronisch
myeloischen Leukamie verglichen worden, die infolge der Umprogrammierung von
myeloischen Vorlauferzellen entsteht (Nakano and Kornblum 2006). Diese Hypothese
wurde durch mehrere Studien gestiitzt, in denen gezeigt wurde, dass pluripotente neurale
Vorlauferzellen sowohl subventrikular im gesunden Hirn als auch im GBM nachzuweisen
sind (O'Neill, Blondal et al. 2002; Recht, Jang et al. 2003; Yuan, Curtin et al. 2004,
Pilkington 2005). Es erscheint demnach mdglich, dass Astrozytome allgemein und das
GBM im Speziellen als Neoplasien neuraler Vorlauferzellen anzusehen sind (Quigley,
Post et al. 2007). Dabei kdnnen sich die transformierten Tumorstammzellen differenzieren
und die Charakteristika verschiedener Zelltypen annehmen (Noble and Dietrich 2004). Die
Theorie kénnte zudem die Tatsache erkladren, dass Hirntumoren regelmaRig eine
Progredienz zu héher malignen Tumorformen zeigen und dass es auch Mischformen der
Hirntumoren gibt, die eine Abgrenzung der verschiedenen Tumorentitadten erschweren.

Eine diffuse Verteilung von Tumorstammzellen im angrenzenden Tumorgewebe konnte
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zudem eine Erklarung fir die hohe Rezidivrate der malignen Hirntumoren liefern (Quigley,
Post et al. 2007).

Vor diesem Hintergrund koénnte auch das gegensatzliche Expressionsmuster des
Podoplanin erklart werden (Grau, Trillsch et al. 2008). Tumorstammzellen wirden sich
demnach in verschiedene Tumorzelltypen differenzieren, unter anderem in die
Podoplanin-positiven Tumorzellen des GBM und die Podoplanin-positiven Endothelzellen
des AO. Die Differenzierung in die endothelialen Zellen kénnte dabei als Hinweis auf die
Theorie des ,vaskularen Mimikries* angesehen werden, bei dem ein Teil des
GefalRsystems des Tumors aus differenzierten Tumorzellen entsteht. Die Bestatigung
dieser Vorgange stellt eine Herausforderung dar, die in Zukunft in weiteren Studien
spezifisch untersucht werden muss. Sie hatte groRe Bedeutung fur die Gefalibiologie der

malignen Hirntumoren und musste bei Diagnostik und Therapie bertcksichtigt werden.

4.8. Strategien zur Untersuchung der noch ungekléarten
Funktion des Podoplanins in Hirntumoren

Wie sich in dieser Arbeit herausgestellt hat, kann Podoplanin nicht nur in der
Gefalbiologie zur Abgrenzung von LymphgefaRen genutzt werden, sondern ist auch in
zahlreichen humanen Tumorentitaten exprimiert (Wicki, Lehembre et al. 2006; Grau,
Trillsch et al. 2008). Daher konzentriert sich das Interesse der Forschung mehr und mehr
auf die Funktion dieses Proteins. Neben der essenziellen Bedeutung fir die
Embryonalentwicklung (Ramirez, Millien et al. 2003; Schacht, Ramirez et al. 2003) gibt es
Hinweise darauf, dass Podoplanin auch an der Karzinogenese beteiligt ist (Nose, Saito et
al. 1990; Gandarillas, Scholl et al. 1997).

Fir das Mammakarzinom hat sich in Untersuchungen von Wicki und Kollegen bereits
gezeigt, dass Podoplanin eine mdgliche Funktion im Rahmen der Invasion dieses Tumors
austbt (Wicki, Lehembre et al. 2006). Die transgene Expression von Podoplanin in einem
Modell fiir Pankreas-p-Zell-Karzinogenese (Rip1Tag2-Mausen) fihrt in vivo zu einem
unkontrollieten und stark invasiven Tumorwachstum, losgelést vom Ublichen
Wachstumsmuster (Wicki, Lehembre et al. 2006). In vitro-Studien mit Keratinozyten,
Nierenzellen und einer Mammakarzinom-Zelllinie nach Transfektion mit einem
Podoplanin-Uberexpressionsvektor konnten aufzeigen, dass die forcierte Podoplanin-
Expression zu Veranderungen der Zellmorphologie fihrt (Scholl, Gamallo et al. 1999;
Martin-Villar, Scholl et al. 2005; Wicki, Lehembre et al. 2006). Unter anderem bilden die
Zellen Membranprotrusionen, die Filopodien ahneln. Diese Veranderungen des
Zellskeletts deuten auf eine vermehrte Mobilitdt der Podoplanin-positiven Zellen hin
(Wicki, Lehembre et al. 2006).
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Darlber hinaus zeigte sich in histopathologischen Untersuchungen, dass in
verschiedenen Plattenepithelkarzinomen (Osophagus, Haut, Larynx, Lunge, Zervix) sowie
im Mammakarzinom die Podoplanin-Expression vorwiegend im Bereich der
Invasionszone des Tumors nachzuweisen ist (Wicki, Lehembre et al. 2006). Auch wenn
dieses streng fokussierte Expressionsmuster in dieser Arbeit im GBM und bei
Untersuchungen von Prostata-, Kolon-, und Adenokarzinomen (Wicki, Lehembre et al.
2006) nicht gesehen wurde, unterstreicht es doch eine mogliche Beteiligung von
Podoplanin an der Invasion der Tumorzellen.

Podoplanin kann zudem die Aggregation von Thrombozyten begiinstigen (Kato, Fujita et
al. 2003). Tumorzell-induzierte Thrombozyten-Aggregation gilt dabei als einer der
Mechanismen, mit denen sich Tumorzellen wahrend der Metastasierung im Blutkreislauf
gegen die Immunabwehr schitzen (Kunita, Kashima et al. 2007). Kunita und Kollegen
konnten in Versuchen mit Hamster-Ovarialzellen nachweisen, dass Punktmutationen in
bestimmten Regionen der Podoplanin-Sequenz die Thrombozyten-aggregierende
Funktion unterdricken und gleichzeitig das Ausmald der pulmonalen Metastasierung
reduzieren. Diese Vermutung wurde dadurch unterstiitzt, dass die Metastasierungsrate
auch durch Administration von Aspirin supprimiert werden kann (Kunita, Kashima et al.
2007).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur weiterfihrenden Untersuchung der Podoplanin-
Funktion zwei Glioblastom-Zelllinien etabliert, die Podoplanin konstitutiv exprimieren.
Hierzu ist ein Podoplanin-Uberexpressionsvektor entwickelt worden, der durch stabile
Transfektion in das Genom der Zelllinien U87 und U373 integriert wurde.

Durch die erfolgreiche stabile Transfektion stehen nun auf der einen Seite Podoplanin-
positive Glioblastomzellen (U373-Podplanin) zur Verfigung, die mit den Podoplanin-
negativen Glioblastomzellen (U373) verglichen werden kénnen. Auf der anderen Seite
kann das Verhalten schwach Podoplanin-positiver Glioblastomzellen (U87), im Vergleich
zu Zellen mit gesteigerter Podoplanin-Expression (U87-Podoplanin) untersucht werden.
All diese Zelllinien haben unter Zellkultur-Bedingungen ein reproduzierbares und stabiles
Wachstums- und Expressionsverhalten gezeigt.

In Planung sind Invasions- und Proliferationsversuche, die den Einfluss der Podoplanin-
Expression auf das Migrationsverhalten und Wachstum der Glioblastomzellen zeigen
sollen. In Tubuli-Bildungsversuchen soll analysiert werden, ob die Co-Kultur von
Endothelzellen mit Podoplanin-positiven Glioblastomzellen die Bildung endothelahnlicher
Strukturen férdert. Im Tiermodell wird das Wachstumsverhalten der Hirntumoren unter in
vivo-Bedingungen weiter evaluiert. Hierbei kann das Tumorvolumen sowohl wahrend der
Testreihe mithilfe der Kernspintomographie verfolgt werden als auch im Anschluss im

Rahmen der pathologischen Aufarbeitung. Zusatzliche Informationen wird die

111



Diskussion

histopathologische Untersuchung liefern, bei der auf strukturelle Veranderungen des
Tumorgewebes eingegangen werden kann.

Diese geplanten Versuche mit den Podoplanin-positiven GBM-Zelllinien werden weitere
Einblicke in diese Mechanismen des Tumorwachstums geben und dazu beitragen, den

Einfluss von Podoplanin auf die Tumorprogression des GBM weiter zu erforschen.

49. Ausblick

Bis vor kurzem wurden Tumoren als einheitliche Zellmasse angesehen, die im Gegensatz
zu normalen Organen keine Organisation des Gewebes aufweisen (Wicki and Christofori
2007). Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass MSC an der
Gefalneubildung von Hirntumoren aktiv beteiligt sind und dass neben den klassischen
Mechanismen der Hamangiogenese auch Mechanismen der Lymphangiogenese im
Rahmen des Tumorwachstums eine Rolle zu spielen scheinen.

Die Bestatigung der aktiven Funktion mesenchymaler Stammzellen am Aufbau neu
entstehender Tumorgefalle eroffnet vielfaltige Moglichkeiten fir innovative therapeutische
Ansatze. In den Versuchen dieser Arbeit wurde eine stabil transfizierte MSC-Linie
entwickelt, mit der nach Anwendung eines ausgearbeiteten Therapieschemas eine direkte
und gezielte anti-neoplastische Wirkung auf das Hirntumorgewebe ausgeilbt werden
kann.

Zudem wurde der Nachweis erbracht, dass sowohl das Rezeptor-Liganden-System
VEGFR-3/VEGF-C,-D als auch das Oberflachenprotein Podoplanin in Hirntumoren
exprimiert ist, deren Expression bislang vor allem dem lymphatischen GefaRlsystem
zugeschrieben wurde. Die Expression korreliert dabei mit dem Malignitatsgrad der
Hirntumoren. Dieses charakteristische Expressionsmuster kann potenziell die
histopathologische Abgrenzung der einzelnen Tumorentitdten unterstutzen. Durch
besseres Verstandnis des Expressionsverhaltens und der Funktion dieser Molekile im
Hirntumorgewebe koénnen nicht nur bereits bestehende Therapieansatze verbessert,
sondern auch neue, gezielte Therapiestrategien entwickelt werden.

Das gegensatzliche Expressionsmuster von Podoplanin unterstiitzt darliiber hinaus die
Theorie, dass Tumorstammzellen an der Entstehung von Hirntumoren beteiligt sind und
dass Tumorzellen mdglicherweise selbst im Rahmen eines “vaskularen Mimikries“ zur
Gefalentwicklung beitragen. Es wurde ein Zellmodell etabliert, mit dem die noch
ungeklarte Funktion des Podoplanins im GBM weiter analysiert werden kann.

Diese Erkenntnisse erweitern das Verstandnis fir die Gefalbiologie maligner Hirntumore
und ermdglichen somit neue Ansatze flir die Diagnostik und Therapie dieser schwer zu

behandelnden Tumoren.
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5. Zusammenfassung

Das Glioblastoma multiforme (GBM, WHO-Grad 1V) ist ein aulierst aggressiver und stark
vaskularisierter Tumor. Trotz multimodaler Therapiekonzepte mit chirurgischer Resektion,
Bestrahlung und Chemotherapie haben die betroffenen Patienten eine schlechte
Prognose von lediglich 9 bis 15 Monaten Uberlebenszeit nach Diagnosestellung.
Innovative Therapiekonzepte sind daher dringend erforderlich. Im Fokus dieser Arbeit
stand das abnorme Gefalksystem maligner Hirntumoren. Aufbauend auf einem besseren
Verstandnis der Gefalibiologie dieser Tumoren wurden potenzielle Strategien fir

Diagnostik und Therapie entwickelt und evaluiert.

Progenitorzellen aus dem Knochenmark sind in vielfacher Weise an der Neoangiogenese
von TumorgefalRen beteiligt. Immundefizienten Ratten wurden in dieser Arbeit primare
humane MSC systemisch appliziert, nachdem den Tieren zuvor ein humanes Gliom
implantiet worden war. Die Rekrutierung der MSC in den Tumor wurde
immunhistochemisch nachgewiesen. Die endotheliale Differenzierung der MSC konnte mit
gentechnisch modifizierten MSC-Linien bestatigt werden. Diese Zellen enthielten einen
Vektor mit dem Reportergen RFP (red fluorescent protein), dessen Expression unter der
Kontrolle des endothelspezifischen Tie2-Promotor/Enhancer-Konstruktes steht. Darauf
aufbauend wurde eine MSC-Linie etabliert, bei der statt des Reportergens RFP das
Selbstmordgen HSV-TK unter der Kontrolle des Tie2-Promoters steht. Die Hypothese
hierzu ist, dass nach systemischer Verabreichung dieser MSC durch Zugabe von
Ganciclovir eine selektive Toxizitat auf den Tumor bewirkt wird.

Zur genaueren Charakterisierung der Gefalstrukturen in Hirntumoren wurde die
Expression Lymphgefali-assoziierter Molekile in Gewebe unterschiedlicher Gliome
untersucht. Die lymphangiogenen Wachstumsfaktoren VEGF-C,-D und ihr Rezeptor
VEGFR-3 zeigten im GBM hohe Expressionswerte. Die Expression von VEGFR-3
unterschied sich signifikant von der in niedriggradigen Astrozytomen (WHO-Grad II).
Podoplanin war in allen Gewebeproben des GBM sehr hoch exprimiert, in einigen Zellen
zeigte sich eine Co-Lokalisation mit Prox-1. Die Expression war allerdings nicht
gefalRassoziiert, sondern ausschliefllich auf den Tumorzellen zu finden. Eine streng
endotheliale Lokalisation zeigte sich dagegen im anaplastischen Oligodendrogliom (WHO-
Grad Ill), in dem Podoplanin mit VEGFR-3 co-exprimiert ist. Durchgehend negativ fur
Podoplanin waren alle untersuchten Astrozytome (WHO-Grad II). Fir weiterflGhrende
Untersuchungen zur Funktion von Podoplanin wurden zwei GBM-Zelllinien etabliert, die

einen Podoplanin-Uberexpressionsvektor stabil exprimieren.
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Zusammenfassung

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen die zentrale Bedeutung des Gefalisystems fir
das GBM. Es wurde gezeigt, dass MSC effektiv aus der Peripherie in den Hirntumor
rekrutiert werden und dort aktiv an der Angiogenese beteiligt sind. MSC eignen sich somit,
nach genetischer Modifikation, als Vehikel fiir therapeutisch wirksame Gene, mit denen
das neu entstehende GefalRsystem des GBM gezielt angegriffen werden kann. Fir die
entsprechenden in vivo-Versuche wurde bereits eine gentechnisch modifizierte MSC-Linie
entwickelt und ein Therapieschema entworfen.

Obwohl das Gehirn unter normalen Bedingungen kein Lymphgefallsystem besitzt, wurden
im Gewebe der malignen Hirntumoren in dieser Arbeit auch Lymphgefalt-assoziierte
Molekile nachgewiesen. Die Expression des Rezeptor-Liganden-Systems VEGFR-3/
VEGF-C,-D korreliert dabei mit dem Malignitatsgrad der Hirntumoren. Das gegenséatzliche
Expressionsmuster von Podoplanin kdnnte ein diagnostisches Kriterium darstellen, um
Hirntumore mit unterschiedlichem Malignitatsgrad histopathologisch voneinander zu
unterscheiden oder es kdénnte eine potenzielle Zielstruktur fur neue Therapieansatze
darstellen. Mit den etablierten GBM-Zelllinien steht ein Zellmodell zur weiteren Analyse

der noch ungeklarten Funktion des Podoplanins im GBM zur Verfigung.
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Abb. 35: Podoplanin-Expression der U373-Zellen auf mMRNA-Ebene nach der stabilen Transfektion.
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