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1 Einleitung

Medizinhistorisch lasst sich die gezielt operative Behandlung glialer Hirntumore bis in die
Mitte des 19. Jahrhunderts zurtckverfolgen. Initiale Begeisterung nach der ersten, 1884
durchgefuhrten, offenen Hirntumoroperation durch Rickman Godlee und Hughes Bennett,
der klinisch den Prozess lokalisierte (Kaye, 1995), legte sich aber bereits zu Beginn des
nachsten Jahrhunderts, nachdem offenbar wurde, dass Patienten mit einem hohergradigen
Gliom chirurgisch nicht geheilt werden konnten und das Uberleben nur marginal verlangert
werden konnte. Einen entscheidenden Beitrag in dem Bemuhen, das chirurgische Outcome
zu verbessern, lieferte Harvey Cushing mit elementar neuen Operationstechniken. Er war es
auch, der das erste histologische Graduierungssystem fur Gliome entwickelte und es mit dem
klinischen Outcome korrelierte (Bailey, 1926). Dieses System basierte auf morphologischen
Ahnlichkeiten von Gliomzellen mit Zelltypen, die im normalen Zentralnervensystem (ZNS) zu
finden waren. Harvey Cushing und sein Kollege Percival Bailey beschrieben bereits damals
eine wesentliche charakteristische Eigenschaft von Gliomen - ihr diffus infiltratives Wachstum,
das die Unheilbarkeit durch eine chirurgische Resektion allein bedingt (Metcalfe, 2001). Die
Hoffnung, mit der Einfuhrung der Strahlentherapie daran etwas andern zu konnen, erfullte sich
nicht. Obwohl sich die mittlere Uberlebenszeit fiir hdhergradige Gliome um mehrere Wochen
verbesserte, anderte sie doch nichts am Langzeituberleben. Die letztendliche Kombination
von chirurgischer Tumorreduktion, postoperativer Bestrahlung und Chemotherapie, die mit
der Verfugbarkeit Blut-Hirn-Schranken-gangiger Nitrosoharnstoffe moglich wurde, etablierte
ein noch heute gultiges Standardprotokoll in der Behandlung maligner Gliome (Maher, 2001;
Shapiro, 1999; Stupp, 2005).

Mitte des 19. Jahrhunderts pragte der deutsche Pathologe Rudolph Virchow den Begriff
,Glia“. Virchow wollte damit einem Zelltyp einen Namen geben, der die Neuronen des
Zentralnervensystems ummantelt und von dem man damals annahm, dass er als eine Art
,Kitt"* (das ist die altgriechische Bedeutung des Wortes ,glia“) fungierte. Inzwischen weild man,
dass die Zahl der Gliazellen im Zentralnervensystem die der Neurone um ein Zehnfaches
ubersteigt. Weil Gliazellen aber elektrisch nicht erregbar sind, wurde ihnen lange Zeit sehr
viel weniger Aufmerksamkeit gewidmet als ihren auffalligeren Nachbarn, den Neuronen,
und es wurde ihnen nur eine Stutzfunktion zugeschrieben. Erst der Fortschritt in der
Zellbiologie in den letzten beiden Jahrzehnten ermoglichte Einblicke in die verschiedensten
funktionalen Aspekte der Gliazellen, und es wurde immer deutlicher, dass Gliazellen keine
passive Rolle spielen, sondern wichtige Funktionen in der Entwicklung, Erhaltung und in
der Plastizitat des Zentralnervensystems ubernehmen. Sie bilden bei der Entwicklung des
Nervensystems Leitstrukturen, sezernieren neurotrophe Faktoren und sind maf3geblich an
immunologischen Prozessen im Gehirn beteiligt. Gerade bei pathologischen Zustanden des
Zentralnervensystems und bei der Regeneration scheinen Gliazellen haufig involviert zu
sein.

Einer der Hauptgrunde fur die Nicht-Resezierbarkeit von Glioblastomen (GBM) ist deren
topographisch diffuses Wanderungsverhalten im ZNS. Bereits Scherer beschrieb dieses
Wanderungsverhalten von Gliomzellen von der Haupttumormasse ins Hirnparenchym
entlang praexistenter Strukturen (secondary structure of Scherer) (Scherer, 1940). Dieses
Wanderungsverhalten der Glioblastomzellen im Hirnparenchym in Form von subpialer/
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intrafaszikularer Ausbreitung und perineuronaler/perivaskularer Umhallung ahnelt dabei
sehr dem Wanderungsverhalten wahrend der ZNS-Entwicklung. Uberhaupt zeigen Gliome
zahlreiche Eigenschaften von Vorlauferzellen, wie beschriebenes Wanderungsverhalten
und Selbstreplikation, die letztendlich in der Frage munden mussen, ob die bis heute
etablierte Hypothese der neoplastischen Transformation von ausdifferenzierter Neuroglia als
Mechanismus der Gliomgenese in der Form noch gerechtfertigt ist, auch mit dem Wissen,
dass adulte Neuroglia nicht mehr die einzige Population sich teilender Zellen im postnatalen
ZNS darstellt, die somit empfanglich fur eine neoplastische Transformation ist bzw. ware
(Stiles, 2008).

Wir wissen heute, dass sowohl neuronale Stammzellen als auch gliale Vorlauferzellen in
verschiedenen Regionen des adulten Gehirnes existieren. Neuronale Stammzellen, die
multipotent und selbstreplizierend sind, konnten bereits aus verschiedenen Regionen des
ZNS isoliert werden, so aus der subventrikularen Zone (Sanai, 2004), dem Gyrus dentatus
im Hippokampus (Eriksson, 1998) und der subkortikalen weillen Substanz (Nunes, 2003).
Fur Stammzellen des Gehirns bedeutet Multipotenz die Fahigkeit, die drei hauptsachlichen
neuroektodermalen Zelltypen des Gehirns - Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten
- hervorbringen zu konnen. Gliale Vorlauferzellen dagegen sind im gesamten Bereich der
Neuroaxis entdeckt worden (Shoshan, 1999), so im Kortex (Roy, 1999), dem Corpus callosum
(Palmer, 1999), dem Striatum (Palmer, 1995), in der periventrikularen weiflen Substanz
(Armstrong, 1992), in der subventrikularen Zone (Fidler, 1999), im Gyrus dentatus (Eriksson,
1998) und im Ruckenmark (Shihabuddin, 1997). Unter Vorlauferzellen verstehen wir hierbei
teilungsfahige, unipotente Stammzellen, aus denen somit Astrozyten und Oligodendrozyten
hervorgehen konnen. Parallel zu der Frage, welcher Zelltyp letztendlich neoplastisch
transformiert wird (Bjerkvig, 2005; Stiles, 2008), steht auch die Frage, welche Rolle dem ZNS-
Milieu in seiner Gesamtheit und seinen Botenstoffen speziell fur das biologische Verhalten
glialer Hirntumore zukommt. Noch bis vor kurzem galt die Expression von Rezeptoren fur
Neurotransmitterund Neuromodulatoren ausschlief3lichneuronalen Zellenim ZNS vorbehalten.
Aufgrund des Fehlens von synaptischen Strukturen galten Astrozyten, Oligodendrozyten und
Mikroglia als nicht in den Informationsverarbeitungsprozess integriert (Kettenmann, 2004).
Heute wissen wir, dass vor allem Astrozyten und Mikroglia funktionale Neurotransmitter- und
Neuromodulatorenrezeptoren im selben Umfang wie Neurone exprimieren.

Die in dieser Schrift vorgestellte Forschung beschaftigt sich zunachst mit der Frage, welchen
Einfluss klassische Botenstoffe des ZNS wie GABA (y-Aminobuttersaure) und Adenosin aufdas
In-vivo- und In-situ-Verhalten glialer Hirntumore und deren Interaktion mit dem ZNS ausuben.
Dafur sind eigens neuartige Modelle entwickelt worden, die eine gezielte Untersuchung der
Tumorzell-Hirnparenchyme-Interaktion in situ erlaubt. Diese Arbeiten stellen die Grundlage
fur die ldentifizierung und Charakterisierung eines erstmals durch uns beschriebenen
Aktivierungsmechanismus von endogen neuronalen Stammzellen durch gliale Hirntumore
dar.

1.1 Gliome
Gliale Tumore oder synonym Gliome besitzen eine Inzidenz von 5000 neu aufgetretenen Fallen
proJahrin Deutschland und werden bislang neuropathologisch als primare Hirntumore definiert,
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die histologisch, immunhistochemisch und ultrastrukturell Merkmale glialer Differenzierung
aufweisen. |hr exakter histogenetischer Ursprung ist unklar. Das bisher am haufigsten
verwendete Klassifizierungssystem fur Gliome ist das der WHO (World Health Organization)
(Louis, 2007). In diesem Schema werden Gliome entsprechend ihrer angenommenen
Differenzierungslinie klassifiziert, das bedeutet, je nachdem, ob sie Eigenschaften von
Astrozyten, Oligodendrozyten oder Ependymzellen zeigen. Sie werden dann auf einer Skala
von 1 bis 4 aufsteigend entsprechend ihrem Grad der Malignitat eingeteilt. Histologische
Kriterien von Malignitat sind dabei eine hohe Zelldichte, hohe Mitoserate, Zellkernpleomorphie,
strichformige Nekrose mit Pseudopallisade und Gefaliproliferate. Einer der Grunde fur die
Therapieresistenz des Glioblastoma multiforme (GBM), der malignesten Form der Gliome, ist
der komplexe Charakter der Tumorentitat selbst. So deutet der Name bereits darauf hin, das
Glioblastom ist multiform. Es ist multiform makroskopisch, mit Regionen von Nekrosen und
Einblutungen, es ist multiform mikroskopisch mit Regionen von pleomorphen Zellkernen und
Zellen, mikrovaskularer Proliferation und pseudopalisadenformig ausgerichteter Nekrose und
es ist multiform genetisch mit zahlreichen Deletionen, Amplifikationen und Punktmutationen,
die zu einer Aktivierung oder Unterbrechung zahlreicher Signaltransduktionskaskaden fuhren
(Holland, 2000). So haben molekulargenetische Untersuchungen gezeigt, dass in Gliomen
Wachstumsfaktoren und inre Rezeptoren wie EGFR (epidermal growth factor), PDGF (platelet
derived growth factor), FGF2 (fibroblast growth factor 2), CNTF (cilliary neurotrophic growth
factor), die alle als Protoonkogene fungieren, furgewohnlich Uberexprimiert und amplifiziert sein
kénnen. Zellzyklus steuernde Cyclin-abhangige Kinasen wie CDK4 (Ubergang G,/S Phase)
und CDK6 (Ubergang G,/S Phase) und die Cycline CCND1 und CCND3 (beide Ubergang
G,/S Phase) sind ebenfalls Uberexprimiert und amplifiziert. Das Tumorsuppressorgen
p53 ist mutiert/deletiert und seine als Protoonkogene fungierenden Inhibitoren MDM2
und MDM4 sind Uberexprimiert und amplifiziert. Im Weiteren zeigt sich das haufigere
Auftreten einer Unterbrechung der Zellzyklusruhephase (G,) durch Verlust von p16™a,

einem Tumorsuppressorgen, Verlust von
CDKN2A (CDK4 und CDKG6 Inhibitor) und Cote of orgi
. POGE, FGFZ 7 Acti ignal-ramsducti
Verlust des Retinoblastomgens (RB), Eo e BT e
. Activates signak  EGFR. i p53 mutation | Disrupts p144%F pathway,
ebenfalls  einem  Tumorsuppressorgen | dcton  amicaion opguse W fridi o
. . . ) glioma
(Holland, 2001). Zusatzlich zeigt das GBM | Jsepilys ftless sl i
- _ - _
den h&ufigen Verlust von 10g22-25, einer |hoee. 1=
: . : et (10a24) Anaplastc (13313
Chromosomenregion, die verschiedene | pafway= ghoma B e
Tumorsupressoren, vor allem PTEN 1
(phosphatase and tensin homologue), 2ty

beinhaltet (Holland, 2000). Auf eine Abbidung 1

Differenzierung zwischen primarem GBM Pfade der Gliomgenese (Holland, 2001)
(Typ2GBM, denovo GBM)und sekundarem

GBM wird hier nicht naher eingegangen, ersteres ist u.a. gekennzeichnet durch das Fehlen
von p53 Mutationen. Gliome zeigen insgesamt eine dezidiert intratumorale Heterogenitat
(Ishii, 1999), d.h. innerhalb desselben Tumors finden sich meist unterschiedlich differenzierte
und unterschiedlich maligne Anteile. Es wird geschatzt, dass 1 von 1000 kultivierten p53-
defizienten GBM-Zellen Genmutationen aufweist (Livingstone, 1992). Dies wirde bedeuten,
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dass ein GBM in vivo bei einer geschatzten Zellzahl von 10° ca. 108 Zellen mit Genmutationen

tragt.

Letztendlich stehen zurzeit folgende ungeklarte Fragen im Vordergrund:

(1.)  Was ist der zellulare Ursprung von Gliomen?

(2.) Was ist die Atiologie und der Mechanismus des Migrations- und Invasionsverhaltens
von Gliomen?

(3.) Was ist die Atiologie und der Mechanismus der Gliom-Hirnparenchym-Interaktion?

Die hier vorliegende Schrift wird versuchen, Losungsansatze auf diese Fragen zu geben.

1.2 Neuroglia und Mikroglia

Die Neuroglia setzt sich aus Makroglia und Mikroglia zusammen. Makrogliazellen umfassen
Astrozyten, Oligodendrozyten und Schwann’sche Zellen, die wie die Neurone ektodermalen
Ursprungs sind. Demgegenuber sind Mikrogliazellen makrophagenahnliche Zellen, die im
Mesoderm entstehen und wahrend der embryonalen Entwicklung in das Nervensystem
einwandern. In besonders engem Kontakt zu den neuronalen chemischen Synapsen
stehen die Astrozyten mit ihren “perisynaptischen Auslaufern”. Im Gegensatz zu Neuronen
kommunizieren Astrozyten nach heutigem Kenntnisstand nicht Uber schnelle chemische
Synapsen miteinander sondern Uber zahlreiche elektrische Synapsen (“‘gap junctions”)
sowie parakrin Uber chemische Signalstoffe. Gliazellen setzen eine Reihe von Zytokinen,
Neurotrophinen und Transmittern frei und konnen selbst Ziele neuronaler Signalstoffe und
Synapsen sein. Es wird vermutet, dass die Neuroglia in vielfaltiger Weise die synaptische
Kommunikation moduliert und somit ein weitaus aktiverer Partner der Neurone bei der
Informationsverarbeitung im Gehirn ist als bisher angenommen (Kettenmann, 2004).
Mikrogliazellen, nach ihrem Entdecker auch Hortega-Zellen genannt, sind die residenten,

mononuklearen Phagozyten des ZNS. Sie
fungieren somit als pathologische Sensoren
und Effektoren des Gehirns und werden
durch  pathologische Ereignisse aktiviert
also auch durch Gliome (Watters, 2005).
Unter nichtpathologischen Bedingungen

Surveillance state

Surveying

("reating’) .
Mol acsi
& i [—-—9 Activation

Retransformation

Prstactivatad
microglia Phenctype

selection

Alerted '*'

mizroglis

Proliferation
Deescalation Migration

Termination

ist die Mikroglia durch eine weit verzweigte
Morphologie gekennzeichnet (Nimmerjahn,
2005). Wahrend das Soma der Zelle relativ
fixiertim Gewebe verbleibt, sind die mikroglialen
Fortsatze stets in Bewegung. Diese dynamische
und kontinuierliche Bewegung erlaubt es der
Zelle, die Umgebung auf jegliche Arten von
Veranderungen abzusuchen .

Als potentiell zytotoxische Phagozyten an der unspezifischen Abwehr beteiligt, stellen sie
Uber ihre Fahigkeit zur Antigenprasentation die Verbindung zur spezifischen Immunantwort
her (Hanisch, 2007; Kreutzberg, 1996). Nicht nur korperfremdes Material und entartete
Zellen sondern vermutlich schon geringste Storungen der Gewebehomodostase konnen
die Mikroglia in einen aktivierten Zustand versetzen. Dementsprechend werden aktivierte

- % Reactiwe
phenotyps 3

Abbildung 2
Mikrogliale Aktivierungsstadien (Hanisch, 2007)
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Mikrogliazellen bei zahlreichen pathologischen Prozessen wie Schadelhirntraumata, ZNS-
Infektionen, Schlaganféallen, degenerativen Erkrankungen und Hirntumoren histologisch
nachgewiesen. Der mikrogliale Transformationsprozess ist nicht nur durch Veranderungen der
Morphologie und Moatilitat charakterisiert. Mit der Aktivierung kommt es zur verstarkten oder
De-novo-Expression verschiedener Oberflachenmarker, das lonenkanalmuster andert sich,
und die phagozytotische Aktivitat nimmt zu (Farber, 2005; Kettenmann, 2004). Mikrogliale
Aktivierung ist zudem von einer enormen sekretorischen Leistung begleitet. Das Spektrum
freigesetzter Substanzen reicht von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen bis zu
neuro- und immunregulatorischen Faktoren (Hanisch, 2007). Klinische und experimentelle
Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass die Aktivierung der Mikroglia nicht nur eine
Folge pathologischer Veranderungen ist, sondern dass diese Zellen an deren Verlauf aktiv
teiinehmen. Wahrend der fruhen Ontogenese an der Gewebereifung beteiligt, dient die im
ZNS verbleibende Mikroglia nachfolgend als Sensor und Effektor pathophysiologischer
Veranderungen. Dabei haben diese Zellen vermutlich Uberwiegend eine protektive und
restaurative Funktion. Durch UberschielRende Reaktionen auf Aktivierung, beispielsweise eine
exzessive Ausschuttung potentiell toxischer Substanzen, stehen sie allerdings zunehmend
im Verdacht, unter bestimmten Bedingungen an sekundaren Schadenskaskaden in Hirn und
Ruckenmark beteiligt zu sein. Die ontogenetische Herkunft von Mikrogliazellen war lange
Zeit umstritten. Heute wird mehrheitlich die Auffassung vertreten, dass sie mesodermalen
Ursprungs sind mit zwei Quellen: (1.) aus dem Dottersack eingewanderte Vorlauferzellen und
(2.) nach der Vaskularisierung des Gehirns eingewanderte zirkulierende Monozyten (Chan,
2006). Mikrogliazellen weisen somit phanotypisch sowie funktional einige Gemeinsamkeiten
mit Blutmonozyten und Gewebemakrophagen auf. Neuste Arbeiten zeigen, dass sich
wahrscheinlich nicht die residenten Monozyten zu Mikroglia entwickeln, sondern eine
Subpopulation von Monozyten, Ly-6C" Monozyten (Mildner, 2007).

Neben ihrer charakteristischen Morphologie unterscheiden sich Mikroglia auch in der
Expression ihres lonenkanalmusters von peripheren Monozyten und Makrophagen (Farber,
2005). Es existiert jedoch heute kein Antikorper, der in der Maus spezifisch Mikroglia, nicht
aber Makrophagen anderer Gewebe markiert.

Verstarkt in den Blick der Forschung gelangt ebenfalls die Frage, welche Modulation die
durch aktivierte Mikroglia und eindringende Makrophagen sezernierten inflammatorischen
Zytokine wie TNF (tumor necrosis factor), IL-1 (interleukin-1) und IL-6 (interleukin-6) auf die
Neurogenese haben kdnnen (Aarum, 2003; Ekdahl, 2003; Fields, 2002; Kempermann, 2003;
Monje, 2003; Monje, 2002) und welche Rolle die Mikroglia letztlich bei Gliomen spielt (Platten,
2003).

Auf die Bedeutung von Mikroglia in ihrer Rolle als einer der Schlisselmodulatoren im Prozess
der Gliom-Hirnparenchym-Interaktion wird diese Schrift ebenfalls versuchen, Antworten zu
geben.

1.3  Neuronale Stammzellen

Stammzellen zeichnen sich durch zwei charakteristische Eigenschaften aus, inre Fahigkeit zur
unbegrenzten Selbst-Erneuerung und ihre Potenz, Zelltypen des Korpers bilden zu konnen.
Die Zygote als einzig totipotente Stammzelle kann einen vollstandig neuen Organismus
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hervorbringen, die aus ihr entstehenden pluripotenten embryonalen Stammzellen alle
Zelltypen des Organismus, aber keinen Gesamtorganismus mehr. Multipotente Stammzellen
generieren alle Zelltypen des jeweiligen Keimblattes und sind Quelle fur gewebespezifische
Progenitorzellen, die nur noch begrenzte Fahigkeiten zur Selbsterneuerung besitzen. Aus
ihnen entstehen letztlich terminal differenzierte Zellen. Aus embryonalen Stammzellen des
Neuroektoderms entstehen neuronale Progenitorzellen, aus denen Neurone, Astrozyten und
Oligidendrozyten hervorgehen konnen (Zhao, 2008).

Als adulte Stammzellen werden Gewebestammzellen bezeichnet, die auch im erwachsenen
(adulten) menschlichen Organismus aus den unterschiedlichen Geweben isoliert werden
konnen. Adulte neuronale Stammzellen (NSZ) konnten aus mehreren Regionen des
erwachsenen Saugerhirns isoliert werden. Die Regionen mit spontaner Neurogenese bis
ins hohe Erwachsenenalter umfassen den Gyrus dentatus (GD) des Hippokampus und
ein System aus subventrikularer Zone (SVZ),
rostral migratorischem Strom (RMS) und
Bulbus olfaktorius (BO). Die SVZ und der GD
werden beide auch als die Stammzellnischen
des Gehirns bezeichnet (Jackson, 2008; Zhao,

2008). Die Existenz adulter Neurogenese
im Gyrus dentatus des Hippokampus auch @@ @ @

von Menschen ist etabliert (Eriksson, 1998). L i e
. . ) ) . B Olfactory bulb E Dentate gyrus
Uber die Existenz eines humanen RMS mit -
,chain migration“ von in der SVZ gebildeten
Neuroblasten wird aber weiterhin diskutiert
(Curtis, 2007; Sanai, 2007; Sanai, 2004).
Neben neuronalen Vorlauferzellen scheinen
aber auch radiale Gliazellen, die wahrend
der Embryonalentwicklung Leitstrukturen fur
die neuronale Migration von Vorlauferzellen Abbildung 3
. C g . Adulte Neurogenese (Zhao, 2008)
bilden, Stammzellaktivitat zu besitzen und . . . . .
(A) Sagittale und coronare Ansicht eines Maushirns mit
diese Eigenschaft auch noch im adulten Gehirn Orten stattfindener Neurogenese, der SVZ und dem GD des
. . . . Hippokampus. In der SVZ gebildete Neuroblasten wandern (iber
aufzuweisen (Ihrle’ 2008’ MalateSta’ 2008’ den RMS in den BO, wo sie ausdifferenzieren. (B—E) Neurogenese
Pinto, 2007). dargestellt durch BrdU-Inkorporation im BO (B), RMS (C), SVZ
. . . (D) und GD (E). Farben B-E: rot: BrdU; griin: NeuN. (F und G)
Welcher Ze”typ die elgent“Che Stammzelle Neugebildete Neurone im BO und GD. Farben: rot: NeuN; grin:
in den neurogenen Zonen darstellt, ist bisher GFP; blau: DAPI.
letztlich nicht eindeutig geklart. Dies ist auch
darin begrundet, dass im Gegensatz zu anderen Stammzelltypen neuronale Stammzellen
bisher nicht Uber einen spezifischen Zellmarker identifiziert und definiert werden kénnen.

Existierende Kandidatenmarker umfassen nicht alle neuronale Stammzellen sondern nur

A

Olfactory4
bulb (|
4

jeweilige Subfraktionen der Zellen zu einem bestimmten Zeitpunkt ihrer Differenzierung.
Verkomplizierend kommt hinzu, dass organspezifische Stammzellen ihre Spezifitat auf
mehrere Organe umstellen konnen (Trans-Differenzierung), so z.B. hamatopoetische
Stammzellen in vivo und in vitro neuronal ausreifen (Jiang, 2003; Priller, 2001; Priller, 2001).
Neue Untersuchungen zeigen daruber hinaus, dass hamatopoetische Stammzellen mit
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anderen Zellen fusionieren konnen (Alvarez-Dolado, 2007; Alvarez-Dolado, 2003; Johansson,
2008; Pawelek, 2008).

Nach wissenschaftlicher Etablierung einer begrenzt adulten zellularen Plastizitat des
Saugetiergehirnes (Carpenter, 1999; Nunes, 2003) stehen jetzt die Charakterisierung
und ldentifizierung der modulativen Ressourcen adulter Stamm- und Vorlauferzellen bei
pathologischen Prozessen wissenschaftlich im Vordergrund (Daley, 2008; Kempermann 2006;
Rossi, 2008). Wie bereits erwahnt, ist die Frage, womit wir es bei Gliomen morphologisch und
auf Einzelzellniveau zu tun haben, ganzlich ungeklart. Die Hypothese der Entstehung von
Gliomen aus Stammzellen wird u.a. durch die Beobachtung gestitzt, dass die kombinierte
Aktivierung von Ras und Akt (beides Protoonkogene) in neuronalen Vorlauferzellen zur
Bildung von Glioblastomen in der Maus fuhrt (Holland, 2000). Ferner konnten tumorinitiierende
Zellen aus Gliomen isoliert und charakterisiert werden. Diese Tumorstammzellen teilen
charakteristische Eigenschaften mit den im adulten ZNS existierenden NSZ. So exprimieren
NSZ und Tumorstammzellen die Markerproteine Nestin und CD133 (Bao, 2006; Hemmati,
2003; Galli, 2004; Singh, 2003; Singh, 2004). Es wird deshalb spekuliert, inwieweit Gliome
aus transformierten neuronalen Stammzellen hervorgehen konnten. Andererseits haben
Studien das Potential neuronaler Stammzellen z.B. als therapeutische Vehikel zur Behandlung
experimenteller Gliome aufgrund ihrer ausgepragten Migrationseigenschaften gezeigt
(Aboody, 2000). Die Frage, ob Gliome letztlich aus einer zumindest multipotenten neuronalen
Stammzelle hervorgehen, ist bisher nicht geklart bzw. beantwortet. Teilweise erklaren konnte
diese Hypothese aber zum einen die sehr unterschiedliche gliale Differenzierung und zum
anderen die abortive neuronale Differenzierung in diesen Tumoren (Labrakakis, 1998;
Labrakakis, 1998; Labrakakis, 1997).

Die in dieser Schrift prasentierten Daten werden sich mit der Frage auseinandersetzen,
ob der fur immortalisierte neuronale Vorlauferzellen bekannte Tropismus (Aboody, 2000)
und antitumorerzeugende Effekt in vitro und in vivo (Staflin, 2004) fur Glioblastome auch
fur endogene neuronale Vorlauferzellen existiert und ob dieser Tropismus spezifisch fur
Glioblastome ist und sich zu anderen ZNS-Pathologien, wie z.B. der Ischamie, abgrenzen
lasst.

1.4  Zentrale Neurotransmitterrezeptoren

Neurologisch aktive Substanzen werden in zwei verschiedene Klassen unterteilt,
Neurotransmitter und Neuromodulatoren. Neurotransmitter stellen die klassischen
chemischen Botenstoffe dar und als Neuromodulatoren werden diejenigen im ZNS wirkenden
Substanzen zusammengefasst, die nicht alle Kriterien eines Neurotransmitters erfullen. Per
definitionem mussen Neurotransmitter von einem Neuron selbst synthetisiert werden, in den
prasynaptischen Endigungen vorkommen undim synaptischen Spaltin einer Menge freigesetzt
werden, um an der postsynaptischen Membran eine Erregung oder Hemmung der elektrischen
Membranantwort herbeizufihren. Zu den Neuromodulatoren zahlen die Neuropeptide, derzeit
sind mehr als 50 neuroaktive Peptide identifiziert und die nicht-peptidergen Neuromodulatoren
wie z.B. die Purine (Adenosin). Zu den Neurotransmittern zahlen Acetylcholin, die biogenen
Amine (Dopamin, Serotonin, Noradrenalin, Adrenalin, Histamin) und die Aminosauren
Glutamat, Glyzin und GABA (y-Aminobuttersaure). GABA ist der bedeutendste inhibitorische
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Neurotransmitter und ist sowohl fur die Regulation der synaptischen Transmission als auch fur
die Inhibition der neuronalen Aktivitat zustandig. GABA wird aus Glutamat unter Katalyse der
Glutamat-Decarboxylase (GAD) synthetisiert. Die Wirkungen werden durch drei verschiedene
Rezeptoren, GABA,, GABA, und GABA_, vermittelt. Bei den GABA,-Rezeptoren handelt
es sich um ligandengesteuerte Chloridionenkanale, die aus verschiedenen Untereinheiten
(a1-6, B1-3, y1-3, O, p1-2) bestehen (Antonopoulos, 1997; Tyndale, 1994) und durch GABA
geoffnet werden. GABA,-Rezeptoren zeigen eine pentamere Untereinheitenstruktur, die zu
verschiedenen Familien gehdren kdnnen, aber alle aus jeweils 4 transmembranaren Domanen
bestehen. Ein selektiver GABA,-Agonist ist das Fliegenpilzgift Muscimol, ein kompetitiver
Antagonist das Alkaloid und Krampfgift Bicucullin. lonotrope GABA,-Rezeptoren werden von
Astrozyten in vitro und in situ exprimiert (Fraser, 1995; Kettenmann, 1987). Im Gegensatz zu
ausgereift neuronalen GABA ,-Rezeptoren flhrt ihre Aktivierung in Astrozyten aber zu einer
ausgepragten Depolarisation. Neben der Offnung von Cl-Kanélen fiihrt eine Aktivierung von
GABA ,-Rezeptoren in Astrozyten zu einer lang anhaltenden Blockade der K*-Leitfahigkeit
und einer Aktivierung spannungsgeregelter Ca?*-Kanale (Kettenmann, 1984).

Adenosin wird von metabolisch aktiven Zellen tUber die Degradierung von ATP freigesetzt und
wirkt als Ligand der sogenannten Adenosinrezeptoren (P1; AdoR), einer Familie G-Protein-
gekoppelter 7-Transmembrandomanen-Rezeptoren, von denen bisher 4 Subtypen A, A,,,
A, A, bekannt sind (Fredholm, 2001). Adenosin vermittelt bei den A,-Adenosin-Rezeptoren
(A,AR) Signale Uber inhibierende G-Proteine (Gai), die die Adenylylcyclase inhibieren und
somit das cAMP-Niveau der Zelle erniedrigen. Gai wirkt hauptsachlich als Stimulator der
Phospholipase C und erhoht hierdurch den Ca?*-Spiegel der Zelle, kann aber auch tGber seine
By-Untereinheit Uber p21ras die MAPK- (mitogen activated protein kinase) Kaskade aktivieren.
Es ist bekannt, dass Astrozyten alle vier Subtypen von Adenosinrezeptoren exprimieren und
die Aktivierung von A AR auf ihnen die Produktion von neurotrophen Faktoren wie NGF (nerve
growth factor), TGF (transforming growth factor) und S1008 stimuliert (Ciccarelli, 2001).
Die Annahme, dass Neurotransmitter chemische Botenstoffe sind, die ausschlie3lich der
Signalubertragung zwischen Neuronen dienen und die bereits geschilderte Vermutung, dass
es sich bei der Neuroglia um rein passive Zellen handelt, ist z.B. anhand der Interaktionen des
Neurotransmitters Glutamat an Astrozyten umfangreich widerlegt (Bezzi, 2004; Bezzi, 2001;
Takano, 2005; Volterra, 2005). Daruber hinaus ist bekannt, dass die exzessive Freisetzung
von Glutamat und der gleichzeitige Verlust der Wiederaufnahme einen entscheidenden
Mechanismus der Glioblastomexpansion und parallelen Neurotoxizitat darstellt (Sontheimer,
2003; Takano, 2001). Glioblastome exprimieren Ca?*-permeable AMPA Glutamatrezeptoren,
denen die Glutamatrezeptor-2-Untereinheit fehlt. Diese Ca?*-Permeabilitat ist eine
entscheidende Eigenschaft fur Proliferation und Migration. Die vermehrte Expression der
Glutamatrezeptor-2-Untereinheit fihrt zu Ca?-impermeablen Glutamatrezeptoren, die bei
Glioblastomen zur Apoptose und Hemmung der Invasion fiihrt (Ishiuchi, 2002). Uber ein
modifiziertes Glutamat-Signal erreichen Glioblastome somit sowohl die Stimulation ihres
eigenen Wachstums und Invasion, wahrend sie gleichzeitig sie umgebende Zellen (Neurone)
vernichten. Es zeigt sich somit am Beispiel des Glutamats, dass es weit mehr als nur ein
neuronaler Botenstoff ist (Nedergaard, 2002) und wir in Bezug zur Pathologie der Gliome
wieder bei der Frage des zellularen Ursprunges und seiner Modulation sind.
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2 Zielstellung der Arbeit

Zielstellung der hier vorliegenden Arbeit ist es, die Interaktion zwischen glialen Tumoren des
Zentralnervensystems und dem Hirnparenchym wissenschaftlich zu untersuchen.

Zellular liegt in Hinblick auf diese Fragestellung der Schwerpunkt auf glialen Tumorzellen
und der Mikroglia als immunkompetente Zelle des ZNS. Um diese Interaktion untersuchen zu
konnen, mussten zunachst Modelle entwickelt werden, die eine eindeutige ldentifizierung und
Modulation beider Zelltypen sowohl in vitro als auch in vivo ermdglichen.

Humoral liegt der Schwerpunkt auf Neurotransmittern und Neuromodulatoren des ZNS.
Fragestellungen hinsichtlich der Interaktion selbst sind neben Mechanismen des Migrations-
und Invasionsverhaltens beider Zelltypen auch mogliche induzierbare antitumorerzeugende
Effekte.

Ein wahrend dieser Untersuchungen durch uns neu entdeckter zellularer Mitspieler sind
endogene neuronale Vorlauferzellen. Hier stellte sich uns die Frage, ob der fir immortalisierte
neuronale Vorlauferzellen bekannte Tropismus und antitumorerzeugende Effekt in vitro und
in vivo fur Glioblastome auch fur endogen neuronale Vorlauferzellen existiert und ob dieser
Tropismus spezifisch fur Glioblastome ist und sich zu anderen ZNS-Pathologien, wie z.B.
der Ischamie, abgrenzen lasst. Auch hier mussten zunachst Modelle entwickelt werden, die
es erlauben, Tumorzellen (Tumorstammzellen) von neuronalen Vorlauferzellen sicher zu
differenzieren.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Bedeutung funktionaler GABA ,-Rezeptoren
Synowitz M, Ahmann P, Matyash M, Kuhn SA, Hofmann B, Zimmer C, Kirchhoff F,
Kiwit JC, Kettenmann H. GABA(A)-receptor expression in glioma cells is triggered by
contact with neuronal cells.
Eur J Neurosci (2001) vol. 14 (8) pp. 1294-302

IndieserArbeitkonntegezeigtwerden,dassdie Expressionvonfunktionalen GABA ,-Rezeptoren
in Gliomen mit dem Grad ihrer Malignitat korreliert. Niedriggradige Gliome exprimieren den
Rezeptor, wahrend hohergradige Gliome und Gliomzelllinien den Rezeptor nicht aufweisen.
Experimentelle Glioblastomzelllinien wurden mit einem Fluoreszenzprotein vor Injektion
im Ratten-Gliom-Modell stabil markiert. Dies ermdglichte die eindeutige ldentifizierung der
Tumorzellen im akuten Hirnschnittpraparat von 14 Tage alten Glioblastom tragenden Tieren.
Elektrophysiologische Untersuchungen auf Einzelzellniveau erfolgten mittels der Patch-clamp-
Technik. Ca. 40% der untersuchten Zellen zeigten die Expression von GABA,-Rezeptoren
in situ. Um den Mechanismus der durch das Hirnparenchym induzierten GABA ,-Rezeptor-
Expression zu evaluieren, fuhrten wir Co-Kultur-Experimente von Glioblastomzelllinien mit
primar kultivierten Astrozyten, Oligodendrozyten, Mikroglia, Endothelzellen, Fibroblasten
und Neuronen durch. AusschlieBlich in Co-Kulturen von Tumorzellen mit Neuronen fand sich
eine Induktion des GABA,-Rezeptors. Diese Induktion erfolgte zellvermittelt und zu 100%.
Die Modulation des GABA,-Rezeptors in diesen Co-Kulturen zeigte einen signifikanten
Einfluss auf den Tumorzellmetabolismus. Die hier beobachtete GABA ,-Rezeptor-Induktion
auf Glioblastomzellen in situ initiiert sowohl eine Aktivierung der CI- Leitfahigkeit als auch
eine lang anhaltende Blockade der Ruhe-K*-Leitfahigkeit. Dieser Effekt wird ebenfalls in
glialen Vorlauferzellen, Bergmann-Gliazellen und Kornerzellen beobachtet. Der ,in situ®
GABA -Induktionsmechanismus erfolgt direkt zellvermittelt zwischen Neuronen und
Glioblastomzellen und die Expression des GABA,-Rezeptors nach direkter Neuronen
vermittelter Induzierung auf Glioblastomzellen ist selbst proliferationshemmend.
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3.2  Die Bedeutung funktionaler A,-Adenosin-Rezeptoren (A AR)
Synowitz M, Glass R, Farber K, Markovic D, Kronenberg G, Herrmann K,
Schnermann J, Nolte C, van Rooijen N, Kiwit J, Kettenmann H. A1 adenosine
receptors in microglia control glioblastoma-host interaction.
Cancer Res (2006) vol. 66 (17) pp. 8550-7

Diese Arbeit konnte aufzeigen, dass das Wachstum experimentell induzierter Glioblastome
in A -Adenosin-Rezeptor (A AR)-defizienten Mausen signifikant gesteigert ist und mit
einer ebenfalls signifikant erhohten Akkumulation von Mikrogliazellen im Tumor und der
Tumorrandzone assoziiert ist. A,/AR werden prominent in Tumorzell-assoziierter Mikroglia in
experimentellen und humanen Glioblastomen in situ und in vitro exprimiert im Vergleich zu
nicht-Tumorzell-assoziierter Mikroglia, z.B. in der kontralateralen Hemisphare tumortragender
Tiere. Um die Funktionalitat der A,AR Expression wahrend der Glioblastom-Hirnparenchym-
Interaktion zu testen, studierten wir das Wachstum experimenteller Glioblastome in
organotypischen Hirnschnittkulturen. Die spezifische Aktivierung von A AR in Glioblastom-
injizierten Hirnschnittkulturen fuhrte dabei zu einer signifikanten Tumorreduktion Uber
einen Beobachtungszeitraum von vier Tagen. Nach selektiver Ausschaltung der Mikroglia
im Hirnschnittkulturmodell und anschliellender Glioblastominduktion fuhrte die spezifische
Modulation des A AR in situ zu keiner signifikanten Beeinflussung des Tumorwachstums.
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3.3  Glioblastom-induzierter Tropismus endogener neuronaler Stammzellen
Glass R*, Synowitz M*, Kronenberg G, Walzlein JH, Markovic DS, Wang LP, Gast D,
Kiwit J, Kempermann G, Kettenmann H. Glioblastoma-induced attraction of
endogenous neural precursor cells is associated with improved survival.
J Neurosci (2005) vol. 25 (10) pp. 2637-46 *contributed equally

Neuronale Stammzellen tragen entscheidend zur Neurogenese im erwachsenen Gehirn
und zu einem geringen Anteil auch zu Reparaturmechanismen im ZNS bei. In dieser Studie
konnten wir erstmals aufzeigen, dass endogene neuronale Stammzellen gerichtet von der
subventrikularen Zone zu experimentellen Glioblastomen in situ wandern und sie umhullen.
Diese Assoziation von endogen neuronalen Stammzellen mit syngenen Tumortransplantaten
wurde nach der Glioblastominduktion von DsRed-mearkierten GL261- Glioblastomzellen ins
Frontalhirn transgener Mause, die das Fluoreszenzprotein GFP unter der Kontrolle des Nestin-
Promoters exprimieren (Nestin-GFP), beobachtet. 14 Tage postoperativ bildeten Nestin-
GFP positive Zellen einen aus mehreren Schichten bestehenden Mantel um den Tumor und
exprimierten Oberflachenmarker, die charakteristisch fur ,noncommitted® und ,committed®
Vorlauferzellen sind. Nestin-GFP-positive Zellen wurden dartber hinaus in akuten Hirnschnitten
elektrophysiologisch charakterisiert. 5-Bromodeoxyuridine-Markierungen und ,dye tracing®
Experimente offenbarten den Ursprung der Glioblastom-assoziierten Vorlauferzellen in der
subventrikularen Zone (SVZ). Daruber hinaus konnten wir mit Explantatkulturen der SVZ
den Tropismus der neuronalen Vorlauferzellen fur Glioblastome bestatigen. Die Glioblastom-
induzierte Akkumulation von endogen neuronalen Vorlauferzellen sinkt mit zunehmendem
Alter der Tumorempfanger. Diese Beobachtung korreliert signifikant mit einem gesteigerten
Glioblastomwachstum und einer signifikant verkiirzten Uberlebenszeit bei alten, ausgereiften
Mausen. Eine Co-Injektion von Glioblastomzellen mit neuronalen Vorlauferzellen verbesserte
das Uberleben alter M&use signifikant auf das Niveau junger Tiere. Co-Kultur-Experimente
zeigen, dass neuronale Vorlauferzellen die Proliferation von Glioblastomzellen hemmen und
Apoptose in den Tumorzellen induzieren. Unsere Ergebnisse sind ein erstes Indiz dafUr,
dass Glioblastome endogene neuronale Vorlauferzellen anlocken konnen und die Prasenz
neuronaler Vorlauferzellen selbst antitumorigen ist und mit zunehmenden Alter abnimmit.
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3.4  Zerebral ischamisch induzierte Aktivierung endogen neuronaler Stammzellen
Kronenberg G*, Wang LP*, Synowitz M*, Gertz K, Katchanov J, Glass R,
Harms C, Kempermann G, Kettenmann H, Endres M. Nestin-expressing cells divide
and adopt a complex electrophysiologic phenotype after transient brain ischemia.
J Cereb Blood Flow Metab (2005) vol. 25 (12) pp. 1613-24 *contributed equally

Im Rahmen einer zerebralen Ischamie kann eine Aufregulation des Intermediarfilamentes
Nestin beobachtet werden. Die Bedeutung dieser Aufregulation ist bisher nicht entschlusselt.
In dieser Studie nutzten wir transgene Mause, die das Fluoreszenzprotein GFP (green
fluorescent protein) unter der Kontrolle des Nestin-Promoter exprimieren, um das Schicksal
Nestin-exprimierender Zellen bis zu 8 Wochen nach 30 minutigem Verschluss der Arteria
cerebri media (MCAo0) und Reperfusion zu untersuchen. Die Population Nestin-GFP positiver
Zellen stieg im Bereich der Penumbra und des Zentrums der ischamischen Lasion bis zu
4 Tagen an, wurde nicht TUNEL-positiv und konnte bis zu 8 Wochen in der Lasionsnarbe
nachgewiesen werden. Nestin-GFP positive Zellen proliferieren in situ und unterziehen sich
einervollstandigen Zellteilung. Nestin-GFP positive Zellen werden nichtaus der subventrikularen
Zone rekrutiert. Nestin-GFP positive Zellen exprimieren NG-2 und das Nestinprotein, aber
nicht typische Marker ausgereifter Astrozyten wie GFAP oder S10083. Umgekehrt zeigt die
Mehrzahl GFAP positiver Zellen keine Nestin-Expression und umgibt die ischamische Lasion
vier Tage. Patch-clamp Untersuchungen in akuten Hirnschnitten von Kontrollen zeigen, dass
ca. 50% aller Nestin-GFP positiven Zellen komplexe Membraneigenschaften aufweisen.
Im Gegensatz dazu zeigen alle Nestin-GFP positiven Zellen vier Tagen nach MCAo diese
Membraneigenschaften. Wir schlussfolgern daraus, dass der Wandel der physiologischen
Eigenschaften Nestin-GFP positiver Zellen durch den ischamischen Insult induziert wird.
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3.5 Antitumorigener Effekt endogener neuronaler Vorlauferzellen
Walzlein JH*, Synowitz M*, Engels B, Markovic D, Gabrusiewicz K, Nikolaev E,
Yoshikawa K, Kaminska B, Kempermann G, Uckert W, Kaczmarek L, Kettenmann H,
Glass R
The anti-tumorigenic response of neural precursors depends on subventricular
proliferation and age
Stem Cells (2008), pp *contributed equally

Endogen neuronale Vorlauferzellen sind anti-tumorigen gegen ein experimentell induziertes
Glioblastom in Mausen und sind in der Lage auf diesen Tumor zu migrieren, um dort
Glioblastomzell-Apoptose zu induzieren. In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass der anti-
tumorigene Effekt von neuronalen Vorlauferzellen altersabhangig Uber eine Steuerung der
Zellproliferation in der SVZ kontrolliert wird und dass neuronale Vorlauferzellen, die sich
im Bereich der Tumorrandzone ansammeln, von ihrem physiologisch vorgegebenen Weg
im rostral migratorischen Strom zum Bulbus olfaktorius abgezweigt werden. Experimentell
induzierte Glioblastome fluhren zu einer Reduktion der Proliferation von neuronalen
Vorlauferzellen in der SVZ erwachsener Mause (Alter 90 Tage), aber nicht in jungen Tieren
(Alter 30 Tage). Erwachsene Tiere konnen somit weniger endogene neuronale Vorlauferzellen
an den Tumor liefern und haben signifikant gro3ere Tumore im Vergleich zu jungen Tieren.
Dieser Unterschied in der induzierten Zellproliferation in der SVZ auf ein Glioblastom zwischen
jungen und erwachsenen Tieren existiert nicht in der Gesamtzellzahl und der Apoptosezahl in
der SVZ. Es besteht ebenfalls kein Unterschied in der Quantifizierung der Angiogenese- und
Immunzelldensitat in den Tumoren zwischen jungen und erwachsenen Tieren. Die Fahigkeit
von neuronalen Vorlauferzellen aus der SVZ von jungen und alten Tieren Glioblastomzell-
Apoptose zu induzieren unterscheidet sich nicht. Die proliferative Fahigkeit von neuronalen
Vorlauferzellen auf ein Glioblastom ist von der Expression von D-Typ Cyclinen abhangig. In
jungen Tieren exprimieren neuronale Vorlauferzellen sowohl Cyclin D1 als auch Cyclin D2.
Physiologisch-altersbedingt kommt es zu einem Verlust von Cyclin D1, so dass neuronale
Vorlauferzellen im Erwachsenenalter nur noch Cyclin D2 exprimieren. In jungen und alten
Cyclin D2-defizienten Tieren beobachteten wir eine signifikant reduzierte Ansammlung von
neuronalen Vorlauferzellen um experimentell induzierte Glioblastome, vergesellschaftet mit
signifikant groReren Tumoren. Wir schlussfolgerten aus diesen Beobachtungen, dass Cyclin
D1 und D2 essentiell fur das anti-tumorigene Antwortpotential von neuronalen Vorlauferzellen
in der SVZ sind. Der Verlust eines Cylins fuhrt zu einem kleineren Pool von proliferierenden
Vorlauferzellen in der SVZ, zu einer somit reduzierten Migration von Vorlauferzellen auf
den Tumor und letztlich zu einer reduzierten anti-tumorigenen Aktivitdt von neuronalen
Vorlauferzellen in der SVZ.
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3.6  Diskussion der eigenen Ergebnisse

Neben ihrer Funktion als hauptinhibitorische Neurotransmitter im ZNS ist die Rolle von
GABA ,-Rezeptoren als Differenzierungs-, Migrations- und Proliferationsfaktor wahrend der
ZNS-Entwicklung gesichert (Antonopoulos, 1997; Barker, 1998; Bolteus, 2004; Fueshko, 1998;
Haydar, 2000; LoTurco, 1995; Maric, 1997; Nguyen, 2001; Nguyen, 2003; Owens, 2002). Die
Idee, dass Neurotransmitter als chemische Signale wahrend der Entwicklung fungieren konnen,
ist nicht neu (McMahon, 1974). So werden im sich entwickelnden Kortex frihzeitig GABA ,-
und Glutamatrezeptoren exprimiert, die Uber endogen freigesetzte Liganden hemmend auf die
Proliferation einwirken (LoTurco, 1995). Die Hypothese, dass die Neurotransmitter-vermittelten
Mechanismen, die wahrend der ZNS-Entwicklung regulativ wirken, auch einen Einfluss auf
die Genese von Glioblastomen haben konnten, ist naheliegend. Gerade der hier erstmals
aufgezeigte Induktionsmechanismus der neuronal vermittelten GABA ,-Rezeptor-Expression
auf Glioblastomzellen unterstutzt diese Vermutung. Entscheidend neben der Frage der
Rezeptorexpression ist die der Ligandenverfugbarkeit. Aus welchen Quellen konnte letztlich
GABAkommen?SindNeurone, Oligodendrozyten, Mikroglia/Makrophagen, reaktive Astrozyten,
Astrozyten, Tumorzellen, Endothelzellen und/oder Stammzellen Quelle fur Produktion und
Sekretion? Bekannte Hauptquelle der GABA-Produktion und Sekretion sind inhibitorische
Neurone. Neben einer phasischen Inhibierung aus prasynaptischer GABA-Freisetzung, die eine
nicht kontinuierliche GABA ,-Aktivierung bedingt, existiert aber auch eine tonische Inhibierung
und demzufolge eine kontinuierliche Rezeptoraktivierung durch umgebendes GABA (Farrant,
2005; Semyanov, 2003; Semyanov, 2004). Diese kontinuierliche Aktivierung bedingt aber das
Vorhandensein hochaffiner GABA ,-Rezeptoren. Maogliche Quelle fur umgebendes GABA
kann ein Uberfluss (spillover) aus dem synaptischen Spalt sein (Ruiz, 2003; Scanziani, 2000).
Unsererseits durchgefuhrte In-vivo-Mikrodialysestudien an F98- Glioblastom tragenden
Fisher-Ratten zeigten im Gegensatz zur Literatur (Bianchi, 2004) deutlich erniedrigte GABA-
Konzentrationen im Tumorrandbereich im Vergleich zur kontralateralen Hemisphare (bisher
unveroffentlichte Daten). Auch die Inhibierung von neuronalen GABA-Transportern stellt
eine theoretische Moglichkeit dar. Es sind vier verschiedene Typen bekannt, GAT 1-3 und
BGT (Betaine-GABA-Transporter). GAT-1 kommt vorwiegend auf Neuronen und weniger auf
Astrozyten vor; GAT-2 ist in den Leptomeningen und dem Ependym lokalisiert; GAT-3 ist der
haufigste GABA-Transporter auf Astrozyten und weniger haufig auf Neuronen. BGT befindet
sich vorwiegend in der Niere (Borden, 1995; Borden, 1996) und BGT-1 und GAT-3 werden in
experimentellen Glioblastomzelllinien beschrieben (Ruiz-Tachiquin, 2002). Den Transportern
werden verschiedene Funktionen zugeschrieben, Uber die sie Einfluss auf die Regulation von
Konzentration und Dauer der Anwesenheit von GABA im synaptischen Spalt, auf das Binden an
die Zielsynapse, auf die Wiederaufnahme des Neurotransmitters in das prasynaptische Axon
und auf die Kalzium-unabhangige Ausschuttung von GABA nehmen. Die GABA-Transporter
gehoren zu der Familie der NaCl-abhangigen Plasmamembrantransporter. Astrozyten sind in
der Lage, bis zu mehreren 100pM GABA pro Woche in vitro zu produzieren und zu sezernieren
und damit letztlich hippokampale Neurone zu modulieren (Jow, 2004). In der Gegenwart von
Neuronen wird aber extrazellular vorhandenes GABA Uber GABA-Transporter entfernt und
wurde damit zur Modulation nicht zur Verfugung stehen. So ist aber GABA nach Freisetzung
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aus Astrozyten und vor Aufnahme durch Neurone in der Lage, GABA ,-Rezeptoren zu aktivieren
und neuronale Aktivitat zu modulieren (Liu, 2000). Eine weitere theoretische Mdglichkeit als
GABA-Ressource wurde Uber die Decarboxylierung von Glutamat bestehen, die durch GAD
(Glutamat-Decarboxylase) vermittelt wird. Glutamat selbst ist im peritumoralen Gewebe durch
exzessive Ausschuttung aus Tumorzellen und Hemmung der Wiederaufnahme erhoht (Ye,
1999; Ye, 1999). RT-PCR Untersuchungen unsererseits zur Expression der beiden bekannten
Isoformen der GAD (Glutamat-Decarboxylase) zeigen die Expression von GAD67-mRNA in
F98-Glioblastomzellen aber nicht von GAD65-mRNA. Astrozyten hingegen exprimieren weder
GADG65-mRNA noch GAD67-mRNA (bislang unveroffentlichte Daten).

Im Weiteren existieren mehrere Kandidatenmolekule, die dafur bekannt sind, die Expression
von funktionalen GABA ,-Rezeptoren zu kontrollieren. So steuert bFGF die Expression der a4,
B1 und y1 GABA ,-Rezeptor-Untereinheiten (Ma, 1998) und Testosteron a2 (Zhang, 1999). Ein
weiterer ligandengesteuerter Chloridkanal neben dem GABA ,-Rezeptor ist der GABA_- und
der Glyzinrezeptor. Von uns durchgefuhrte elektrophysiologische Untersuchungen sowohl in
vitro als auch in vivo zeigen keine Expression von funktionalen GABA .- und Glyzinrezeptoren
auf Glioblastomen, so dass die bisher beobachteten Eigenschaften der Expression von
GABA ,-Rezeptoren auf Glioblastomen eine Eigenschaft des GABA ,-Rezeptors und nicht des
Chloridkanals zu sein scheinen. Neuere Untersuchungen bekraftigen die These, das nicht-
synpatisches GABA-signaling via GABA ,-Rezeptoren einen entscheidenden Einfluss auf die
proliferative Kontrolle z.B. von neuronalen Vorlauferzellen in der subventrikularen Zone (SVZ)
besitzt (Liu, 2005).

Weitere Bedeutung in Bezug auf den zellularen Mechanismus der GABA ,-Rezeptor-
Expression auf Glioblastomen konnte dem zytosolisch angelagerten Protein GABAA-RAP
(GABAA-receptor associated protein) zuteil werden, das an die y,-Untereinheit des GABA,,-
Rezeptors bindet und dessen Verankerung im Zytoskelett steuert (Wang, 1999). Neuere
Untersuchungen zeigen GABAA-RAP als Tumorsupressor bei Mamma-Karzinomen (Klebig,
2005). Immunhistochemische Untersuchungen unsererseits zeigen das Vorhandensein sowonhl
von GABAA-RAP als auch der y,-Untereinheit in experimentellen und humanen Glioblastomen.
Interessant ist ebenfalls, dass Interaktionen zwischen GABA-RAP und Transferrin-Rezeptoren
(TfR) beschrieben werden (Green, 2002). Transferrin ist ein Molekul, das im Eisenstoffwechsel
aller Zellen eine wichtige Rolle spielt. Die TfR-Expression ist in sich teilenden Zellen gesteigert
(Chitambar, 1983) und eine Uberexpression ist flr verschiedene Tumordignitaten, so auch
flr Glioblastome (Szekeres, 2002), beschrieben. Der GABA ,-Rezeptor besitzt neben einer
Bindungsstelle fur GABA weitere allosterische Bindungsstellen fur Benzodiazepine, Barbiturate
und Steroide. Barbiturate erhohen die Affinitat des Rezeptors fur GABA und verlangern die
Offnungsdauer des Chloridionen-Kanals um das Vier- bis Fiinffache (in hoher Konzentration
offnen Barbiturate die Chlorid-Kanale auch ohne GABA). Benzodiazepine erhdhen die
Offnungsfrequenz der Chloridkanale und die Membranleitfahigkeit fur Chlorid. Es ist bekannt,
dass die Modulation des GABA ,-Rezeptors Uber Diazepam oder DMCM einen Einfluss auf die
Proliferation von Astrozyten besitzt (Gandolfo, 1999) und dass DBI (Diazepam binding inhibitor)
in Glioblastomen signifikant nachgewiesen werden konnte, wohingegen es in normalem
Hirnparenchym nicht nachweisbar ist (Miettinen, 1995). GABA ,-Rezeptoren agieren ebenfalls
im Immunsystem, wo ihre Aktivierung auf T-Zellen zur Inhibierung der anti-CD3 und antigen-
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spezifischen T-Zell-Proliferation fuhrt, also insgesamt damit immunsuppressiv wirkt (Tian,
1999). Aktuelle Studien untermauern den anti-proliferativen Effekt von GABA ,-Rezeptoren
bei Gallenblasen-Karzinomen (Fava, 2005).

Die hier prasentierten Daten belegen, dass eine selektive Ausschaltung von A AR im Prozess der
Glioblastom-Hirnparenchym-Interaktion das Wachstum dieser Tumore signifikantunterstutzt. Im
Umkehrschluss bedeutet dies, dass Gber A AR agierendes Adenosin selbst einen inhibierenden
Einfluss auf das Glioblastomwachstum nehmen kann. Im Kontext der Glioblastome werden
A,AR aufden Tumorzellen selbst und auf Tumorzell-assoziierter Mikroglia exprimiert. In einem
unserer experimentellen Ansatze, in dem wir A AR-defiziente Mause nutzten, konnten wir die
Bedeutung der Mikroglia fir den funktional Uber A AR- vermittelten Effekt herausarbeiten.
Dies schlie8t nicht aus, dass Adenosin selbst einen direkten Einfluss auf die Tumorzellen
ausuben kann. Mikroglia hingegen akkumuliert im Tumorrand, und diese Akkumulation ist in
A AR defizienten Tieren signifikant ausgepragt. Die Bedeutung von Mikrogliazellen wird ferner
bestatigt durch die Ergebnisse in unserem organotypischen Hirnschnittkulturmodell, wo wir
einen Tumor-inhibierenden Effekt nurin Gegenwart von Mikroglia beobachten konnten. Parallel
konnten wir unsere Beobachtung dadurch bestatigen, dass die Prasenz von Mikroglia per se
Tumorwachstum-unterstitzend ist (Markovic, 2005). Wir sahen keinen signifikanten Einfluss
von Astrozyten, dies umso mehr, da fruhere Studien einen Einfluss reaktiver Astrozyten im
Prozess der A AR-Interaktion postulierten (Bauer, 2005).

Die Prasenz von Adenosinrezeptoren auf glialen Tumorzellen wurde bereits in friheren
Studien beschrieben (Altiok, 1992; Nakahata, 1991). Eine kurzlich erschiene PET (Positronen
Emmissions Tomographie)-Studie an Glioblastompatienten konnte spezifische Bindungsstellen
fir A/AR-Liganden im Tumor und im Tumorrandbereich nachweisen (Bauer, 2005). Die
Expression von Adenosinrezeptoren auf Mikroglia ist dahingegen etabliert und funktionale
Kopplungen sind beschrieben. So exprimiert kultivierte Mikroglia A,-Adenosin-Rezeptoren
(A,AR). Deren Aktivierung Uber den spezifischen Agonisten CGS 21680 triggert die Expression
von K*-Kanalen, welche wiederum an die mikrogliale Aktivierung geknupft sind (Kust, 1999).
Im Gegensatz dazu fihrt eine A,AR-Stimulation in Ratten-Mikroglia zur Expression von NGF
und dessen Freisetzung zur Vermittlung eines neuroprotektiven Effektes (Heese, 1997).
Aufterdem fuhrt eine A,AR-Aktivierung ebenfalls in Ratten-Mikroglia zur Expression von
Cyclooxygenase-2 und zu einer resultierenden Freisetzung von Prostaglandin (Fiebich, 1996).
Hammarberg etal. konnten die Expression von funktionalen A,-Adenosin-Rezeptoren auf Maus-
Mikroglia nachweisen, wahrend sie keine Hinweise fur die Existenz von A AR in ihrer Studie
finden konnten (Hammarberg, 2003). Unsere auf immunhistochemischen Untersuchungen
basierenden Ergebnisse belegen jedoch die Prasenz von A AR auf Mikrogliazellen. Unsere
Daten zeigen, dass der Verlust von A AR zu einem Anstieg von tumorassoziierter Mikroglia
fuhrt. Dies kann sowohl durch gesteigerte Proliferation als auch Invasion bedingt sein. Die
Bedeutung von Adenosin und von A AR selbst fir die mikrogliale Proliferation/Migration bleibt
kontrovers. So berichtet eine Studie, dass Adenosin die Proliferation von Mikrogliazellen
stimuliert Gber eine simultane Aktivierung von A -und A,-Adenosinrezeptoren (Gebicke-Haerter,
1996). Im Gegensatz dazu berichtet eine andere Studie, dass Adenosin die Proliferation von
Mikrogliazellen Uber eine Aktivierung von A AR hemmt (Si, 1996). DarUber hinaus soll eine
Adenosin-Stimulation des A AR zur Apoptose von Mikroglia fihren (Ogata, 1996). Mittels
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Mikrodialyse gemessene extrazellulare Adenosinkonzentrationen im Bereich von humanen
Glioblastomen sind niedriger als im Vergleich zu Kontrollgewebe, 1,5uM zu 3uM (Melani,
2003).

Kurzlicherschienene Studienunterstitzendie Vorstellung, dass Adenosinrezeptorenundspeziell
der AAR exzellente Ansatzpunkte fur die Entwicklung von Medikamenten zur Behandlung
zahlreicher ZNS-Erkrankungen sind (Fredholm, 2005). So verschlechtert der Verlust des
AAR den klinischen Verlauf experimenteller Enzephalomyelitiden (Tsutsui, 2004). Es konnte
wiederholt gezeigt werden, dass Adenosin Uber einen A AR-agierenden Mechanismus protektiv
gegen Hypoxie und Ischamie wirken kann (Fredholm, 2005). So reduziert die Blockierung
oder die Ausschaltung des A AR das Uberleben nach hypoxischen Ereignissen (Johansson,
2001). In einem Modell fir renale Ischamie und Reperfusionsschaden zeigen A AR-defiziente
Mause einen Anstieg in der Produktion proinflammatorischer Mediatoren und einen erhdhten
renalen Schaden (Lee, 2004; Lee, 2004). Im Modell der experimentellen Enzephalomyelitis
zeigten A AR-defiziente Tiere neben einer gesteigerten Neuroinflammation eine erhohte De-
Myelinisierung und axonale Schaden (Tsutsui, 2004). Beide Studien schlussfolgern, dass A AR
antiinflammatorische Funktionen vermitteln. DarUber hinaus sind in A AR-defizienten Tieren die
Metalloproteasen MMP-9 und MMP-12 signifikanterhdht (Tsutsui, 2004). Dass Metalloproteasen
(MMP) eine wichtige Rolle in der Glioblastomprogression spielen, ist unbestritten (Rao, 2003)
und konnte hinsichtlich ihrer Bedeutung in der Interaktion mit Mikroglia auch durch uns gezeigt
werden (Markovic, 2005). MMP-12, ebenfalls bekannt als Makrophagenelastase, ist eine MMP,
die von aktivierten Mikroglia/Makrophagen produziert wird und bevorzugt Elastin degradiert
(Werb, 1975). Somit konnte eine Hemmung der mikroglialen MMP-12-Sekretion Uber eine
Aktivierung von A AR eine Inhibierung des Glioblastomwachstum in unserer Studie erklaren.
Adenosin scheint dabei aber nicht direkt die MMP-12-Expression in Mikroglia/Makrophagen
zu steuern, da ein direkte Stimulation von kultivierten Makrophagen mit Adenosin-Agonisten
nicht die Expression von MMP-12 induzierte (Sun, 2005). Es ist somit denkbar, dass eine
Aufhebung des A AR-Signaling zu einer gesteigerten Produktion von Mediatoren im ZNS fihrt,
und jene dann zu einer gesteigerten MMP-12-Produktion fuhren. Ein moglicher Kandidat dafur
ware Interleukin 13 (IL-13). Eine Beteiligung von IL-13 an der Produktion von MMP-12 konnte
in anderen Modelsystemen gezeigt werden (Lanone, 2002).

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass A /AR eine antitumorigene Rolle in der
Entwicklung von Glioblastomen spielen, die uber Mikrogliazellen vermittelt wird.
Zusammenfassend weisen unsere Daten daraufhin, dass endogene neuronale Stammzellen
(NSZ) einen ausgepragten Tropismus fur Glioblastome in vivo besitzen. Die Prasenz von
NSZ im Tumorrandbereich ist verbunden mit einer signifikant verlangerten Uberlebensrate
und reduzierten TumorgrofRe im Tiermodell, und NSZ zeigen in vitro einen antitumorigenen
Effekt. Ein derartiger antitumorigener Effekt wurde bisher nur fur immortalisierte, von exogen
zugefuhrte Stammzellen aus Neugeborenenmausen berichtet (Benedetti, 2000; Staflin, 2004),
und es konnte in diesen Studien keine Beziehung zu endogenen NSZ hergestellt werden.
Implantierte immortalisierte NSZ zeigen einen Tropismus fur experimentelle Glioblastome
(Aboody, 2000). Sowohl Tropismus als auch der beobachtete antitumorigene Effekt endogener
NSZ sind Gegenstand nachfolgender Diskussion.

In dieser Studie kdnnen wir aufzeigen, dass die Prasenz akut isolierter, nicht-immortalisierter
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primar adulter NSZ bei Glioblastomen signifikant mit einem verbesserten Uberleben korreliert.
Weiterhin zeigt sich aus unserer Sicht, dass die beobachtete Ansammlung endogener NSZ um
den Tumor herum stark einer intrinsischen Gewebereaktion ahnelt, da dieser Tropismus nicht
initiiert werden konnte nach Injektion von Nicht-Tumorzellen (Fibroblasten, Astrozyten) und nach
dem Setzen von Stichverletzungen. Dieser Glioblastom induzierte Tropismus endogener NSZ
ist ebenfalls in ,nicht-traumatisierten Regionen anzutreffen. So invadieren DsRed-markierte
GL261 Glioblastomzellen weit vom Tumor ins Hirnparenchym, wo wir ebenfalls zahlreiche
endogene NSZ in enger Nachbarschaft zu den Tumorzellen finden konnten. Schlie3lich
zeigen NSZ aus Explantaten der subventrikularen Zone in vitro eine zielgerichtete Wanderung
auf Glioblastomzellaggregate, aber nicht auf anderes Gewebe. Ein weiteres Indiz, dass NSZ
spezifisch durch Glioblastome angelockt werden.

Glioblastome konnen aus neuronalen Stammzellen entstehen, deren Proliferation und
Differenzierung entkoppelt ist (Holland, 2000). Kurzlich erschienene Studien belegen, dass
Glioblastome eine hohe Anzahl von Tumorstammzellen enthalten (Bao, 2006; Galli, 2004;
Hemmati, 2003; Singh, 2003; Singh, 2004). Aus unserer Sicht haben wir im Rahmen dieser
Studie den Blick auf die Beziehung von Stammzellen und Glioblastomen erweitert, indem
wir demonstrieren konnten, dass endogene NSZ auf existierende Glioblastome reagieren
und antitumorigene Effekte vermitteln. Wir untersuchten die Ansammlung von NSZ um
Glioblastome Uber die Zeit und konnten dabei einen transienten Anstieg mit einem Peak 14
Tage nach Tumorinduktion feststellen. Uber 14 Tage postoperativ hinaus kommt es zu einem
Abfall der NSZ-Ansammlung bis zum 30. Tag. Die Reduktion der Anzahl von NSZ um den
Tumor Uber die Zeit konnte Ausdruck einer progressiven Differenzierung der NSZ sein, die
uber vom Tumor sezernierte Wachstumsfaktoren initiilert wird. So sezernieren Glioblastome
z.B. Faktoren wie IGF-I (insulin-like growth factor) (Hirano, 1999; Trojan, 1993) und konnten
so die Differenzierung NSZ unterstutzen (Arsenijevic, 1998). Die Sekretion solcher Faktoren
konnte fur den Tumor wichtig sein, um die Oberhand Uber die den Tumor umhullenden NSZ zu
behalten, zumal mit steigender TumorgroRe mehr Faktoren sezerniert werden konnen.

Die endogenen NSZ in unserem Modell entstammen der subventrikularen Zone und wandern
uber eine weite Distanz zum Tumor. Unsere Studie liefert sichere Daten, dass Glioblastome
endogene NSZ aus der SVZ anlocken, die letztlich den Tumor umhdallen. Die Anzahl um den
Tumor akkumulierender NSZ korreliert invers mit der Grofde der Tumore. In Experimenten
mit Versuchstieren unterschiedlichen Alters konnten wir zeigen, dass die Anzahl NSZ mit
steigendem Lebensalter signifikant abnimmt. Exogen zugefuhrte NSZ in erwachsenen Tieren
verlangern signifikant das Uberleben dieser Tiere. Die Fahigkeit von endogenen NSZ, direkt
mit der Tumorzellexpansion zu interferieren, konnten wir in vitro nachweisen. Co-Kulturen
von primar kultivierten adulten endogenen NSZ mit Glioblastomzelllinien fuhrten zu einer
signifikanten Proliferationshemmung der Tumorzellen und induzierten Tumorzellapoptose.
Beide Effekte lieRen sich wiederholen mit NSZ konditioniertem Medium. Dies spricht daftr,
dass (ein) l6sliche(r) Faktor(en) die beobachteten Effekte vermittelt. Zusatzlich zur direkten
Induktion des Tumorzelltodes durch NSZ kommen weitere Faktoren hinzu, die bertcksichtigt
werden mussen. In der Gruppe der alteren Versuchstiere spielt weiterhin die mit steigendem
Alter abnehmende Immunkompetenz eine Rolle. So zeigen Tiere mit einem Durchschnittsalter
von P600 signifikant weniger CD8 T-Zellen verglichen mit Tieren mit einem Alter von P300. Dies
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resultiert in einem signifikant verkirzten Uberleben von experimentell Glioblastom tragenden
Tieren (Wheeler, 2003). Jedoch spielt dieses Moment in unserer Studie mit Versuchstieren mit
einem maximalen Alter von P300 keine entscheidende Rolle. Die Gesamtzahl von Thymozyten
sinkt initial wahrend der Entwicklung in jungen Mausen, bleibt dann aber konstant bis zu einem
Alter von P200 (Ortman, 2002). In unseren Versuchen beobachteten wir konsequent grofere
Tumorlasionen in Tieren bis zu P180 und daruber hinaus, begleitet von einem scharfen Abfall
der Anzahl NSZ. Der moderate Abfall von Mikrogliazellen wahrend des Alters (Ma, 2003)
korreliert vermutlich nicht mit dem Grad der Tumorsuppression, weil Mikroglia selbst keine
effektive Abwehr gegen Glioblastome leisten kann (Graeber, 2002).

Obwohl Nestin-GFP positive Zellen Hinweise fur die Expression von Markern unreifer neuronaler
Stammzellen zeigen (DCX und PSA-NACM), wird aus unserer Sicht der durch endogene NSZ
vermittelte inhibierende Effekt auf die Glioblastomprogression doch eher durch eine direkte
Interaktion von Tumorzellen und Stammzellen als durch einen Ersatz untergegangener Zellen
durch die Stammzellen vermittelt. Diese Antwort kann interpretiert werden als ein Versuch
intrinsischer antitumorigener Aktivitat oder als Regeneration, die letztlich der Invasivitat des
Tumors erliegt. In jungen Tieren mit einem grofl3en Pool an endogenen neuronalen Stammzellen
konnte diese Reaktion dominanter als in alteren Tieren mit einem erniedrigten Pool sein.
Interessant ist in diesem Zusammenhang unsere Beobachtung, dass humane Glioblastome
bei Jugendlichen und Kindern DCX positive Stammzellen enthalten, die in Tumorproben
Erwachsener nicht zu finden sind.

Die hier vorgestellten Daten in dieser Studie belegen den strengen Tropismus intrinsischer
neuronaler Stammzellen als Antwort auf experimentelle Glioblastome, die das Tumorwachstum
kontrollieren kdnnen. Diese Kontrolle versagt, wenn die Anzahl endogener NSZ mit steigendem
Lebensalter abnimmt.

Unsere Studie zur Rolle von NSZ bei ZNS-Ischamien zeigt zusammengefasst folgende
Hauptergebnisse: (1.) Nach milder Ischamie infolge einer Okklusion der Arteria cerebri media
und anschlieRender Reperfusion ist ein Anstieg Nestin-GFP positiver Zellen im Zentrum der
ischamischen Lasion zu beobachten. Diese Nestin-GFP positiven Zellen erleiden keinen
Zelltod und persistieren innerhalb der glialen Narbe fur mindestens 8 Wochen nach MCAo/
Reperfusion. (2.) Die Mehrzahl Nestin-GFP positiver Zellen ist nach immunhistochemischen
und raumlichen Verteilungskriterien grundsatzlich verschieden von GFAP positiven reaktiven
Astrozyten. (3.) Nestin-GFP positive Zellen proliferieren in situ und erleben annahernd
eine vollstandige Zellteilung. Es ist mehr als unwahrscheinlich, dass der Anstieg Nestin-
GFP positiver Zellen im ischamischen Striatum durch eine Migration endogener neuronaler
Stammzellen aus der subventrikularen Zone bedingt ist. (4.) Innerhalb der ersten Wochen
nach MCAo/Reperfusion erwerben Nestin-GFP positive Zellen elektrophysiologisch einen
charakteristischen Phanotyp, der durch komplexe Membraneigenschaften charakterisiert ist.

In der transgenen Maus, die wir in dieser Studie nutzten, konnen Nestin-GFP positive Zellen
in ihren dreidimensionalen Strukturen auch im akuten Hirnschnitt visualisiert werden. Im
Gegensatz dazu kann uber eine immunhistochemische Nestinfarbung unter Verwendung
spezifischer Antikorper nur eine ungleichmafige Verteilung zytosolischer Signale beobachtet
werden, speziell in den primaren Auslaufern der Nestin exprimierenden Zellen. Das Herangehen
uber Nestin-GFP Mause in dieser Arbeit ist ein entscheidender Vorteil, da GFP sich frei in der
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gesamten Zelle verbreitet und damit wesentlich eine Analyse Uber Doppelfarbeexperimente
erleichtert, besonders wenn das zweite Antigen eine nukleare Farbung zeigt wie z.B. Ki67
oder TUNEL. AuRerdem existiert eine Kreuzreaktion von Nestin-Antikorpern mit endothelialen
Antikorpern (Nacher, 2001; Yagita, 2002) wohingegen in dem genetischen Konstrukt, das wir
verwendeten, die GFP-Expression uber eine neuronal-spezifische Enhancerregion des Nestin
Promoters getriggert wird.

Reaktive Astrozytose — definiert als Proliferation und Hypertrophie von Astrozyten als Antwort
auf Hirnverletzungen — spielt eine entscheidende Rolle im Prozess der Wundheilung (Lin,
1995). Sowohl Nestin als auch GFAP werden als Marker reaktiver Astrozyten angesehen, die
nach Hirnverletzungen aufreguliert sind. Mehrere Arbeiten konnten zeigen, dass GFAP positive
reaktive Astrozyten Nestin co-exprimieren (Duggal, 1997; Li, 1999; Lin, 1995). Hier kdnnen wir
in einem Modell milder zerebraler Ischamie aufzeigen, dass Nestin-GFP positive Zellen und
GFAP positive Zellen Bestandteile vollig verschiedener glialer Populationen sind. Zu fruhen
Zeitpunkten nach MCAo/Reperfusion waren lediglich 15% der Nestin-GFP positiven Zellen
co-markiert mit GFAP, und umgekehrt waren lediglich 5% aller GFAP positiven Zellen Nestin-
GFP immunpositiv. Nestin-GFP positive Zellen sind primar innerhalb der ischamsichen Lasion
lokalisiert, wohingegen GFAP positive Zellen in dem das ischamische Areal umgebenden
Parenchym lokalisiert sind, das intakt geblieben ist. Wir fanden einen hohen Grad an S10003
Coexpression (ein Marker fur ausgereifte Astrozyten (Filippov, 2003) in GFAP positiven
Zellen um die Lasion, wahrend praktisch keine S1008 Immunreaktivitat im Zentrum der
ischamischen Lasion nachgewiesen werden konnte. Daruber hinaus fanden wir Nestin-GFP
und GFAP doppelt positive Zellen. Diese Zellen waren primar in einer kleinen transitionalen
Zone zwischen Lasion und Peripherie. Diese Untersuchungen stimmen mit frGheren Uberein
(Duggal, 1997; Li, 1999).

Nach experimentellen ZNS Stichverletzungen zeigen ortsstandige NG2 positive Zellen keine
GFAP Doppelmarkierung. Dafur zeigen sie haufig eine Doppelmarkierung mit Vimentin und
Nestin und reprasentieren daruber hinaus die hauptproliferativen glialen Zelltypen (getrennt von
Mikroglia/Makrophagen), welche sich zu einem spateren Zeitpunkt weiter differenzieren und
zur Entwicklung der glialen Narbe beitragen (Alonso, 2005). Unsere Daten bestatigen diese
Beobachtungen in der Form, dass alle Nestin-GFP positiven Zellen zu frihen Zeitpunkten
nach MCAo/Reperfusion ebenfalls NG2 positiv sind, wahrend NG2 positive Zellen selten
GFAP positiv sind (15%). Neuere Studien konnten sowohl in vitro als auch in vivo zeigen,
dass NG2 positive Zellen sich zu Astrozyten, Oligodendrozyten und Neuronen differenzieren
konnen (Aguirre, 2004; Belachew, 2003). Wir fanden in unserer Studie, dass nur 16% aller
Nestin-GFP positiven Zellen ebenfalls GFAP positiv waren und diese Zellen hauptsachlich in
der Peripherie der Lasion lokalisiert sind.

Die Doppelmarkierung von Nestin-GFP positiven Zellen mit Proliferationsmarkern wie Ki67
zeigte eine relativ niedrige Proliferationsrate um ca. 10% zu frhen Zeitpunkten nach MCAo/
Reperfusion. Durch kumulatives Farben neu gebildeter Zellen Uber eine kontinuierliche
Administration von BrdU konnten wir aufzeigen, dass nach vier Tagen der Grof3teil der Nestin-
GFP positiven Zellen auch BrdU positiv wurde. In Anbetracht, dass sich vier Tage nach MCAo/
Reperfusion die Anzahl Nestin-GFP positiver Zellen fast verdoppelt hat und die Mutter- und
Tochterzelle BrdU positiv nach Zellteilung wurden, schlussfolgerten wir, dass die Nestin-GFP
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positive Zelle ungefahr eine Runde der Zellteilung nach dem ischamischen Insult durchlaufen
haben muss. Wir schlussfolgern weiterhin aus unseren Daten, dass der Anstieg Nestin-
GFP positiver Zellen nach ischamischer Lasion primar durch eine in situ-Proliferation von
ortsstandigen Nestin-GFP positiven Zellen entstanden ist. Dies stimmt mit der Beobachtung
uberein, dass Dil Tracing Experimente keine Migration von endogenen Stammzellen aus der
SVZ nachweisen konnten. GFAP positive reaktive Astrozyten zeigten eine vernachlassigbare
Brdu-Inkorporation im Vergleich zu Nestin-GFP positiven Zellen. Aus unserer Sicht spricht
dies daflr, dass zahlreiche die Lasion umgebende Astrozyten lediglich GFAP aufregulieren
ohne folgende Zellteilung.

Nestin-GFP positive Zellen kdnnen basierend auf ihren Membranstromprofilen in passive
und komplexe Typen klassifiziert werden. In Kontrolltieren zeigte sich, dass die Nestin-GFP
Population je zur Halfte aus beiden Zelltypen bestand. Wir waren nicht in der Lage, die
elektrophysiologischen Eigenschaften einer Nestin-GFP positiven Zelle im Sinne von passiv
und komplex anhand ihrer Morphologie oder ihres GFP Fluoreszenzlevels vorherzusagen.
Das komplexe Strommusterprofil striataler Nestin-GFP positiver Zellen ist ebenfalls fur gliale
Vorlauferzellen beschrieben (Sontheimer, 1989), einer neu beschriebenen Subpopulation von
Astrozyten in der CA1 Region des Hippokampus (Matthias, 2003) und einer Subpopulation von
Vorlauferzellen im Gyrus dentatus (Fillipov, 2003). Das passive Stromprofil ist charakteristisch
fur die Mehrzahl der Astrozyten (D‘Ambrosio, 1998; Steinhdauser, 1992). Als Antwort auf
ischamische Lasionen beobachteten wir eine Verschiebung des Stromprofils in Nestin-GFP
positiven Zellen zum komplexen Phanotyp hin. Tatsachlich zeigt die gesamte Population
Nestin-GFP positiver Zellen vier Tage nach MCAo/Reperfusion einen elektrophysiologisch
komplexen Phanotyp. Die Abwesenheit einer TUNEL-Reaktion in Nestin-GFP positiven
Zellen und der Umstand, dass 24 Stunden nach ischamischem Insult Nestin-GFP positive
Zellen mit passiven Membraneigenschaften immer noch vorhanden waren, lasst aus
unserer Sicht die Schlussfolgerung zu, dass passive Nestin-GFP positive Zellen nicht einer
Apoptose und einer selektiven Nekrose unterzogen werden (so dass komplexe Zellen selektiv
Uber den Gesamtzeitraum Uberleben). Wir schlussfolgern aus unseren Daten, dass durch
ein ischamisches Ereignis passive Nestin-GFP positive Zellen in komplexe transformiert
werden. Zusatzlich zeigte sich in vorlaufigen Experimenten, dass elektrophysiologisch
komplexe Nestin-GFP positive Zellen zwar AMPA/Kainate Rezeptoren exprimieren aber keine
Glutamattransporterstrome aufweisen vergleichbar mit hippokampalen komplexen Astrozyten
(Matthias, 2003). Es wird postuliert, dass komplexe Astrozyten einen Vorlaufer ,Astron® Zelltyp
reprasentieren konnen, der einige gliale Eigenschaften bewahrt aber bereits auf neuronale
Gene umgeschaltet hat (Matthias, 2003). Eine Untergruppe von Astrozyten mit komplexen
Membraneigenschaften soll ebenfalls NG2 exprimieren (Matthias, 2003).

Zusammengefasst konnten wir zeigen, dass Nestin-GFP positive Zellen unter ischamischen
Lasionen eine ausgesprochen vielseitige Population ist, die sich klar von GFAP positiven
reaktiven Astrozyten abgrenzt. Dies verleitet zu der Vermutung, dass die beobachteten
elektrophysiologischen Veranderungen nach Ischamie zu einer spezifischen Netzwerkfunktion
von Nestin-GFP positiven Zellen gerichtet sein konnten.

In einer weiteren Studie zur Wechselwirkung von neuronalen Vorlauferzellen und glialen
Hirntumoren konnten wir zeigen, dass neuronale Vorlauferzellen, die in Richtung experimentell
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induzierter Glioblastome migrieren, ihren zweifelsfreien Ursprung in der subventrikularen
Zone besitzen. Dies gelang methodisch uUber eine retrovirale Markierung von Vorlauferzellen
in der SVZ mittels stereotaktischer Injektion von fluoreszenz-gelabelten Retroviren in das
Ventrikelsystem von Mausen. Dies war ein entscheidender Schritt, da randstandige Astrozyten
im Bereich eines experimentell induzierten Glioblastoms sekundar Nestin aufregulieren konnen,
dann als lokale reaktive Astrozyten erscheinen, und somit der Ursprung der randstandig sich
um den Tumor ansammelnden Vorlauferzellen nicht zweifelsfrei geklart war. Wir verfugen
somit Uber ein Modell, das uns erlaubt, sicher zwischen endogenen Vorlauferzellen und
Tumor-, Tumorstammzellen zu unterscheiden.

Eine Quantifizierung der Proliferation in der SVZ in jungen und alten Tieren auf ein experimentell
induziertes Glioblastom zeigte, dass junge Tiere einen grof3en Pool an Vorlauferzellen
enthalten und so in der Lage sind eine anti-tumorigene Antwort auf das Tumorwachstum zu
initieren. Die SVZ in jungen Tieren ist aber nicht in der Lage, auf diesen erhohten Bedarf mit
einer Steigerung der Proliferation zu reagieren. Vielmehr kann sie die Proliferation in der SVZ
konstant halten und kompensiert den vermehrten Bedarf an Vorlauferzellen in der Glioblastom-
tragenden Hemisphare durch eine Abzweigung von Vorlauferzellen aus dem physiologisch
bestehenden RMS. Dies hat eine Reduktion von Neuroblasten im Bulbus olfaktorius zur Folge,
mit sekundar verminderter Ausdifferenzierung zu Interneuronen. Die SVZ in erwachsenen
Tieren kann auf ein Ereignis wie ein experimentell induziertes Glioblastom in Bezug zur
Proliferation nicht reagieren. Neben der physiologisch bedingt erniedrigten Proliferation in der
SVZ kommt es bei Vorliegen eines Glioblastoms zu einem weiteren Abfall der Proliferation.
Eine stetig anhaltende Proliferation von endogenen neuronalen Vorlauferzellen in der
subventrikularen Zone ist aber fur die Rekrutierung eines grof3en Pools von Vorlauferzellen
gegen Glioblastome notwendig. Die subventrikulare Zone kontrolliert damit altersabhangig
das Antwortverhalten endogener neuronaler Vorlauferzellen gegen Glioblastom-sezernierte
Wachstumssignale. Interessanterweise ist dieses proliferative Verhalten der Vorlauferzellen
nur auf die tumortragende Hemisphare beschrankt. In der kontralateralen tumorfreien
Hemisphare (SVZ) sind keine Veranderungen hinsichtlich der Proliferation, Gesamtzellzahl
und Apoptose zu identifizieren. Wahrend die Fahigkeit der subventrikuldren Zone, neuronale
Vorlauferzellen gegen ein Glioblastom zu rekrutieren mit dem Alter sinkt, bleibt das anti-
tumorigene Potential neuronaler Vorlauferzellen altersunabhangig konstant. Dies konnten wir
Uber eine Kultivierung von SVZs aus jungen und erwachsenen Tieren zeigen. Die Fahigkeit von
Vorlauferzell-konditioniertem Medium, Glioblastomzell-Apoptose zu induzieren, unterscheidet
sich nicht zwischen jungen und erwachsenen Tieren, und die Zeit der Kultivierung hat
ebenfalls keinen Einflss auf dieses Potential. Die subventrikulare Zone ist somit nicht in der
Lage, die Proliferation endogener neuronaler Vorlauferzellen in Reaktion auf ein Glioblastom
zu steigern. Dies bedeutet, dass die Proliferation in der SVZ auch nicht geandert wird bei
einem erhohten Bedarf an neuronalen Vorlauferzellen. Einer der Mechanismen, wodurch
die SVZ die Proliferation endogener neuronaler Vorlauferzellen steuert, ist Uber die Kontrolle
der Expression von D-Typ Cyclinen in neuronalen Vorlauferzellen. Die Expression von
D-Typ Cyclinen in neuronalen Vorlauferzellen ist direkt assoziiert mit der Fahigkeit, in die
S-Phase des Zellzyklus einzutreten. Altersbedingt kommt es zu einer Abnahme des Cyclins
D1, was mit einer reduzierten Proliferation assoziiert ist. Wir konnten zeigen, dass diese
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physiologisch bedingten (altersabhangigen) Veranderungen in D-Typ Cyclinen malgeblich
an der reduzierten proliferativen Antwort der SVZ auf ein Glioblastom verantwortlich sind.
Altersabhangiger (Cyclin D1) oder genetisch (Cyclin D2) induzierter Verlust eines D-Typ
Cyclins fuhrt zu signifikant grof3erem Glioblastomwachstum als in der Kontrollgruppe. Das
Ansprechen auf Wachstumssignale (mitogen) , z.B. sezerniert von Glioblastomen, wird uber
den Restriktionspunkt G1 des Zellzyklus gesteuert. Mitogene Signale induzieren eine Reihe von
D-Typ Cyclinen mit Cyclin-abhangigen Kinasen 4 und 6, die dann das Retinoblastomaprotein
phosphorylieren und somit den Einstieg in die S-Phase des Zellzyklus ermdglichen (,Wachter
des Restriktionspunktes®). Die Induzierung dieses Abschnittes des Zellzyklus stellt fur
neuronale Vorlauferzellen einen kritischen Punkt dar (Ferguson, 2000) und verschiedene
unabhangige Genomweite Microarrystudien haben gezeigt, dass die Expression von Cyclin
D1 und D2 vorwiegend den Zellzyklus neuronaler Vorlauferzellen reguliert (Easterday,
2003; Gurok, 2004; Karsten, 2003). Eine andere kurzlich erschiene Studie zeigt, dass der
altersbedingte Verlust der Cyclin D1 - Expression der Schlussel fur eine altersbedingte
Reduktion der erwachsenen Neurogenese sein kann (Kowalczyk, 2004). Wir postulieren in
unserer Studie, dass der altersbedingte Verlust von Cyclin D1 im erwachsenen Gehirn (und
parallel eine Reduktion der erwachsenene Neurogenese) in enger Beziehung zum reduzierten
anti-tumorigenen Potential des ZNS steht. Das junge Gehirn konnte einen hoheren Bedarf an
zellularer Plastizitat haben (welches durch neuronale Vorlauferzellen vermittelt wird) und somit
ein starkeres anti-tumorigenes Potential durch eine hoch-proliferative SVZ besitzen (Lledo,
2006). Im erwachsenen Gehirn ist das olfaktorische System etabliert - es besteht deshalb ein
reduzierter Bedarf an Neuroblasten und es konnte deshalb Cyclin D1 herunter reguliert sein.
Zusatzlich konnte eine Reduktion von D-Typ Cyclinen eine gesteigerte Widerstandsfahigkeit
gegen eine onkogene Transformation verleihen (Kozar, 2004). Ca. 70-80% der Patienten
mit einem primaren oder sekundaren Glioblastom zeigen Mutationen der D-Cycline, der
Cyclin-abhangigen Kinase 4/6 und der Retinoblastomproteinkaskade (Spalding, 2005; Ueki,
1996; Xiao, 2005). Da Glioblastome letztlich aus transformierten neuronalen Vorlauferzellen
entstehen (Holland, 2001), ist die Abundanz von Cyclinen in neuronalen Vorlauferzellen
potentiell onkogen. Somit konnte die SVZ, als Gegenmechanismus, die Expression von D-Typ
Cyclinen graduell mit dem Alter herunterregulieren, wenn genetische Mutationen sich haufen.
Sollten sich jedoch aus Vorlauferzellen Tumorstammzellen entwickeln, hat dieser altersbedingte
Verlust der subventrikularen Cyclin-D1 Expression negative Konsequenzen, da nun die SVZ
keine suffiziente anti-tumorigene Antwort mehr induzieren kann.

Eine kurzlich erschienene Studie belegt die Rolle des HGFSF (hepatocyte growth factor/scatter
factor) als ein entscheidenes chemoattraktives Signal, das exogene neuronale Vorlauferzellen
zum Tumor fuhrt (Kendall, 2008). Diese fur exogene neuronale Vorlauferzellen etablierten
Signale konnten ebenfalls eine Rolle fur endogene neuronale Vorlauferzellen spielen. Neuere,
jetzt zur Veroffentlichung anstehende Arbeiten von uns zeigen, dass BMP-7 ein entscheidender
Faktor in der Induktion von Glioblastomzellapoptose ist.
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4 Zusammenfassung

Gliome und Glioblastome sind primare Hirntumore, die ausgepragt Zeichen der glialen
Differenzierung zeigen. Ein grof3er Anteil der Glioblastome wird dominiert von einer Astrozyten-
ahnlichen Differenzierung, auch wenn oligodendrozytare und mesenchymale Anteile existieren.
Die Beschreibung neuronaler Eigenschaften in glialen Tumoren (Labrakakis, 1997; Synowitz,
2001) und die unterschiedlichen Differenzierungstypen in ein und demselben Tumor sind am
ehesten mit der Exsitenz von Zellen zu erklaren, die Uber ein gro3es Differenzierungspotential
verfugen. Aktuelle Untersuchungen beweisen, dass Fehlsteuerungen der Proliferation und/
oder der Differenzierung der im Gehirn ansassigen endogenen neuronalen Stamm- und
Vorlauferzellen Ursache fur die Entstehung von Gehirntumoren sein kdnnen (Galli, 2004; Singh,
2004). Bekannte Gendefekte, die in einer tumorigenen Transformation munden, sind haufig
Gene, die ebenfalls in der Lage sind neuronale Vorlauferzellen zu transformieren (Holland,
2000; Seoane, 2004; Uhrbom, 2005). So fuhrt die Transformation von O2A Vorlauferzellen mit
den Onkogenen c-myc und Ras nach Implantation im Maus-Modell zu Gliomen (Barnett, 1998).
Ahnlich flhrt die Aktivierung von Akt und Ras in neuronalen Vorlauferzellen zur Entwicklung
Glioblastom ahnlicher Tumore im Maus-Modell (Holland, 2000). Das starkste Argument bisher
fur eine Stammzellhypothese der Gliomgenese ist die Isolation von CD133 positiven Zellen
aus humanen Glioblastomen, die sich in vitro wie Stammzellen verhalten und im Xenograft-
Modell Tumore induzieren.

Demgegenuber konnten wir mit unseren Ergebnissen erstmals zeigen, dass hirneigene
Vorlauferzellen auch eine anti-tumorigene Wirkung auf Glioblastome haben (Glass, 2005). In
dieser Arbeit konnten wir die zielgerichtete Migration endogener neuronaler Vorlauferzellen
aus einer Stammzellnische des Gehirns (der sogenannten subventrikularen Zone) in Richtung
auf experimentelle Gliome nachweisen. Diese neuronalen Vorlauferzellen assoziieren mit
den Tumorzellen und vermitteln einen lebensverlangernden Effekt auf tumorerkrankte Tiere.
Diese intrinsische anti-tumorigene Reaktion ist in unserem Tiermodell eng an das Alter
der Versuchstiere gekoppelt und wird am deutlichsten bei jungen Tieren beobachtet. Mit
zunehmendem Alter nehmen Anzahl und Aktivierbarkeit der neuronalen Vorlauferzellen ab.
Die exogene Gabe von neuronalen Vorlauferzellen an &ltere Tiere konnte die Uberlebensrate
jedoch bis zu einem Niveau steigern, das ansonsten nur bei jungen Tieren zu beobachten
ist. Zwischen diesem Phanomen und klinisch erhobenen Daten besteht eine interessante
Korrelation: die kontinuierliche Reduktion endogener neuronaler Vorlauferzellen im
Alterungsprozess konnte die Inzidenzhaufung von Glioblastomen bei alteren Patienten
erklaren. In einem seltenen Fall eines juvenilen Glioblastom-Patienten (w, 16 Jahre) konnten
wir in dem Tumorgewebe zahlreiche neuronale Vorlauferzellen als solche identifizieren. In
entsprechenden Gewebsproben alterer Patienten dagegen waren diese nicht nachweisbar.
Hinsichtlich neuer therapeutischer Ansatze konnte demzufolge die Stimulation neuronaler
Vorlauferzellaktivitat Glioblastom-Patienten von Nutzen sein (Arnhold, 2003).
Vorausgegangene Studien mit immortalisierten neuronalen Vorlauferzellen zeigten zum
einen deren ausgepragten Tropismus fur Gliomzellen (Aboody, 2000), zum anderen einen
anti-tumorigenen Effekt der neuronalen Vorlauferzellen in vitro und in vivo (Staflin, 2004).
Unter physiologischen Bedingungen generieren neuronale Stamm- und Vorlauferzellen alle
Neurone und Gliazellen des Gehirns (Zhao, 2008). Zu den Aufgaben neuronaler Stamm- und
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Vorlauferzellen gehért die Ubernahme von Gedachtnis- und Lernfunktionen in dem Bereich
des Hippocampus, die Bildung olfaktorischer Strukturen in der subventrikularen Zone von
Nagetieren, sowie die Initiation von Reparaturmechanismen nach Neurotraumata. Neben
endogenen Vorlauferzellen scheinen auch Mikrogliazellen Einfluss auf Tumorgenese und
Tumorprogression zu nehmen. Eine lokale Sekretion immunsuppressiver Faktoren durch
die Gliomzellen konnte ein Grund fur insuffiziente mikrogliale Abwehrmechanismen sein.
Daruberhinaus gibt es jedoch auch Hinweise darauf, dass es zu einer Gliom induzierten
Attraktion der Mikroglia kommt und konsekutiv.immunmodulatorische Zytokine mikroglialen
Ursprungs Tumorwachstum propagieren (Badie, 2001). Untersuchungen aus unserem Labor
zeigen einen die Gliominvasitat begunstigenden Effekt der Mikroglia (Markovic, 2005). Das
Ausmald der Invasivitat korreliert dabei direkt mit der Anzahl vorhandener Mikrogliazellen.
Ferner ist eine deutliche Steigerung mikroglialer Metalloproteinase-2-Aktivitat zu beobachten,
die durch die Tumorzellen initiiert wird. Mikroglia scheint dartber hinaus aber auch einen
direkten Einfluss auf Vorlauferzellen zu haben. So konnte jungst gezeigt werden, dass eine
Reduzierung adulter Neurogenese nach Bestrahlung oder Injektion von LPS zu beobachten
ist, die Uber Uber eine anti-entzindliche Behandlung mit nicht steroidalen Antirheumatika
(NSAR) wie Indomethacin umkehrbar ist (Monje, 2003; Monje, 2002). Hierbei korrelierte der
Grad der Mikroglia Aktivierung mit dem Grad der Neurogenesehemmung (Ekdahl, 2003). Einer
der hierbei im Vordergrund stehenden Mediatoren scheint Interleukin-6 zu sein (Vallieres,
2002). Wir konnen in unseren jungsten Ergebnissen zeigen, dass Interleukin-6 den zellularen
Mechnismus der anti-tumorigenen Wirkung von 5-HT,,R auf Mikrogliazellen vermittelt.
Daruberhinaus sezernieren Mikrogliazellen ebenfalls BDNF (brain derived neurotrophic factor)
(Coull, 2005). BDNF gehort zu der Gruppe der Neurotrophine und spielt eine wesentliche
Rolle in der Entwicklung des peripheren und zentralen Nervensystems. BDNF selbst bindet
an den Tyrosinkinase-Rezeptor (Trk) B. Diese Bindung von BDNF an den TrkB-Rezeptor fuhrt
zur Aktivierung zahlreicher intrazellularer Signalkaskaden, z.B. dem der Phosphatidylinositol-
3-Kinase (PI3K). Diese wiederum steuert die Transkription verschiedener Gene - unter
anderem auch die der GABA ,-Rezeptor-Untereinheiten a,, und vy, (Bulleit, 2000). GABA
selbst ist in Vorlauferzellen in der SVZ reichlich verfugbar (Wang, 2003) und migrierende
neuronale Vorlauferzellen exprimieren GABA ,-Rezeptoren (Nguyen, 2003; Stewart, 2002;
Wang, 2003). Neuere Studien belegen, dass endogenes GABA Uber eine Aktivierung
von GABA,-Rezeptoren auf neuronalen Vorlauferzellen deren Migrationsgeschwindigkeit
signifikant reduziert (Bolteus, 2004). Eine Steigerung des GABA Releases aus NSZ oder
die Hemmung der Wiederaufnahme von GABA durch Astrozyten ahnliche Zellen steigert
dabei die Migrationshemmung und kontrolliert die Proliferation von NSZ (Liu, 2005). Diese
beschriebenen Eigenschaften des GABA,R auf NSZ sind identisch mit den von uns an
humanen und experimentellen Glioblastomen dargestellten. Wir sind somit bei der eingangs
dieser Schrift gestellten Frage nach dem zellularen Ursprung von Gliomen und der Frage, mit
welchem Zelltyp wir es zu tun haben.

Wir wissen, dass sich im Bereich der SVZ sowohl eine Gruppe relativ ruhender neuronaler
Stammzellen als auch eine Gruppe schnell proliferierende multipotente Vorlauferzellen befinden
(Alvarez-Buylla,A., 2004; Galli, 2003). Neben ihrer Fahigkeit sich zu teilen, sich selbst zu
erneuern und zu wandern, besitzen diese Zellen aber auch das Potential einer neoplastischen
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Transformation unterzogen zu werden (Recht, 2003). Obwohl die Identitat dieser neoplastisch
transformierten Zellen bisher nicht vollstandig geklart ist, wird diese Hypothese doch allgemein
akzeptiert (Berger, 2004; Holland, 2000; Jang, 2004; Stiles, 2008).

Vier verschiedene Zelltypen befinden sich in der adulten SVZ (Doetsch, 1999; Doetsch, 1997).
Ependymzellen (Typ E Zellen) kleiden das Ventrikellumen aus und sind essentiell fur die
Flussregulation des Liquors. Die Astrozyten ahnlichen Typ B Zellen sind charakterisiert durch die
Doppelprasenz von GFAP und Nestin (Nestin*/GFAP*), konnen sich selbst erneuern (Doetsch,
2002) und proliferieren sehr langsam (Morshead, 1994). Typ C Zellen zeigen keine Expression
von Intermediarfilamenten (Nestin/GFAP-) und werden auch ,transient amplifying progenitors*
genannt, da sie schnell proliferieren und migrierende PSA-NCAM positive Neuroblasten und
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen hervorrufen (Doetsch, 1997). Die Bedeutung der SVZ und
ihrer verschiedenen Zelltypen in der Genese von Glioblastomen wurde ferner untermauert
durch die Isolation von Neurospheren bildenden Zellen aus Glioblastomen (Ignatova, 2002),
durch Studien an tansgenen Mausen (Holland, 2000) und durch Studien von pranataler
Exposition mit Nitrosoharnstoffen (ENU) (Leonard, 2001; Oda, 1997; Savarese, 2005).

P53 ist eines der bekanntesten Tumorsuppressorgene das ebenfalls in Zellen der SVZ
exprimiert wird (Jori, 2003; van Lookeren Campagne, 1998). Eine aktuelle Studie zeigt, dass
der Verlust (Mutation, Deletion) von p53 zu deutlichen Veranderungen von Zelleigenschaften
in der SVZ fuhrt, wie z.B. der Proliferation (Gil-Perotin, 2006). Es ist bisher unklar, von welchem
Zelltyp der SVZ eine Gliomgenese ausgehen konnte oder ausgeht.

In Abgrenzung zum beobachteten Stammzelltropismus bei Glioblastomen konnten wir
zeigen, dass andere pathologische Ereignisse im ZNS, wie z.B. eine zerebrale Ischamie, eine
ganzlich andere qualitative und quantitative Beteiligung neuronaler Stammzellen bedingt. Dies
ist plausibel, da bei einem ischamisch bedingten Zelluntergang restaurative und reparative
Prozesse im Vordergrund stehen sollten. Welche Mechanismen und Regulationsprozesse
letzlich darUber entscheiden, wann und wie neuronale Stammzellen aktiviert werden, welche
Modulationsprozesse ihre Migration und Differenzierung steuern und wie die verschiedenen
Zelltypen des Hirnparenchyms unter dem Einfluss zahlreicher Neurotransmitter und
Neuromodulatoren dabei in diese Interaktionen eingreifen, ist Gegenstand unserer und meiner
gegenwartigen wissenschaftlichen Tatigkeit.

Der anti-tumorigene Effekt von neuronalen Vorlauferzellen wird altersabhangig uber eine
Steuerung der Zellproliferation in der SVZ kontrolliert. Dies geschieht auf Kosten der
Neurogeneseim Bulbus olfaktorius. Der Ursprung der Glioblastomzell-Apoptose induzierenden
neuronalen Vorlauferzellen liegt dabei zweifelsfrei in der SVZ selbst. Die Fahigkeit von
neuronalen Vorlauferzellen aus der SVZ von jungen und alten Tieren Glioblastomzell-
Apoptose zu induzieren, unterscheidet sich altersbedingt nicht. Die proliferative Fahigkeit von
neuronalen Vorlauferzellen auf ein Glioblastom ist von der Expression von D-Typ Cyclinen
abhangig. Der Verlust eines D-Typ Cyclins fuhrt zu einer signifikant reduzierte Ansammlung
von neuronalen Vorlauferzellen um experimentell induzierte Glioblastome (begrundet durch
eine reduzierte Proliferation in der SVZ), vergesellschaftet mit signifikant groReren Tumoren.
Wir schlussfolgerten aus diesen Beobachtungen, dass Cyclin D1 und D2 essentiell fur das
anti-tumorigene Antwortpotential von neuronalen Vorlauferzellen in der SVZ sind.
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Anregungen und Hilfestellungen herzlich danken.

Des weiteren mochte ich ausdrucklich allen Kolleginnen und Kollegen der Klinik far
Neurochirurgie, Helios Klinikum Berlin, danken, die mir im klinischen Alltag stets den Rucken
fur meine wissenschaftliche Tatigkeit frei gehalten haben.

Ohne die finanzielle Unterstitzung durch die Stiftung Neurochirurgische Forschung der
Deutschen Gesellschaft fur Neurochirurgie ware die Durchfuhrung der Experimente nicht
moglich gewesen. Hierfir mdchte ich mich sehr herzlich bedanken.

Abschlielend mdchte ich meiner Familie, Annette, Phillip, Fabian und Florian, sowie meinen
Eltern daflr danken, mir stets das Geflhl gegeben zu haben, dass es bei aller Freude an der
Arbeit noch etwas Wichtigeres gibt. Danke.



Erklarung 54

7 Eidesstattliche Erklarung

ERKLARUNG

gemald § 4 Abs. 3 (k) der HabOMed der Charité
Hiermit erklare ich, dass

- weder fruher noch gleichzeitig ein Habilitationsverfahren durchgefuhrt oder
angemeldet wird bzw. wurde,

- welchen Ausgang ein durchgefuhrtes Habilitationsverfahren hatte,

- die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfasst, die beschriebenen
Ergebnisse selbst gewonnen sowie die verwendeten Hilfsmittel, die Zusammen-
arbeit mit anderen Wissenschaftlern/Wissenschaftlerinnen und mit technischen
Hilfskraften sowie die verwendete Literatur vollstandig in der Habilitationsschrift
angegeben wurden

- mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.

Datum Unterschrift



