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Verzeichnis der Abkürzungen und Symbole

A1AR				    A1 Adenosin Rezeptor
AdoR				    Adenosinrezeptor
Akt				    Murine thymoma viral oncogene
AMPA				   L-α-Amino-3-hydroxy-5-methyloxazol-4-propionat
ATP				    Adenosin-5-triphosphat
BDNF				B   rain derived neurotrophic factor
bFGF				    Basic fibroblast growth factor
BGT				B    etaine GABA Transporter
BO				B    ulbus olfaktorius
BrdU				    5-Bromo-3’-Deoxyuridin
cAMP				   Cyclic adenosine monophosphate
CD				    Cluster of differentiation 
CD8				    Korezeptor des T-Zell-Antigenrezeptors			 
CCND1			   Cyclin D1
CCND3			   Cyclin D3
CD133			   Oberflächenprotein Prominin
CDK4				   Cyclin-dependent kinase 4
CDK6				   Cyclin-dependent kinase 6
CDKN2A			   Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
CNP				    2’,3’-Cyclic nucleotide 3’-phosphodiesterase
CNTF				   Ciliary neurotrophic factor
CPA				    N6-Cyclopentyladenosine
CX3CR1			   Chemokine (C-X3-C motif) receptor 1
DBI				    Diazepam binding inhibitor
DCX				    Doublecortin
DiI				    Di-octadecyl-tetramethylindocarbocyanine perchlorate
DMCM			   Methyl-6,7-dimethoxy-4-ethyl-beta-carboline-3-carboxylate
DMEM			   Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DOI				    (+/-)-1-(2,5-dimethoxy-4-iodophenyl)-2-aminopropane HCI
DsRed			   Red fluorescent protein 
EGFR				   Epidermal growth factor receptor
FASL				F    as ligand
FBS				F    etal bovine serum
FCS				F    etal calf serum
FGF2				F    ibroblast growth factor 2 (basic)
G0				    G0-Phase des Zellzyklus
GABA				   γ-Aminobuttersäure
GABA-RAP			   GABAA-receptor-associated protein
GAD				    Glutamatdecarboxylase
GAT				    GABA-transporter
GBM				    Glioblastoma multiforme
GD					     Gyrus dentatus
GFAP				   Glial fibrilary acid protein
GFP					    Green fluorescent protein
GL261			   Mouse glioma cell line
HE					     Hämatoxilin-eosin
HGFSF			   Hepatocyte growth factor/scattered factor
Iba					I     onizing calcium-binding adaptor molecule 
IGF-1				I    nsulin-like growth factor 1 (somatomedin C)
IL					I     nterleukin
Ki-67				    Proliferationsmarker

Abkürzungen und Symbole
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LPS					L    ipopolysaccharide
MAOI-A			   Monoamine oxidase type A inhibitors
MAPK				   Mitogen-activated protein kinase
MDM2				   Murine double minute Gen 2
MDM4				   Murine double minute Gen 4
MMP				    Metallopreotease
mRNA				   Messenger ribonucleic acid
MCA					    Middle cerebral artery
MCAo				   Middle cerebral artery occlusion
MMP				    Matrix Metallo-Proteinase
MRT					    Magnetresonanztomographie
Neu-N				   Neuronal nuclei
NG-2				    Neuron-glial chondroitin sulfate proteoglycan
NGF					    Nerve growth factor
NSAR				   Nichsteroidale Antirheumatika
NSZ					    Neuronale Stammzelle 
O2A					O    ligodendrocyte-type-2 astrocyte
P16INK4a			   Zyklin-abhängiger Kinaseinhibitor
p53					     Zelluläres Tumorsupressorprotein
PBS					    Phosphate buffered saline
PDGF				   Platelet derived growth factor
PET					    Positronenemissionstomographie
PI3K					    Phosphoinositide-3 kinase
PSA-NCAM			   Poly-sialated neural cell adhesion molecule
PTEN				   Phosphatase and Tensin homolog deleted on chromosome Ten
Ras 					R    at sarcoma oncogene
Rb					R     etinoblastom
RMS					R    ostral migratory stream
RNA					R    ibonukleinsäure
RT-PCR			R   everse transcription polymerase chain reaction
S100ß				   Calcium-bindendes Protein mit trophischen Eigenschaften 
SVZ					S    ubventrikuläre Zone
TfR					T     ransferrin Rezeptor
TGF					T    ransforming growth factor
TNF					T    umour necrosis factor
Trk					T     ropomyosin related kinase
TTX					    Tetrodotoxin
TUNEL			   Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end
					     labelling
ZNS					    Zentralnervensytem
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1 	 Einleitung
Medizinhistorisch lässt sich die gezielt operative Behandlung glialer Hirntumore bis in die 
Mitte des 19. Jahrhunderts zurückverfolgen. Initiale Begeisterung nach der ersten, 1884 
durchgeführten, offenen Hirntumoroperation durch Rickman Godlee und Hughes Bennett, 
der klinisch den Prozess lokalisierte (Kaye, 1995), legte sich aber bereits zu Beginn des 
nächsten Jahrhunderts, nachdem offenbar wurde, dass Patienten mit einem höhergradigen 
Gliom chirurgisch nicht geheilt werden konnten und das Überleben nur marginal verlängert 
werden konnte. Einen entscheidenden Beitrag in dem Bemühen, das chirurgische Outcome 
zu verbessern, lieferte Harvey Cushing mit elementar neuen Operationstechniken. Er war es 
auch, der das erste histologische Graduierungssystem für Gliome entwickelte und es mit dem 
klinischen Outcome korrelierte (Bailey, 1926). Dieses System basierte auf morphologischen 
Ähnlichkeiten 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 Einführung der Strahlentherapie daran etwas ändern zu können, erfüllte sich 
nicht. Obwohl sich die mittlere Überlebenszeit für höhergradige Gliome um mehrere Wochen 
verbesserte, änderte sie doch nichts am Langzeitüberleben. Die letztendliche Kombination 
von chirurgischer Tumorreduktion, postoperativer Bestrahlung und Chemotherapie, die mit 
der Verfügbarkeit Blut-Hirn-Schranken-gängiger Nitrosoharnstoffe möglich wurde, etablierte 
ein noch heute gültiges Standardprotokoll in der Behandlung maligner Gliome (Maher, 2001; 
Shapiro, 1999; Stupp, 2005). 
Mitte des 19. Jahrhunderts prägte 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 weiß man, 
dass die Zahl der Gliazellen im Zentralnervensystem die der Neurone um ein Zehnfaches 
übersteigt. Weil Gliazellen aber elektrisch nicht erregbar sind, wurde ihnen lange Zeit sehr 
viel weniger Aufmerksamkeit gewidmet als ihren auffälligeren Nachbarn, den Neuronen, 
und es wurde ihnen nur eine Stützfunktion zugeschrieben. Erst der Fortschritt in der 
Zellbiologie in den letzten beiden Jahrzehnten ermöglichte 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 Plastizität des Zentralnervensystems übernehmen. Sie bilden bei der Entwicklung des 
Nervensystems Leitstrukturen, sezernieren neurotrophe Faktoren und sind maßgeblich an 
immunologischen Prozessen im Gehirn beteiligt. Gerade bei pathologischen Zuständen des 
Zentralnervensystems und bei der Regeneration scheinen Gliazellen häufig involviert zu 
sein. 
Einer der Hauptgründe für 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 präexistenter Strukturen (secondary structure of Scherer) (Scherer, 1940). Dieses 
Wanderungsverhalten der Glioblastomzellen im Hirnparenchym in Form von subpialer/
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intrafaszikulärer Ausbreitung und perineuronaler/perivaskulärer Umhüllung ähnelt dabei 
sehr dem Wanderungsverhalten während der ZNS-Entwicklung. Überhaupt zeigen Gliome 
zahlreiche Eigenschaften von Vorläuferzellen, wie beschriebenes Wanderungsverhalten 
und Selbstreplikation, die letztendlich in der Frage münden müssen, 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 empfänglich für eine neoplastische Transformation ist bzw. wäre 
(Stiles, 2008). 
Wir wissen heute, dass sowohl neuronale Stammzellen als auch gliale Vorläuferzellen 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 subventrikulären Zone (Sanai, 2004), dem Gyrus dentatus 
im Hippokampus (Eriksson, 1998) und der subkortikalen weißen Substanz (Nunes, 2003). 
Für Stammzellen des Gehirns bedeutet Multipotenz die Fähigkeit, die drei hauptsächlichen 
neuroektodermalen Zelltypen des Gehirns - Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten 
- hervorbringen zu können. Gliale Vorläuferzellen 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 periventrikulären weißen Substanz 
(Armstrong, 1992), in der subventrikulären Zone (Fidler, 1999), im Gyrus dentatus (Eriksson, 
1998) und im Rückenmark (Shihabuddin, 1997). Unter Vorläuferzellen verstehen wir hierbei 
teilungsfähige, unipotente Stammzellen, aus denen somit Astrozyten und Oligodendrozyten 
hervorgehen können. 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 für das biologische Verhalten 
glialer Hirntumore zukommt. Noch bis vor kurzem galt die Expression von Rezeptoren für 
Neurotransmitter und Neuromodulatoren ausschließlich neuronalen Zellen im 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 beschäftigt sich zunächst mit der Frage, welchen 
Einfluss klassische Botenstoffe des ZNS wie GABA (γ-Aminobuttersäure) und Adenosin auf das 
In-vivo- und In-situ-Verhalten glialer Hirntumore und deren Interaktion mit dem ZNS ausüben. 
Dafür sind eigens neuartige Modelle entwickelt worden, die eine gezielte Untersuchung der 
Tumorzell-Hirnparenchym-Interaktion in situ erlaubt. Diese Arbeiten stellen die Grundlage 
für die Identifizierung 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 Fällen 
pro Jahr in Deutschland und werden bislang neuropathologisch als primäre Hirntumore definiert, 
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die histologisch, immunhistochemisch und ultrastrukturell Merkmale glialer Differenzierung 
aufweisen. Ihr exakter histogenetischer Ursprung ist unklar. Das bisher am häufigsten 
verwendete Klassifizierungssystem für 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 Malignität eingeteilt. Histologische 
Kriterien von Malignität sind dabei eine hohe Zelldichte, hohe Mitoserate, Zellkernpleomorphie, 
strichförmige Nekrose mit Pseudopallisade und Gefäßproliferate. Einer der Gründe für die 
Therapieresistenz des Glioblastoma multiforme (GBM), der malignesten Form der Gliome, ist 
der komplexe Charakter der Tumorentität 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, mikrovaskulärer Proliferation und pseudopalisadenförmig ausgerichteter Nekrose und 
es ist multiform genetisch mit zahlreichen Deletionen, Amplifikationen und Punktmutationen, 
die zu einer Aktivierung oder Unterbrechung zahlreicher Signaltransduktionskaskaden führen 
(Holland, 2000). So haben molekulargenetische Untersuchungen gezeigt, dass in Gliomen 
Wachstumsfaktoren und ihre 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, für gewöhnlich überexprimiert und amplifiziert sein 
können. Zellzyklus steuernde Cyclin-abhängige Kinasen wie CDK4 (Übergang G1/S Phase) 
und CDK6 (Übergang G1/S Phase) und die Cycline CCND1 und CCND3 (beide Übergang 
G1/S Phase) sind ebenfalls überexprimiert und amplifiziert. Das Tumorsuppressorgen 
p53 ist mutiert/deletiert und seine als Protoonkogene fungierenden Inhibitoren MDM2 
und MDM4 sind überexprimiert und amplifiziert. Im Weiteren zeigt sich das häufigere 
Auftreten einer Unterbrechung der Zellzyklusruhephase (G0) durch Verlust von p16INK4a, 
einem Tumorsuppressorgen, Verlust von 
CDKN2A (CDK4 und CDK6 Inhibitor) und 
Verlust des Retinoblastomgens (RB), 
ebenfalls einem Tumorsuppressorgen  
(Holland, 2001). Zusätzlich zeigt das GBM 
den häufigen Verlust von 10q22-25, einer 
Chromosomenregion, die verschiedene 
Tumorsupressoren, vor allem PTEN 
(phosphatase and tensin homologue), 
beinhaltet (Holland, 2000). Auf eine 
Differenzierung zwischen primärem GBM 
(Typ 2 GBM, de novo GBM) und sekundärem 
GBM wird hier nicht näher eingegangen, ersteres ist u.a. gekennzeichnet durch das Fehlen 
von p53 Mutationen. Gliome zeigen insgesamt eine dezidiert intratumorale Heterogenität 
(Ishii, 1999), d.h. innerhalb desselben Tumors finden sich meist unterschiedlich differenzierte 
und unterschiedlich maligne Anteile. Es wird geschätzt, dass 1 von 1000 kultivierten p53-
defizienten GBM-Zellen Genmutationen aufweist (Livingstone, 1992). Dies würde bedeuten, 

Abbildung 1
Pfade der Gliomgenese (Holland, 2001)
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dass ein GBM in vivo bei einer geschätzten Zellzahl von 109 ca. 106 Zellen mit Genmutationen 
trägt.    
Letztendlich stehen zurzeit folgende ungeklärte Fragen im Vordergrund: 
(1.)	 Was ist der zelluläre Ursprung von Gliomen?
(2.)	 Was ist die Ätiologie und der Mechanismus des Migrations- und Invasionsverhaltens 

von Gliomen?
(3.)	 Was ist die Ätiologie und der Mechanismus der Gliom-Hirnparenchym-Interaktion?
Die hier vorliegende Schrift wird versuchen, Lösungsansätze 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. Demgegenüber sind Mikrogliazellen makrophagenähnliche Zellen, die im 
Mesoderm entstehen und während der embryonalen Entwicklung in das Nervensystem 
einwandern. In besonders engem Kontakt zu den neuronalen chemischen Synapsen 
stehen die Astrozyten mit ihren “perisynaptischen Ausläufern”. Im Gegensatz zu Neuronen 
kommunizieren Astrozyten nach heutigem Kenntnisstand nicht über schnelle chemische 
Synapsen miteinander sondern über zahlreiche elektrische Synapsen (“gap junctions”) 
sowie parakrin über chemische Signalstoffe. Gliazellen setzen eine Reihe von Zytokinen, 
Neurotrophinen und Transmittern frei und können selbst Ziele neuronaler Signalstoffe und 
Synapsen sein. Es wird vermutet, dass die Neuroglia in vielfältiger 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, 
mononukleären 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 
ist die Mikroglia durch eine weit verzweigte 
Morphologie gekennzeichnet (Nimmerjahn, 
2005). Während das Soma der Zelle relativ 
fixiert im Gewebe verbleibt, sind die mikroglialen 
Fortsätze stets in Bewegung. Diese dynamische 
und kontinuierliche Bewegung erlaubt es der 
Zelle, die Umgebung auf jegliche Arten von 
Veränderungen abzusuchen .
Als potentiell zytotoxische Phagozyten an der unspezifischen Abwehr beteiligt, stellen sie 
über ihre Fähigkeit zur Antigenpräsentation die Verbindung zur spezifischen Immunantwort 
her (Hanisch, 2007; Kreutzberg, 1996). Nicht nur körperfremdes Material und entartete 
Zellen sondern vermutlich schon geringste Störungen der Gewebehomöostase können 
die Mikroglia in einen aktivierten Zustand versetzen. Dementsprechend werden aktivierte 

Abbildung 2
Mikrogliale Aktivierungsstadien (Hanisch, 2007)
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Mikrogliazellen bei zahlreichen pathologischen Prozessen wie Schädelhirntraumata, ZNS-
Infektionen, Schlaganfällen, degenerativen Erkrankungen und Hirntumoren histologisch 
nachgewiesen. Der mikrogliale Transformationsprozess ist nicht nur durch Veränderungen der 
Morphologie und Motilität charakterisiert. Mit der Aktivierung kommt es zur verstärkten oder 
De-novo-Expression verschiedener Oberflächenmarker, das Ionenkanalmuster ändert sich, 
und die phagozytotische Aktivität nimmt zu (Färber, 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 Veränderungen ist, sondern dass diese Zellen an deren Verlauf aktiv 
teilnehmen. Während der frühen Ontogenese an der Gewebereifung beteiligt, dient die im 
ZNS verbleibende Mikroglia nachfolgend als Sensor und Effektor pathophysiologischer 
Veränderungen. Dabei haben diese Zellen vermutlich überwiegend eine protektive und 
restaurative Funktion. Durch überschießende Reaktionen auf Aktivierung, beispielsweise eine 
exzessive Ausschüttung potentiell toxischer Substanzen, stehen sie allerdings zunehmend 
im Verdacht, unter bestimmten Bedingungen an sekundären Schadenskaskaden in Hirn und 
Rückenmark 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 Vorläuferzellen und 
(2.) nach der Vaskularisierung des Gehirns eingewanderte zirkulierende Monozyten (Chan, 
2006). Mikrogliazellen weisen somit phänotypisch 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-6Chi Monozyten (Mildner, 2007).  
Neben ihrer charakteristischen Morphologie unterscheiden sich Mikroglia auch in der 
Expression ihres Ionenkanalmusters von peripheren Monozyten und Makrophagen (Färber, 
2005). Es existiert jedoch heute kein Antikörper, der in der Maus spezifisch Mikroglia, nicht 
aber Makrophagen anderer Gewebe markiert. 
Verstärkt 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 können (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 Schlüsselmodulatoren 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, ihre Fähigkeit zur 
unbegrenzten Selbst-Erneuerung und ihre Potenz, Zelltypen des Körpers bilden zu können. 
Die Zygote als einzig totipotente Stammzelle kann einen vollständig 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 für gewebespezifische 
Progenitorzellen, die nur noch begrenzte Fähigkeiten 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 können (Zhao, 2008). 
Als adulte Stammzellen werden Gewebestammzellen bezeichnet, die auch im erwachsenen 
(adulten) menschlichen Organismus aus den unterschiedlichen Geweben isoliert werden 
können. Adulte neuronale Stammzellen (NSZ) konnten aus mehreren Regionen des 
erwachsenen Säugerhirns isoliert werden. Die Regionen mit spontaner Neurogenese bis 
ins hohe Erwachsenenalter umfassen den Gyrus dentatus (GD) des Hippokampus und 
ein System aus subventrikulärer 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). 
Über 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 Vorläuferzellen scheinen 
aber auch radiale Gliazellen, die während 
der Embryonalentwicklung Leitstrukturen für 
die neuronale Migration von Vorläuferzellen 
bilden, Stammzellaktivität zu besitzen und 
diese Eigenschaft auch noch im adulten Gehirn 
aufzuweisen (Ihrie, 2008; Malatesta, 2008; 
Pinto, 2007). 
Welcher Zelltyp die eigentliche Stammzelle 
in den neurogenen Zonen darstellt, ist bisher 
letztlich nicht eindeutig geklärt. Dies ist auch 
darin begründet, dass im Gegensatz zu anderen Stammzelltypen neuronale Stammzellen 
bisher nicht über einen spezifischen Zellmarker identifiziert und definiert werden können. 
Existierende Kandidatenmarker umfassen nicht alle neuronale Stammzellen sondern nur 
jeweilige Subfraktionen der Zellen zu einem bestimmten Zeitpunkt ihrer Differenzierung. 
Verkomplizierend kommt hinzu, dass organspezifische Stammzellen ihre Spezifität auf 
mehrere Organe umstellen können (Trans-Differenzierung), so z.B. hämatopoetische 
Stammzellen in vivo und in vitro neuronal ausreifen (Jiang, 2003; Priller, 2001; Priller, 2001). 
Neue Untersuchungen zeigen darüber hinaus, dass hämatopoetische Stammzellen mit 

Abbildung 3
Adulte Neurogenese (Zhao, 2008)
(A) Sagittale und coronare Ansicht eines Maushirns mit 
Orten stattfindener Neurogenese, der SVZ und dem GD des 
Hippokampus. In der SVZ gebildete Neuroblasten wandern über 
den RMS in den BO, wo sie ausdifferenzieren. (B–E) Neurogenese 
dargestellt durch BrdU-Inkorporation im BO  (B), RMS (C), SVZ 
(D) und GD (E). Farben B-E: rot: BrdU; grün: NeuN. (F und G) 
Neugebildete Neurone im BO und GD. Farben: rot: NeuN; grün: 
GFP; blau: DAPI.
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anderen Zellen fusionieren können (Alvarez-Dolado, 2007; Alvarez-Dolado, 2003; Johansson, 
2008; Pawelek, 2008). 
Nach wissenschaftlicher Etablierung einer begrenzt adulten zellulären Plastizität des 
Säugetiergehirnes (Carpenter, 1999; Nunes, 2003) stehen jetzt die Charakterisierung 
und Identifizierung der modulativen Ressourcen adulter Stamm- und Vorläuferzellen bei 
pathologischen Prozessen wissenschaftlich im Vordergrund (Daley, 2008; Kempermann 2006; 
Rossi, 2008). Wie bereits erwähnt, ist die Frage, womit wir es bei Gliomen morphologisch und 
auf Einzelzellniveau zu tun haben, gänzlich ungeklärt. Die Hypothese der Entstehung von 
Gliomen aus Stammzellen wird u.a. durch die Beobachtung gestützt, dass die kombinierte 
Aktivierung von Ras und Akt (beides Protoonkogene) in neuronalen Vorläuferzellen zur 
Bildung von Glioblastomen in der Maus führt (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 könnten. Andererseits haben 
Studien das Potential neuronaler Stammzellen z.B. als therapeutische Vehikel zur Behandlung 
experimenteller Gliome aufgrund ihrer ausgeprägten Migrationseigenschaften gezeigt 
(Aboody, 2000). Die Frage, ob Gliome letztlich aus einer zumindest multipotenten neuronalen 
Stammzelle hervorgehen, ist bisher nicht geklärt bzw. beantwortet. Teilweise erklären könnte 
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 präsentierten Daten werden sich mit der Frage auseinandersetzen, 
ob der für immortalisierte neuronale Vorläuferzellen bekannte Tropismus (Aboody, 2000) 
und antitumorerzeugende Effekt in vitro und in vivo (Staflin, 2004) für Glioblastome auch 
für endogene neuronale Vorläuferzellen existiert und ob dieser Tropismus spezifisch für 
Glioblastome ist und sich zu anderen ZNS-Pathologien, wie z.B. der Ischämie, abgrenzen 
lässt.   

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 erfüllen. Per 
definitionem müssen Neurotransmitter von einem Neuron selbst synthetisiert werden, in den 
präsynaptischen Endigungen vorkommen und im synaptischen Spalt in einer Menge freigesetzt 
werden, um an der postsynaptischen Membran eine Erregung oder Hemmung der elektrischen 
Membranantwort herbeizuführen. Zu den Neuromodulatoren zählen die Neuropeptide, derzeit 
sind mehr als 50 neuroaktive Peptide identifiziert und die nicht-peptidergen Neuromodulatoren 
wie z.B. die Purine (Adenosin). Zu den Neurotransmittern zählen Acetylcholin, die biogenen 
Amine (Dopamin, Serotonin, Noradrenalin, Adrenalin, Histamin) und die Aminosäuren 
Glutamat, Glyzin und GABA (γ-Aminobuttersäure). GABA ist der bedeutendste inhibitorische 
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Neurotransmitter und ist sowohl für die Regulation der synaptischen Transmission als auch für 
die Inhibition der neuronalen Aktivität zuständig. GABA wird aus Glutamat unter Katalyse der 
Glutamat-Decarboxylase (GAD) synthetisiert. Die Wirkungen werden durch drei verschiedene 
Rezeptoren, GABAA, GABAB und GABAC, vermittelt. Bei den GABAA-Rezeptoren handelt 
es sich um ligandengesteuerte Chloridionenkanäle, die aus verschiedenen Untereinheiten 
(α1-6, β1-3, γ1-3, δ, ρ1-2) bestehen (Antonopoulos, 1997; Tyndale, 1994) und durch GABA 
geöffnet werden. GABAA-Rezeptoren zeigen eine pentamere Untereinheitenstruktur, die zu 
verschiedenen Familien gehören können, aber alle aus jeweils 4 transmembranären Domänen 
bestehen. Ein selektiver GABAA-Agonist ist das Fliegenpilzgift Muscimol, ein kompetitiver 
Antagonist das Alkaloid und Krampfgift Bicucullin. Ionotrope GABAA-Rezeptoren werden von 
Astrozyten in vitro und in situ exprimiert (Fraser, 1995; Kettenmann, 1987). Im Gegensatz zu 
ausgereift neuronalen GABAA-Rezeptoren führt ihre Aktivierung in Astrozyten aber zu einer 
ausgeprägten Depolarisation. Neben der Öffnung von Cl--Kanälen führt eine Aktivierung von 
GABAA-Rezeptoren in Astrozyten zu einer lang anhaltenden Blockade der K+-Leitfähigkeit 
und einer Aktivierung spannungsgeregelter Ca2+-Kanäle (Kettenmann, 1984). 
Adenosin wird von metabolisch aktiven Zellen über die Degradierung von ATP freigesetzt und 
wirkt als Ligand der sogenannten Adenosinrezeptoren (P1; AdoR), einer Familie G-Protein- 
gekoppelter 7-Transmembrandomänen-Rezeptoren, von denen bisher 4 Subtypen A1, A2A, 
A2B, A3 bekannt sind (Fredholm, 2001). Adenosin vermittelt bei den A1-Adenosin-Rezeptoren 
(A1AR) Signale über inhibierende G-Proteine (Gαi), die die Adenylylcyclase inhibieren und 
somit das cAMP-Niveau der Zelle erniedrigen. Gαi wirkt hauptsächlich als Stimulator der 
Phospholipase C und erhöht hierdurch den Ca2+-Spiegel der Zelle, kann aber auch über seine 
βγ-Untereinheit über p21ras die MAPK- (mitogen activated protein kinase) Kaskade aktivieren. 
Es ist bekannt, dass Astrozyten alle vier Subtypen von Adenosinrezeptoren exprimieren und 
die Aktivierung von A1AR auf ihnen die Produktion von neurotrophen Faktoren wie NGF (nerve 
growth factor), TGFβ (transforming growth factor) und S100β stimuliert (Ciccarelli, 2001). 
Die Annahme, dass Neurotransmitter chemische Botenstoffe sind, die ausschließlich der 
Signalübertragung 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). Darüber hinaus ist bekannt, dass die exzessive Freisetzung 
von Glutamat und der gleichzeitige Verlust der Wiederaufnahme einen entscheidenden 
Mechanismus der Glioblastomexpansion und parallelen Neurotoxizität darstellt (Sontheimer, 
2003; Takano, 2001). Glioblastome exprimieren Ca2+-permeable AMPA Glutamatrezeptoren, 
denen die Glutamatrezeptor-2-Untereinheit fehlt. Diese Ca2+-Permeabilität ist eine 
entscheidende Eigenschaft für Proliferation und Migration. Die vermehrte Expression der 
Glutamatrezeptor-2-Untereinheit führt zu Ca2+-impermeablen Glutamatrezeptoren, die bei 
Glioblastomen zur Apoptose und Hemmung der Invasion führt (Ishiuchi, 2002). Über ein 
modifiziertes Glutamat-Signal erreichen Glioblastome somit sowohl die Stimulation ihres 
eigenen Wachstums und Invasion, während 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 zellulären 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.  
Zellulär liegt in Hinblick auf diese Fragestellung der Schwerpunkt auf glialen Tumorzellen 
und der Mikroglia als immunkompetente Zelle des ZNS. Um diese Interaktion untersuchen zu 
können, mussten zunächst Modelle entwickelt werden, die eine eindeutige Identifizierung und 
Modulation beider Zelltypen sowohl in vitro als auch in vivo ermöglichen. 
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 mögliche induzierbare antitumorerzeugende 
Effekte.
Ein während dieser Untersuchungen durch uns neu entdeckter zellulärer Mitspieler sind 
endogene neuronale Vorläuferzellen. Hier stellte sich uns die Frage, ob der für immortalisierte 
neuronale Vorläuferzellen bekannte Tropismus und antitumorerzeugende Effekt in vitro und 
in vivo für Glioblastome auch für endogen neuronale Vorläuferzellen existiert und ob dieser 
Tropismus spezifisch für Glioblastome ist und sich zu anderen ZNS-Pathologien, wie z.B. 
der Ischämie, abgrenzen lässt. Auch hier mussten zunächst Modelle entwickelt werden, die 
es erlauben, Tumorzellen (Tumorstammzellen) von neuronalen Vorläuferzellen sicher zu 
differenzieren.  
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3 	 Ergebnisse
3.1	 Die Bedeutung funktionaler GABAA-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

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression von funktionalen GABAA-Rezeptoren 
in Gliomen mit dem Grad ihrer Malignität korreliert. Niedriggradige Gliome exprimieren den 
Rezeptor, während höhergradige Gliome und Gliomzelllinien den Rezeptor nicht aufweisen. 
Experimentelle Glioblastomzelllinien wurden mit einem Fluoreszenzprotein vor Injektion 
im Ratten-Gliom-Modell stabil markiert. Dies ermöglichte die eindeutige Identifizierung der 
Tumorzellen im akuten Hirnschnittpräparat 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  GABAA-Rezeptoren 
in situ. Um den Mechanismus der durch das Hirnparenchym induzierten GABAA-Rezeptor- 
Expression zu evaluieren, führten wir Co-Kultur-Experimente von Glioblastomzelllinien mit 
primär kultivierten Astrozyten, Oligodendrozyten, Mikroglia, Endothelzellen, Fibroblasten 
und Neuronen durch. Ausschließlich in Co-Kulturen von Tumorzellen mit Neuronen fand sich 
eine Induktion des GABAA-Rezeptors. Diese Induktion erfolgte zellvermittelt und zu 100%. 
Die Modulation des GABAA-Rezeptors in diesen Co-Kulturen zeigte einen signifikanten 
Einfluss auf den Tumorzellmetabolismus. Die hier beobachtete GABAA-Rezeptor-Induktion 
auf Glioblastomzellen in situ initiiert sowohl eine Aktivierung der Cl-- Leitfähigkeit als auch 
eine lang anhaltende Blockade der Ruhe-K+-Leitfähigkeit. Dieser Effekt wird ebenfalls in 
glialen Vorläuferzellen, Bergmann-Gliazellen und Körnerzellen beobachtet. Der „in situ“ 
GABAA-Induktionsmechanismus  erfolgt  direkt  zellvermittelt  zwischen Neuronen und 
Glioblastomzellen und die Expression des GABAA-Rezeptors nach direkter Neuronen 
vermittelter Induzierung auf Glioblastomzellen ist selbst proliferationshemmend.
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3.2		 Die Bedeutung funktionaler A1-Adenosin-Rezeptoren (A1AR)  
	 Synowitz M, Glass R, Färber K, Markovic D, Kronenberg G, Herrmann K,
	S chnermann 	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 A1-Adenosin-Rezeptor (A1AR)-defizienten Mäusen signifikant gesteigert ist und mit 
einer ebenfalls signifikant erhöhten Akkumulation von Mikrogliazellen im Tumor und der 
Tumorrandzone assoziiert ist. A1AR 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 Hemisphäre tumortragender 
Tiere. Um die Funktionalität der A1AR Expression während der Glioblastom-Hirnparenchym-
Interaktion zu testen, studierten wir das Wachstum experimenteller Glioblastome in 
organotypischen Hirnschnittkulturen. Die spezifische Aktivierung von A1AR in Glioblastom-
injizierten Hirnschnittkulturen führte dabei zu einer signifikanten Tumorreduktion über 
einen Beobachtungszeitraum von vier Tagen. Nach selektiver Ausschaltung der Mikroglia 
im Hirnschnittkulturmodell und anschließender Glioblastominduktion führte die spezifische 
Modulation des A1AR 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 
subventrikulären Zone zu experimentellen Glioblastomen in situ wandern und sie umhüllen. 
Diese Assoziation von endogen neuronalen Stammzellen mit syngenen Tumortransplantaten 
wurde nach der Glioblastominduktion von DsRed-mearkierten GL261- Glioblastomzellen ins 
Frontalhirn transgener Mäuse, 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 Oberflächenmarker, die charakteristisch für „noncommitted“ und „committed“ 
Vorläuferzellen sind. Nestin-GFP-positive Zellen wurden darüber hinaus in akuten Hirnschnitten 
elektrophysiologisch charakterisiert. 5-Bromodeoxyuridine-Markierungen und „dye tracing“ 
Experimente offenbarten den Ursprung der Glioblastom-assoziierten Vorläuferzellen in der 
subventrikulären Zone (SVZ). Darüber hinaus konnten wir mit Explantatkulturen der SVZ 
den Tropismus der neuronalen Vorläuferzellen für Glioblastome bestätigen. Die Glioblastom-
induzierte Akkumulation von endogen neuronalen Vorläuferzellen sinkt mit zunehmendem 
Alter der Tumorempfänger. Diese Beobachtung korreliert signifikant mit einem gesteigerten 
Glioblastomwachstum und einer signifikant verkürzten Überlebenszeit bei alten, ausgereiften 
Mäusen. Eine Co-Injektion von Glioblastomzellen mit neuronalen Vorläuferzellen verbesserte 
das Überleben alter Mäuse signifikant auf das Niveau junger Tiere. Co-Kultur-Experimente 
zeigen, dass neuronale Vorläuferzellen die Proliferation von Glioblastomzellen hemmen und 
Apoptose in den Tumorzellen induzieren. Unsere Ergebnisse sind ein erstes Indiz dafür, 
dass Glioblastome endogene neuronale Vorläuferzellen anlocken können und die Präsenz 
neuronaler Vorläuferzellen selbst antitumorigen ist und mit zunehmenden Alter abnimmt. 
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3.4	 Zerebral ischämisch 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 Ischämie kann eine Aufregulation des Intermediärfilamentes 
Nestin beobachtet werden. Die Bedeutung dieser Aufregulation ist bisher nicht entschlüsselt. 
In dieser Studie nutzten wir transgene Mäuse, 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 minütigem Verschluss der Arteria 
cerebri media (MCAo) und Reperfusion zu untersuchen. Die Population Nestin-GFP positiver 
Zellen stieg im Bereich der Penumbra und des Zentrums der ischämischen Läsion bis zu 
4 Tagen an, wurde nicht TUNEL-positiv und konnte bis zu 8 Wochen in der Läsionsnarbe 
nachgewiesen werden. Nestin-GFP positive Zellen proliferieren in situ und unterziehen sich 
einer vollständigen Zellteilung. Nestin-GFP positive Zellen werden nicht aus der subventrikulären 
Zone rekrutiert. Nestin-GFP positive Zellen exprimieren NG-2 und das Nestinprotein, aber 
nicht typische Marker ausgereifter Astrozyten wie GFAP oder S100β. Umgekehrt zeigt die 
Mehrzahl GFAP positiver Zellen keine Nestin-Expression und umgibt die ischämische Läsion 
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 ischämischen Insult induziert wird. 
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3.5	 Antitumorigener Effekt endogener neuronaler Vorläuferzellen
	 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
	T he anti-tumorigenic response of neural precursors depends on subventricular 		
	 proliferation and age
	 Stem Cells (2008), pp  *contributed equally

Endogen neuronale Vorläuferzellen sind anti-tumorigen gegen ein experimentell induziertes 
Glioblastom in Mäusen 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 Vorläuferzellen altersabhängig über eine Steuerung der 
Zellproliferation in der SVZ kontrolliert wird und dass neuronale Vorläuferzellen, die sich 
im Bereich der Tumorrandzone ansammeln, von ihrem physiologisch vorgegebenen Weg 
im rostral migratorischen Strom zum Bulbus olfaktorius abgezweigt werden. Experimentell 
induzierte Glioblastome führen zu einer Reduktion der Proliferation von neuronalen 
Vorläuferzellen in der SVZ erwachsener Mäuse (Alter 90 Tage), aber nicht in jungen Tieren 
(Alter 30 Tage). Erwachsene Tiere können somit weniger endogene neuronale Vorläuferzellen 
an den Tumor liefern und haben signifikant größere 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 
Immunzelldensität in den Tumoren zwischen jungen und erwachsenen Tieren. Die Fähigkeit 
von neuronalen Vorläuferzellen aus der SVZ von jungen und alten Tieren Glioblastomzell-
Apoptose zu induzieren unterscheidet sich nicht. Die proliferative Fähigkeit von neuronalen 
Vorläuferzellen auf ein Glioblastom ist von der Expression von D-Typ Cyclinen abhängig. In 
jungen Tieren exprimieren neuronale Vorläuferzellen sowohl Cyclin D1 als auch Cyclin D2. 
Physiologisch-altersbedingt kommt es zu einem Verlust von Cyclin D1, so dass neuronale 
Vorläuferzellen im Erwachsenenalter nur noch Cyclin D2 exprimieren. In jungen und alten 
Cyclin D2-defizienten Tieren beobachteten wir eine signifikant reduzierte Ansammlung von 
neuronalen Vorläuferzellen um experimentell induzierte Glioblastome, vergesellschaftet mit 
signifikant größeren Tumoren. Wir schlussfolgerten aus diesen Beobachtungen, dass Cyclin 
D1 und D2 essentiell für das anti-tumorigene Antwortpotential von neuronalen Vorläuferzellen 
in der SVZ sind. Der Verlust eines Cylins führt zu einem kleineren Pool von proliferierenden 
Vorläuferzellen in der SVZ, zu einer somit reduzierten Migration von Vorläuferzellen auf 
den Tumor und letztlich zu einer reduzierten anti-tumorigenen Aktivität von neuronalen 
Vorläuferzellen 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 
GABAA-Rezeptoren als Differenzierungs-, Migrations- und Proliferationsfaktor während 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 während der Entwicklung fungieren können, 
ist nicht neu (McMahon, 1974). So werden im sich entwickelnden Kortex frühzeitig GABAA- 
und Glutamatrezeptoren exprimiert, die über endogen freigesetzte Liganden hemmend auf die 
Proliferation einwirken (LoTurco, 1995). Die Hypothese, dass die Neurotransmitter-vermittelten 
Mechanismen, die während der ZNS-Entwicklung regulativ wirken, auch einen Einfluss auf 
die Genese von Glioblastomen haben könnten, ist naheliegend. Gerade der hier erstmals 
aufgezeigte Induktionsmechanismus der neuronal vermittelten GABAA-Rezeptor-Expression 
auf Glioblastomzellen unterstützt diese Vermutung. Entscheidend neben der Frage der 
Rezeptorexpression ist die der Ligandenverfügbarkeit. Aus welchen Quellen könnte letztlich 
GABA kommen? Sind Neurone, Oligodendrozyten, Mikroglia/Makrophagen, reaktive Astrozyten, 
Astrozyten, Tumorzellen, Endothelzellen und/oder Stammzellen Quelle für Produktion und 
Sekretion? Bekannte Hauptquelle der GABA-Produktion und Sekretion sind inhibitorische 
Neurone. Neben einer phasischen Inhibierung aus präsynaptischer GABA-Freisetzung, die eine 
nicht kontinuierliche GABAA-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 GABAA-Rezeptoren. Mögliche Quelle für umgebendes GABA 
kann ein Überfluss (spillover) aus dem synaptischen Spalt sein (Ruiz, 2003; Scanziani, 2000). 
Unsererseits durchgeführte 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 Hemisphäre (bisher 
unveröffentlichte Daten). Auch die Inhibierung von neuronalen GABA-Transportern stellt 
eine theoretische Möglichkeit 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 
häufigste GABA-Transporter auf Astrozyten und weniger häufig 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-Tachiquín, 2002). Den Transportern 
werden verschiedene Funktionen zugeschrieben, über 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 präsynaptische Axon 
und auf die Kalzium-unabhängige Ausschüttung von GABA nehmen. Die GABA-Transporter 
gehören zu der Familie der NaCl-abhängigen Plasmamembrantransporter. Astrozyten sind in 
der Lage, bis zu mehreren 100µM 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 extrazellulär vorhandenes GABA über GABA-Transporter entfernt und 
würde damit zur Modulation nicht zur Verfügung stehen. So ist aber GABA nach Freisetzung 
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aus Astrozyten und vor Aufnahme durch Neurone in der Lage, GABAA-Rezeptoren zu aktivieren 
und neuronale Aktivität zu modulieren (Liu, 2000). Eine weitere theoretische Möglichkeit als 
GABA-Ressource würde über die Decarboxylierung von Glutamat bestehen, die durch GAD 
(Glutamat-Decarboxylase) vermittelt wird. Glutamat selbst ist im peritumoralen Gewebe durch 
exzessive Ausschüttung aus Tumorzellen und Hemmung der Wiederaufnahme erhöht (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 
GAD65-mRNA noch GAD67-mRNA (bislang unveröffentlichte Daten). 
Im Weiteren existieren mehrere Kandidatenmoleküle, die dafür bekannt sind, die Expression 
von funktionalen GABAA-Rezeptoren zu kontrollieren. So steuert bFGF die Expression der α4, 
β1 und γ1 GABAA-Rezeptor-Untereinheiten (Ma, 1998) und Testosteron α2 (Zhang, 1999). Ein 
weiterer ligandengesteuerter Chloridkanal neben dem GABAA-Rezeptor ist der GABAC- und 
der Glyzinrezeptor. Von uns durchgeführte elektrophysiologische Untersuchungen sowohl in 
vitro als auch in vivo zeigen keine Expression von funktionalen GABAC- und Glyzinrezeptoren 
auf Glioblastomen, so dass die bisher beobachteten Eigenschaften der Expression von 
GABAA-Rezeptoren auf Glioblastomen eine Eigenschaft des GABAA-Rezeptors und nicht des 
Chloridkanals zu sein scheinen. Neuere Untersuchungen bekräftigen die These, das nicht-
synpatisches GABA-signaling via GABAA-Rezeptoren einen entscheidenden Einfluss auf die 
proliferative Kontrolle z.B. von neuronalen Vorläuferzellen in der subventrikulären Zone (SVZ) 
besitzt (Liu, 2005). 
Weitere Bedeutung in Bezug auf den zellulären Mechanismus der GABAA-Rezeptor-
Expression auf Glioblastomen könnte dem zytosolisch angelagerten Protein GABAA-RAP 
(GABAA-receptor associated protein) zuteil werden, das an die γ2-Untereinheit des GABAA-
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 sowohl 
von GABAA-RAP als auch der γ2-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 Molekül, das im Eisenstoffwechsel 
aller Zellen eine wichtige Rolle spielt. Die TfR-Expression ist in sich teilenden Zellen gesteigert 
(Chitambar, 1983) und eine Überexpression ist für verschiedene Tumordignitäten, so auch 
für Glioblastome (Szekeres, 2002), beschrieben. Der GABAA-Rezeptor besitzt neben einer 
Bindungsstelle für GABA weitere allosterische Bindungsstellen für Benzodiazepine, Barbiturate 
und Steroide. Barbiturate erhöhen die Affinität des Rezeptors für GABA und verlängern die 
Öffnungsdauer des Chloridionen-Kanals um das Vier- bis Fünffache (in hoher Konzentration 
öffnen Barbiturate die Chlorid-Kanäle auch ohne GABA). Benzodiazepine erhöhen die 
Öffnungsfrequenz der Chloridkanäle und die Membranleitfähigkeit für Chlorid. Es ist bekannt, 
dass die Modulation des GABAA-Rezeptors über 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). GABAA-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 führt, also insgesamt damit immunsuppressiv wirkt (Tian, 
1999). Aktuelle Studien untermauern den anti-proliferativen Effekt von GABAA-Rezeptoren 
bei Gallenblasen-Karzinomen (Fava, 2005).
Die hier präsentierten Daten belegen, dass eine selektive Ausschaltung von A1AR im Prozess der 
Glioblastom-Hirnparenchym-Interaktion das Wachstum dieser Tumore signifikant unterstützt. Im 
Umkehrschluss bedeutet dies, dass über A1AR agierendes Adenosin selbst einen inhibierenden 
Einfluss auf das Glioblastomwachstum nehmen kann. Im Kontext der Glioblastome werden 
A1AR auf den Tumorzellen selbst und auf Tumorzell-assoziierter    Mikroglia exprimiert. In einem 
unserer experimentellen Ansätze, in dem wir A1AR-defiziente Mäuse nutzten, konnten wir die 
Bedeutung der Mikroglia für den funktional über A1AR- vermittelten Effekt herausarbeiten. 
Dies schließt nicht aus, dass Adenosin selbst einen direkten Einfluss auf die Tumorzellen 
ausüben kann. Mikroglia hingegen akkumuliert im Tumorrand, und diese Akkumulation ist in 
A1AR defizienten Tieren signifikant ausgeprägt. Die Bedeutung von Mikrogliazellen wird ferner 
bestätigt durch die Ergebnisse in unserem organotypischen Hirnschnittkulturmodell, wo wir 
einen Tumor-inhibierenden Effekt nur in Gegenwart von Mikroglia beobachten konnten. Parallel 
konnten wir unsere Beobachtung dadurch bestätigen, dass die Präsenz von Mikroglia per se 
Tumorwachstum-unterstützend ist (Markovic, 2005). Wir sahen keinen signifikanten Einfluss 
von Astrozyten, dies umso mehr, da frühere Studien einen Einfluss reaktiver Astrozyten im 
Prozess der A1AR-Interaktion postulierten (Bauer, 2005).               
Die Präsenz von Adenosinrezeptoren auf glialen Tumorzellen wurde bereits in früheren 
Studien beschrieben (Altiok, 1992; Nakahata, 1991). Eine kürzlich erschiene PET (Positronen 
Emmissions Tomographie)-Studie an Glioblastompatienten konnte spezifische Bindungsstellen 
für A1AR-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 A2-Adenosin-Rezeptoren 
(A2AR). Deren Aktivierung über den spezifischen Agonisten CGS 21680 triggert die Expression 
von K+-Kanälen, welche wiederum an die mikrogliale Aktivierung geknüpft sind (Küst, 1999). 
Im Gegensatz dazu führt eine A2AR-Stimulation in Ratten-Mikroglia zur Expression von NGF 
und dessen Freisetzung zur Vermittlung eines neuroprotektiven Effektes (Heese, 1997). 
Außerdem führt eine A2AR-Aktivierung ebenfalls in Ratten-Mikroglia zur Expression von 
Cyclooxygenase-2 und zu einer resultierenden Freisetzung von Prostaglandin (Fiebich, 1996). 
Hammarberg et al. konnten die Expression von funktionalen A3-Adenosin-Rezeptoren auf Maus-
Mikroglia nachweisen, während sie keine Hinweise für die Existenz von A1AR in ihrer Studie 
finden konnten (Hammarberg, 2003). Unsere auf immunhistochemischen Untersuchungen 
basierenden Ergebnisse belegen jedoch die Präsenz von A1AR auf Mikrogliazellen. Unsere 
Daten zeigen, dass der Verlust von A1AR zu einem Anstieg von tumorassoziierter Mikroglia 
führt. Dies kann sowohl durch gesteigerte Proliferation als auch Invasion bedingt sein. Die 
Bedeutung von Adenosin und von A1AR selbst für die mikrogliale Proliferation/Migration bleibt 
kontrovers. So berichtet eine Studie, dass Adenosin die Proliferation von Mikrogliazellen 
stimuliert über eine simultane Aktivierung von A1- und A2-Adenosinrezeptoren (Gebicke-Haerter, 
1996). Im Gegensatz dazu berichtet eine andere Studie, dass Adenosin die Proliferation von 
Mikrogliazellen über eine Aktivierung von A1AR hemmt (Si, 1996). Darüber hinaus soll eine 
Adenosin-Stimulation des A1AR zur Apoptose von Mikroglia führen (Ogata, 1996). Mittels 
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Mikrodialyse gemessene extrazelluläre Adenosinkonzentrationen im Bereich von humanen 
Glioblastomen sind niedriger als im Vergleich zu Kontrollgewebe, 1,5µM zu 3µM (Melani, 
2003).         
Kürzlich erschienene Studien unterstützen die Vorstellung, dass Adenosinrezeptoren und speziell 
der A1AR exzellente Ansatzpunkte für die Entwicklung von Medikamenten zur Behandlung 
zahlreicher ZNS-Erkrankungen sind (Fredholm, 2005). So verschlechtert der Verlust des 
A1AR den klinischen Verlauf experimenteller Enzephalomyelitiden (Tsutsui, 2004). Es konnte 
wiederholt gezeigt werden, dass Adenosin über einen A1AR-agierenden Mechanismus protektiv 
gegen Hypoxie und Ischämie wirken kann (Fredholm, 2005). So reduziert die Blockierung 
oder die Ausschaltung des A1AR das Überleben nach hypoxischen Ereignissen (Johansson, 
2001). In einem Modell für renale Ischämie und Reperfusionsschaden zeigen A1AR-defiziente 
Mäuse einen Anstieg in der Produktion proinflammatorischer Mediatoren und einen erhöhten 
renalen Schaden (Lee, 2004; Lee, 2004). Im Modell der experimentellen Enzephalomyelitis 
zeigten A1AR-defiziente Tiere neben einer gesteigerten Neuroinflammation eine erhöhte De-
Myelinisierung und axonale  Schäden (Tsutsui, 2004). Beide Studien schlussfolgern, dass A1AR 
antiinflammatorische Funktionen vermitteln. Darüber hinaus sind in A1AR-defizienten Tieren die 
Metalloproteasen MMP-9 und MMP-12 signifikant erhöht (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 könnte eine Hemmung der mikroglialen MMP-12-Sekretion über eine 
Aktivierung von A1AR eine Inhibierung des Glioblastomwachstum in unserer Studie erklären. 
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 A1AR-Signaling zu einer gesteigerten Produktion von Mediatoren im ZNS führt, 
und jene dann zu einer gesteigerten MMP-12-Produktion führen. Ein möglicher Kandidat dafür 
wäre 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 A1AR eine antitumorigene Rolle in der 
Entwicklung von Glioblastomen spielen, die über Mikrogliazellen vermittelt wird.  
Zusammenfassend weisen unsere Daten daraufhin, dass endogene neuronale Stammzellen 
(NSZ) einen ausgeprägten Tropismus für Glioblastome in vivo besitzen. Die Präsenz von 
NSZ im Tumorrandbereich ist verbunden mit einer signifikant verlängerten Überlebensrate 
und reduzierten Tumorgröße im Tiermodell, und NSZ zeigen in vitro einen antitumorigenen 
Effekt. Ein derartiger antitumorigener Effekt wurde bisher nur für immortalisierte, von exogen 
zugeführte Stammzellen aus Neugeborenenmäusen berichtet (Benedetti, 2000; Staflin, 2004), 
und es konnte in diesen Studien keine Beziehung zu endogenen NSZ hergestellt werden. 
Implantierte immortalisierte NSZ zeigen einen Tropismus für experimentelle Glioblastome 
(Aboody, 2000). Sowohl Tropismus als auch der beobachtete antitumorigene Effekt endogener 
NSZ sind Gegenstand nachfolgender Diskussion. 
In dieser Studie können wir aufzeigen, dass die Präsenz akut isolierter, nicht-immortalisierter 
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primär adulter NSZ bei Glioblastomen signifikant mit einem verbesserten Überleben korreliert. 
Weiterhin zeigt sich aus unserer Sicht, dass die beobachtete Ansammlung endogener NSZ um 
den Tumor herum stark einer intrinsischen Gewebereaktion ähnelt, 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. Schließlich 
zeigen NSZ aus Explantaten der subventrikulären Zone in vitro eine zielgerichtete Wanderung 
auf Glioblastomzellaggregate, aber nicht auf anderes Gewebe. Ein weiteres Indiz, dass NSZ 
spezifisch durch Glioblastome angelockt werden.              
Glioblastome können aus neuronalen Stammzellen entstehen, deren Proliferation und 
Differenzierung entkoppelt ist (Holland, 2000). Kürzlich 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 über die Zeit und konnten dabei einen transienten Anstieg mit einem Peak 14 
Tage nach Tumorinduktion feststellen. Über 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 über die Zeit könnte Ausdruck einer progressiven Differenzierung der NSZ sein, die 
über vom Tumor sezernierte Wachstumsfaktoren initiiert wird. So sezernieren Glioblastome 
z.B. Faktoren wie IGF-I (insulin-like growth factor) (Hirano, 1999; Trojan, 1993) und könnten 
so die Differenzierung NSZ unterstützen (Arsenijevic, 1998). Die Sekretion solcher Faktoren 
könnte für den Tumor wichtig sein, um die Oberhand über die den Tumor umhüllenden NSZ zu 
behalten, zumal mit steigender Tumorgröße mehr Faktoren sezerniert werden können.       
Die endogenen NSZ in unserem Modell entstammen der subventrikulären Zone und wandern 
über eine weite Distanz zum Tumor. Unsere Studie liefert sichere Daten, dass Glioblastome 
endogene NSZ aus der SVZ anlocken, die letztlich den Tumor umhüllen. Die Anzahl um den 
Tumor akkumulierender NSZ korreliert invers mit der Größe der Tumore. In Experimenten 
mit Versuchstieren unterschiedlichen Alters konnten wir zeigen, dass die Anzahl NSZ mit 
steigendem Lebensalter signifikant abnimmt. Exogen zugeführte NSZ in erwachsenen Tieren 
verlängern signifikant das Überleben dieser Tiere. Die Fähigkeit von endogenen NSZ, direkt 
mit der Tumorzellexpansion zu interferieren, konnten wir in vitro nachweisen. Co-Kulturen 
von primär kultivierten adulten endogenen NSZ mit Glioblastomzelllinien führten zu einer 
signifikanten Proliferationshemmung der Tumorzellen und induzierten Tumorzellapoptose. 
Beide Effekte ließen sich wiederholen mit NSZ konditioniertem Medium. Dies spricht dafür, 
dass (ein) lösliche(r) Faktor(en) die beobachteten Effekte vermittelt. Zusätzlich zur direkten 
Induktion des Tumorzelltodes durch NSZ kommen weitere Faktoren hinzu, die berücksichtigt 
werden müssen. In der Gruppe der älteren 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 verkürzten Überleben 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 während der Entwicklung in jungen Mäusen, bleibt dann aber konstant bis zu einem 
Alter von P200 (Ortman, 2002). In unseren Versuchen beobachteten wir konsequent größere 
Tumorläsionen in Tieren bis zu P180 und darüber hinaus, begleitet von einem scharfen Abfall 
der Anzahl NSZ. Der moderate Abfall von Mikrogliazellen während 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 für 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 Aktivität oder als Regeneration, die letztlich der Invasivität des 
Tumors erliegt. In jungen Tieren mit einem großen Pool an endogenen neuronalen Stammzellen 
könnte diese Reaktion dominanter als in älteren 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 können. Diese Kontrolle versagt, wenn die Anzahl endogener NSZ mit steigendem 
Lebensalter abnimmt. 
Unsere Studie zur Rolle von NSZ bei ZNS-Ischämien zeigt zusammengefasst folgende 
Hauptergebnisse: (1.) Nach milder Ischämie infolge einer Okklusion der Arteria cerebri media 
und anschließender Reperfusion ist ein Anstieg Nestin-GFP positiver Zellen im Zentrum der 
ischämischen Läsion zu beobachten. Diese Nestin-GFP positiven Zellen erleiden keinen 
Zelltod und persistieren innerhalb der glialen Narbe für mindestens 8 Wochen nach MCAo/
Reperfusion. (2.) Die Mehrzahl Nestin-GFP positiver Zellen ist nach immunhistochemischen 
und räumlichen Verteilungskriterien grundsätzlich verschieden von GFAP positiven reaktiven 
Astrozyten. (3.) Nestin-GFP positive Zellen proliferieren in situ und erleben annähernd 
eine vollständige Zellteilung. Es ist mehr als unwahrscheinlich, dass der Anstieg Nestin-
GFP positiver Zellen im ischämischen Striatum durch eine Migration endogener neuronaler 
Stammzellen aus der subventrikulären Zone bedingt ist. (4.) Innerhalb der ersten Wochen 
nach MCAo/Reperfusion erwerben Nestin-GFP positive Zellen elektrophysiologisch einen 
charakteristischen Phänotyp, der durch komplexe Membraneigenschaften charakterisiert ist. 
In der transgenen Maus, die wir in dieser Studie nutzten, können Nestin-GFP positive Zellen 
in ihren dreidimensionalen Strukturen auch im akuten Hirnschnitt visualisiert werden. Im 
Gegensatz dazu kann über eine immunhistochemische Nestinfärbung unter Verwendung 
spezifischer Antikörper nur eine ungleichmäßige Verteilung zytosolischer Signale beobachtet 
werden, speziell in den primären Ausläufern der Nestin exprimierenden Zellen. Das Herangehen 
über Nestin-GFP Mäuse 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 über Doppelfärbeexperimente 
erleichtert, besonders wenn das zweite Antigen eine nukleäre Färbung zeigt wie z.B. Ki67 
oder TUNEL. Außerdem existiert eine Kreuzreaktion von Nestin-Antikörpern mit endothelialen 
Antikörpern (Nacher, 2001; Yagita, 2002) wohingegen in dem genetischen Konstrukt, das wir 
verwendeten, die GFP-Expression über 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 können wir 
in einem Modell milder zerebraler Ischämie aufzeigen, dass Nestin-GFP positive Zellen und 
GFAP positive Zellen Bestandteile völlig verschiedener glialer Populationen sind. Zu frühen 
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 primär innerhalb der ischämsichen Läsion 
lokalisiert, wohingegen GFAP positive Zellen in dem das ischämische Areal umgebenden 
Parenchym lokalisiert sind, das intakt geblieben ist. Wir fanden einen hohen Grad an S100β 
Coexpression (ein Marker für ausgereifte Astrozyten (Filippov, 2003) in GFAP positiven 
Zellen um die Läsion, während praktisch keine S100β Immunreaktivität im Zentrum der 
ischämischen Läsion nachgewiesen werden konnte. Darüber hinaus fanden wir Nestin-GFP 
und GFAP doppelt positive Zellen. Diese Zellen waren primär in einer kleinen transitionalen 
Zone zwischen Läsion und Peripherie. Diese Untersuchungen stimmen mit früheren überein 
(Duggal, 1997; Li, 1999). 
Nach experimentellen ZNS Stichverletzungen zeigen ortsständige NG2 positive Zellen keine 
GFAP Doppelmarkierung. Dafür zeigen sie häufig eine Doppelmarkierung mit Vimentin und 
Nestin und repräsentieren darüber hinaus die hauptproliferativen glialen Zelltypen (getrennt von 
Mikroglia/Makrophagen), welche sich zu einem späteren Zeitpunkt weiter differenzieren und 
zur Entwicklung der glialen Narbe beitragen (Alonso, 2005). Unsere Daten bestätigen diese 
Beobachtungen in der Form, dass alle Nestin-GFP positiven Zellen zu frühen Zeitpunkten 
nach MCAo/Reperfusion ebenfalls NG2 positiv sind, während 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 
können (Aguirre, 2004; Belachew, 2003). Wir fanden in unserer Studie, dass nur 16% aller 
Nestin-GFP positiven Zellen ebenfalls GFAP positiv waren und diese Zellen hauptsächlich in 
der Peripherie der Läsion lokalisiert sind. 
Die Doppelmarkierung von Nestin-GFP positiven Zellen mit Proliferationsmarkern wie Ki67 
zeigte eine relativ niedrige Proliferationsrate um ca. 10% zu frühen Zeitpunkten nach MCAo/
Reperfusion. Durch kumulatives Färben neu gebildeter Zellen über eine kontinuierliche 
Administration von BrdU konnten wir aufzeigen, dass nach vier Tagen der Großteil 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 

Diskussion



27

positive Zelle ungefähr eine Runde der Zellteilung nach dem ischämischen Insult durchlaufen 
haben muss. Wir schlussfolgern weiterhin aus unseren Daten, dass der Anstieg Nestin-
GFP positiver Zellen nach ischämischer Läsion primär durch eine in situ-Proliferation von 
ortsständigen Nestin-GFP positiven Zellen entstanden ist. Dies stimmt mit der Beobachtung 
überein, dass DiI Tracing Experimente keine Migration von endogenen Stammzellen aus der 
SVZ nachweisen konnten. GFAP positive reaktive Astrozyten zeigten eine vernachlässigbare 
Brdu-Inkorporation im Vergleich zu Nestin-GFP positiven Zellen. Aus unserer Sicht spricht 
dies dafür, dass zahlreiche die Läsion umgebende Astrozyten lediglich GFAP aufregulieren 
ohne folgende Zellteilung.              
Nestin-GFP positive Zellen können basierend auf ihren Membranstromprofilen in passive 
und komplexe Typen klassifiziert werden. In Kontrolltieren zeigte sich, dass die Nestin-GFP 
Population je zur Hälfte 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 für gliale 
Vorläuferzellen beschrieben (Sontheimer, 1989), einer neu beschriebenen Subpopulation von 
Astrozyten in der CA1 Region des Hippokampus (Matthias, 2003) und einer Subpopulation von 
Vorläuferzellen im Gyrus dentatus (Fillipov, 2003). Das passive Stromprofil ist charakteristisch 
für die Mehrzahl der Astrozyten (D‘Ambrosio, 1998; Steinhäuser, 1992). Als Antwort auf 
ischämische Läsionen beobachteten wir eine Verschiebung des Stromprofils in Nestin-GFP 
positiven Zellen zum komplexen Phänotyp hin. Tatsächlich zeigt die gesamte Population 
Nestin-GFP positiver Zellen vier Tage nach MCAo/Reperfusion einen elektrophysiologisch 
komplexen Phänotyp. Die Abwesenheit einer TUNEL-Reaktion in Nestin-GFP positiven 
Zellen und der Umstand, dass 24 Stunden nach ischämischem Insult Nestin-GFP positive 
Zellen mit passiven Membraneigenschaften immer noch vorhanden waren, lässt 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 
über den Gesamtzeitraum überleben). Wir schlussfolgern aus unseren Daten, dass durch 
ein ischämisches Ereignis passive Nestin-GFP positive Zellen in komplexe transformiert 
werden. Zusätzlich zeigte sich in vorläufigen Experimenten, dass elektrophysiologisch 
komplexe Nestin-GFP positive Zellen zwar AMPA/Kainate Rezeptoren exprimieren aber keine 
Glutamattransporterströme aufweisen vergleichbar mit hippokampalen komplexen Astrozyten 
(Matthias, 2003). Es wird postuliert, dass komplexe Astrozyten einen Vorläufer „Astron“ Zelltyp 
repräsentieren können, 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 ischämischen 
Läsionen eine ausgesprochen vielseitige Population ist, die sich klar von GFAP positiven 
reaktiven Astrozyten abgrenzt. Dies verleitet zu der Vermutung, dass die beobachteten 
elektrophysiologischen Veränderungen nach Ischämie  zu einer spezifischen Netzwerkfunktion 
von Nestin-GFP positiven Zellen gerichtet sein könnten. 
In einer weiteren Studie zur Wechselwirkung von neuronalen Vorläuferzellen und glialen 
Hirntumoren konnten wir zeigen, dass neuronale Vorläuferzellen, die in Richtung experimentell 
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induzierter Glioblastome migrieren, ihren zweifelsfreien Ursprung in der subventrikulären 
Zone besitzen. Dies gelang methodisch über eine retrovirale Markierung von Vorläuferzellen 
in der SVZ mittels stereotaktischer Injektion von fluoreszenz-gelabelten Retroviren in das 
Ventrikelsystem von Mäusen. Dies war ein entscheidender Schritt, da randständige Astrozyten 
im Bereich eines experimentell induzierten Glioblastoms sekundär Nestin aufregulieren können, 
dann als lokale reaktive Astrozyten erscheinen, und somit der Ursprung der randständig sich 
um den Tumor ansammelnden Vorläuferzellen nicht zweifelsfrei geklärt war. Wir verfügen 
somit über ein Modell, das uns erlaubt, sicher zwischen endogenen Vorläuferzellen 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 großen Pool an Vorläuferzellen 
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 erhöhten Bedarf mit 
einer Steigerung der Proliferation zu reagieren. Vielmehr kann sie die Proliferation in der SVZ 
konstant halten und kompensiert den vermehrten Bedarf an Vorläuferzellen in der Glioblastom-
tragenden Hemisphäre durch eine Abzweigung von Vorläuferzellen aus dem physiologisch 
bestehenden RMS. Dies hat eine Reduktion von Neuroblasten im Bulbus olfaktorius zur Folge, 
mit sekundär 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 Vorläuferzellen in der 
subventrikulären Zone ist aber für die Rekrutierung eines großen Pools von Vorläuferzellen 
gegen Glioblastome notwendig. Die subventrikuläre Zone kontrolliert damit altersabhängig 
das Antwortverhalten endogener neuronaler Vorläuferzellen gegen Glioblastom-sezernierte 
Wachstumssignale. Interessanterweise ist dieses proliferative Verhalten der Vorläuferzellen 
nur auf die tumortragende Hemisphäre beschränkt. In der kontralateralen tumorfreien 
Hemisphäre (SVZ) sind keine Veränderungen hinsichtlich der Proliferation, Gesamtzellzahl 
und Apoptose zu identifizieren. Während die Fähigkeit der subventrikulären Zone, neuronale 
Vorläuferzellen gegen ein Glioblastom zu rekrutieren mit dem Alter sinkt, bleibt das anti-
tumorigene Potential neuronaler Vorläuferzellen altersunabhängig konstant. Dies konnten wir 
über eine Kultivierung von SVZs aus jungen und erwachsenen Tieren zeigen. Die Fähigkeit von 
Vorläuferzell-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 subventrikuläre Zone ist somit nicht in der 
Lage, die Proliferation endogener neuronaler Vorläuferzellen in Reaktion auf ein Glioblastom 
zu steigern. Dies bedeutet, dass die Proliferation in der SVZ auch nicht geändert wird bei 
einem erhöhten Bedarf an neuronalen Vorläuferzellen. Einer der Mechanismen, wodurch 
die SVZ die Proliferation endogener neuronaler Vorläuferzellen steuert, ist über die Kontrolle 
der Expression von D-Typ Cyclinen in neuronalen Vorläuferzellen. Die Expression von 
D-Typ Cyclinen in neuronalen Vorläuferzellen ist direkt assoziiert mit der Fähigkeit, 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 (altersabhängigen) Veränderungen in D-Typ Cyclinen maßgeblich 
an der reduzierten proliferativen Antwort der SVZ auf ein Glioblastom verantwortlich sind. 
Altersabhängiger (Cyclin D1) oder genetisch (Cyclin D2) induzierter Verlust eines D-Typ 
Cyclins führt zu signifikant größerem Glioblastomwachstum als in der Kontrollgruppe. Das 
Ansprechen auf Wachstumssignale (mitogen) , z.B. sezerniert von Glioblastomen, wird über 
den Restriktionspunkt G1 des Zellzyklus gesteuert. Mitogene Signale induzieren eine Reihe von 
D-Typ Cyclinen mit Cyclin-abhängigen Kinasen 4 und 6, die dann das Retinoblastomaprotein 
phosphorylieren und somit den Einstieg in die S-Phase des Zellzyklus ermöglichen („Wächter 
des Restriktionspunktes“). Die Induzierung dieses Abschnittes des Zellzyklus stellt für 
neuronale Vorläuferzellen einen kritischen Punkt dar (Ferguson, 2000) und verschiedene 
unabhängige Genomweite Microarrystudien haben gezeigt, dass die Expression von Cyclin 
D1 und D2 vorwiegend den Zellzyklus neuronaler Vorläuferzellen reguliert (Easterday, 
2003; Gurok, 2004; Karsten, 2003). Eine andere kürzlich erschiene Studie zeigt, dass der 
altersbedingte Verlust der Cyclin D1 - Expression der Schlüssel für 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 könnte einen höheren Bedarf an 
zellulärer Plastizität haben (welches durch neuronale Vorläuferzellen vermittelt wird) und somit 
ein stärkeres 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 könnte deshalb Cyclin D1 herunter reguliert sein. 
Zusätzlich könnte eine Reduktion von D-Typ Cyclinen eine gesteigerte Widerstandsfähigkeit 
gegen eine onkogene Transformation verleihen (Kozar, 2004). Ca. 70-80% der Patienten 
mit einem primären oder sekundären Glioblastom zeigen Mutationen der D-Cycline, der 
Cyclin-abhängigen Kinase 4/6 und der Retinoblastomproteinkaskade (Spalding, 2005; Ueki, 
1996; Xiao, 2005). Da Glioblastome letztlich aus transformierten neuronalen Vorläuferzellen 
entstehen (Holland, 2001), ist die Abundanz von Cyclinen in neuronalen Vorläuferzellen 
potentiell onkogen. Somit könnte die SVZ, als Gegenmechanismus, die Expression von D-Typ 
Cyclinen graduell mit dem Alter herunterregulieren, wenn genetische Mutationen sich häufen. 
Sollten sich jedoch aus Vorläuferzellen Tumorstammzellen entwickeln, hat dieser altersbedingte 
Verlust der subventrikulären Cyclin-D1 Expression negative Konsequenzen, da nun die SVZ 
keine suffiziente anti-tumorigene Antwort mehr induzieren kann. 
Eine kürzlich erschienene Studie belegt die Rolle des HGFSF (hepatocyte growth factor/scatter 
factor) als ein entscheidenes chemoattraktives Signal, das exogene neuronale Vorläuferzellen 
zum Tumor führt (Kendall, 2008). Diese für exogene neuronale Vorläuferzellen etablierten 
Signale könnten ebenfalls eine Rolle für endogene neuronale Vorläuferzellen spielen. Neuere, 
jetzt zur Veröffentlichung anstehende Arbeiten von uns zeigen, dass BMP-7 ein entscheidender 
Faktor in der Induktion von Glioblastomzellapoptose ist.   

 

Diskussion



30

4	 Zusammenfassung
Gliome und Glioblastome sind primäre Hirntumore, die ausgeprägt Zeichen der glialen 
Differenzierung zeigen. Ein großer Anteil der Glioblastome wird dominiert von einer Astrozyten-
ähnlichen Differenzierung, auch wenn oligodendrozytäre 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 erklären, die über ein großes Differenzierungspotential 
verfügen. Aktuelle Untersuchungen beweisen, dass Fehlsteuerungen der Proliferation und/
oder der Differenzierung der im Gehirn ansässigen endogenen neuronalen Stamm- und 
Vorläuferzellen Ursache für die Entstehung von Gehirntumoren sein können (Galli, 2004; Singh, 
2004). Bekannte Gendefekte, die in einer tumorigenen Transformation münden, sind häufig 
Gene, die ebenfalls in der Lage sind neuronale Vorläuferzellen zu transformieren (Holland, 
2000; Seoane, 2004; Uhrbom, 2005). So führt die Transformation von O2A Vorläuferzellen mit 
den Onkogenen c-myc und Ras nach Implantation im Maus-Modell zu Gliomen (Barnett, 1998). 
Ähnlich führt die Aktivierung von Akt und Ras in neuronalen Vorläuferzellen zur Entwicklung 
Glioblastom ähnlicher Tumore im Maus-Modell (Holland, 2000). Das stärkste Argument bisher 
für 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. 
Demgegenüber konnten wir mit unseren Ergebnissen erstmals zeigen, dass hirneigene 
Vorläuferzellen auch eine anti-tumorigene Wirkung auf Glioblastome haben (Glass, 2005). In 
dieser Arbeit konnten wir die zielgerichtete Migration endogener neuronaler Vorläuferzellen 
aus einer Stammzellnische des Gehirns (der sogenannten subventrikulären Zone) in Richtung 
auf experimentelle Gliome nachweisen. Diese neuronalen Vorläuferzellen assoziieren mit 
den Tumorzellen und vermitteln einen lebensverlängernden 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 Vorläuferzellen ab. 
Die exogene Gabe von neuronalen Vorläuferzellen an ältere Tiere konnte die Überlebensrate 
jedoch bis zu einem Niveau steigern, das ansonsten nur bei jungen Tieren zu beobachten 
ist. Zwischen diesem Phänomen und klinisch erhobenen Daten besteht eine interessante 
Korrelation: die kontinuierliche Reduktion endogener neuronaler Vorläuferzellen im 
Alterungsprozess könnte die Inzidenzhäufung von Glioblastomen bei älteren Patienten 
erklären. In einem seltenen Fall eines juvenilen Glioblastom-Patienten (w, 16 Jahre) konnten 
wir in dem Tumorgewebe zahlreiche neuronale Vorläuferzellen als solche identifizieren. In 
entsprechenden Gewebsproben älterer Patienten dagegen waren diese nicht nachweisbar. 
Hinsichtlich neuer therapeutischer Ansätze könnte demzufolge die Stimulation neuronaler 
Vorläuferzellaktivität Glioblastom-Patienten von Nutzen sein (Arnhold, 2003). 
Vorausgegangene Studien mit immortalisierten neuronalen Vorläuferzellen zeigten zum 
einen deren ausgeprägten Tropismus für Gliomzellen (Aboody, 2000), zum anderen einen 
anti-tumorigenen Effekt der neuronalen Vorläuferzellen in vitro und in vivo (Staflin, 2004). 
Unter physiologischen Bedingungen generieren neuronale Stamm- und Vorläuferzellen alle 
Neurone und Gliazellen des Gehirns (Zhao, 2008). Zu den Aufgaben neuronaler Stamm- und 
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Vorläuferzellen gehört die Übernahme von Gedächtnis- und Lernfunktionen in dem Bereich 
des Hippocampus, die Bildung olfaktorischer Strukturen in der subventrikulären Zone von 
Nagetieren, sowie die Initiation von Reparaturmechanismen nach Neurotraumata. Neben 
endogenen Vorläuferzellen scheinen auch Mikrogliazellen Einfluss auf Tumorgenese und 
Tumorprogression zu nehmen. Eine lokale Sekretion immunsuppressiver Faktoren durch 
die Gliomzellen könnte ein Grund für insuffiziente mikrogliale Abwehrmechanismen sein. 
Darüberhinaus 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 Gliominvasität begünstigenden Effekt der Mikroglia (Markovic, 2005). Das 
Ausmaß der Invasivität korreliert dabei direkt mit der Anzahl vorhandener Mikrogliazellen. 
Ferner ist eine deutliche Steigerung mikroglialer Metalloproteinase-2-Aktivität zu beobachten, 
die durch die Tumorzellen initiiert wird. Mikroglia scheint darüber hinaus aber auch einen 
direkten Einfluss auf Vorläuferzellen zu haben. So konnte jüngst gezeigt werden, dass eine 
Reduzierung adulter Neurogenese nach Bestrahlung oder Injektion von LPS zu beobachten 
ist, die über über eine anti-entzündliche 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 können in unseren jüngsten Ergebnissen zeigen, dass Interleukin-6 den zellulären 
Mechnismus der anti-tumorigenen Wirkung von 5-HT2AR auf Mikrogliazellen vermittelt. 
Darüberhinaus sezernieren Mikrogliazellen ebenfalls BDNF (brain derived neurotrophic factor) 
(Coull, 2005).  BDNF gehört 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 führt 
zur Aktivierung zahlreicher intrazellulärer Signalkaskaden, z.B. dem der Phosphatidylinositol-
3-Kinase (PI3K). Diese wiederum steuert die Transkription verschiedener Gene - unter 
anderem auch die der GABAA-Rezeptor-Untereinheiten α1,6 und γ2 (Bulleit, 2000). GABA 
selbst ist in Vorläuferzellen in der SVZ reichlich verfügbar (Wang, 2003) und migrierende 
neuronale Vorläuferzellen exprimieren GABAA-Rezeptoren (Nguyen, 2003; Stewart, 2002; 
Wang, 2003). Neuere Studien belegen, dass endogenes GABA über eine Aktivierung 
von GABAA-Rezeptoren auf neuronalen Vorläuferzellen deren Migrationsgeschwindigkeit 
signifikant reduziert (Bolteus, 2004). Eine Steigerung des GABA Releases aus NSZ oder 
die Hemmung der Wiederaufnahme von GABA durch Astrozyten ähnliche Zellen steigert 
dabei die Migrationshemmung und kontrolliert die Proliferation von NSZ (Liu, 2005). Diese 
beschriebenen Eigenschaften des GABAAR 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 zellulären 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 Vorläuferzellen befinden 
(Alvarez-Buylla,A., 2004; Galli, 2003). Neben ihrer Fähigkeit 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 Identität dieser neoplastisch 
transformierten Zellen bisher nicht vollständig geklärt 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 für die 
Flussregulation des Liquors. Die Astrozyten ähnlichen Typ B Zellen sind charakterisiert durch die 
Doppelpräsenz von GFAP und Nestin (Nestin+/GFAP+), können sich selbst erneuern (Doetsch, 
2002) und proliferieren sehr langsam (Morshead, 1994). Typ C Zellen zeigen keine Expression 
von Intermediärfilamenten (Nestin-/GFAP-) und werden auch „transient amplifying progenitors“ 
genannt, da sie schnell proliferieren und migrierende PSA-NCAM positive Neuroblasten und 
Oligodendrozyten-Vorläuferzellen 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 Mäusen (Holland, 2000) und durch Studien von pränataler 
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 Veränderungen von Zelleigenschaften 
in der SVZ führt, wie z.B. der Proliferation (Gil-Perotin, 2006). Es ist bisher unklar, von welchem 
Zelltyp der SVZ eine Gliomgenese ausgehen könnte oder ausgeht. 
In Abgrenzung zum beobachteten Stammzelltropismus bei Glioblastomen konnten wir   
zeigen, dass andere pathologische Ereignisse im ZNS, wie z.B. eine zerebrale Ischämie, eine 
gänzlich andere qualitative und quantitative Beteiligung neuronaler Stammzellen bedingt. Dies 
ist plausibel, da bei einem ischämisch bedingten Zelluntergang restaurative und reparative 
Prozesse im Vordergrund stehen sollten. Welche Mechanismen und Regulationsprozesse 
letzlich darüber 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 
gegenwärtigen wissenschaftlichen Tätigkeit. 
Der anti-tumorigene Effekt von neuronalen Vorläuferzellen wird altersabhängig über eine 
Steuerung der Zellproliferation in der SVZ kontrolliert. Dies geschieht auf Kosten der 
Neurogenese im Bulbus olfaktorius. Der Ursprung der Glioblastomzell-Apoptose induzierenden 
neuronalen Vorläuferzellen liegt dabei zweifelsfrei in der SVZ selbst. Die Fähigkeit von 
neuronalen Vorläuferzellen aus der SVZ von jungen und alten Tieren Glioblastomzell-
Apoptose zu induzieren, unterscheidet sich altersbedingt nicht. Die proliferative Fähigkeit von 
neuronalen Vorläuferzellen auf ein Glioblastom ist von der Expression von D-Typ Cyclinen 
abhängig. Der Verlust eines D-Typ Cyclins führt  zu einer signifikant reduzierte Ansammlung 
von neuronalen Vorläuferzellen um experimentell induzierte Glioblastome (begründet durch 
eine reduzierte Proliferation in der SVZ), vergesellschaftet mit signifikant größeren Tumoren. 
Wir schlussfolgerten aus diesen Beobachtungen, dass Cyclin D1 und D2 essentiell für das 
anti-tumorigene Antwortpotential von neuronalen Vorläuferzellen in der SVZ sind.  
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