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1.Einleitung:

1.1 Epidemiologie

Etwa 1-2 % aller neoplastischen Veranderungen des Menschen entstehen im
ZNS. Von diesen bilden die Neubildungen neuroektodermalen Ursprungs,
insbesondere die Gliome, die grofte Gruppe, noch vor den Meningiomen und
Angiomen. Von diesen entfallen die Halfte auf die Glioblastome, entsprechend
etwa 15-30% aller hirneigenen Tumoren. Die Inzidenz der Glioblastome liegt bei
etwa 2 bis 3 Fallen pro 100.000 Einwohner, dies entspricht etwa 4000-5000

Neuerkrankungen pro Jahr in Deutschland.

Das Glioblastoma multiforme ist der bdsartigste und therapieresistenteste
hirneigene Tumor und entspricht nach der WHO-Klassifikation einem Gliom
Grad IV (Kleihues et al. 2002). Die mittlere Uberlebenszeit nach Erstdiagnose
betragt etwa 12 Monate, trotz intensiver chirurgischer, radio- und
chemotherapeutischer Bemuhungen gelang es bislang nicht, die Prognose
wesentlich zu verbessern (Johannesen et al. 2002). Das Augenmerk wurde
daher in letzter Zeit verstarkt auf alternative Therapiemodalitaten wie z.B. die

Immuntherapie, Radioimmuntherapie oder Antiangiogenese gelenkt.

1.2 Histogenese und Pathologie

1.2.1 Histogenese

Etwa die Halfte der hirneigenen Neubildungen entsteht aus Gliazellen. Diese
bilden ein Netzwerk, das einerseits ein Stutzgewebe fur die ihm inneliegenden
Neurone bildet, andererseits wichtige Funktionen des ZNS erfullt. Nach
heutigem Wissensstand hat dabei jede Gliazelle mit Ausnahme der Mikroglia
und Oligodendroglila einen Kontaktpunkt sowohl zu einem benachbarten Gefal}

als auch zu mindestens einer Nervenzelle, wobei die Gesamteinheit der



Gliazellen mit ihren Auslaufern als Glion bezeichnet wird (Ubersicht in: Wolburg
2001) Astrozyten Ubernehmen dabei Stutz- und Versorgungsfunktionen,
Mikroglia bilden die Abwehrzellen des ZNS, Oligodendroglia bilden die
Markscheiden im ZNS, wahrend periphere Nervenfasern von Schwannschen

Zellen umscheidet werden.

Gliazellen sind neben den Endothelzellen die einzigen Zellen des ZNS, die zur
Proliferation in der Lage sind, allerdings ist der Zellumsatz im Vergleich zu
sonstigen Geweben gering. Die Gliome entstehen durch Stérungen der
Autoregulation der Proliferation und Apoptose, wobei von einem mehrstufigen
Prozess ausgegangen wird. Das Glioblastom bildet die Endstufe dieses
Entartungsprozesses und kann sowohl direkt als auch durch Entartung aus
Tumoren geringerer Malignitat entstehen, wobei sich die beiden Entitaten in

ihrer genetischen Ausstattung unterscheiden (Kleihues et al. 2002).

1.2.2 Makro- und Mikropathologie

Makroskopisch zeigt sich, bezeichnet im Suffix ,multiforme®, ein vielfaltiges Bild
mit zahlreichen Nekrosen, Einblutungen, der typischen glasartigen Tumormasse
sowie einer ausgepragten Odembildung. Oft hat der Tumor bei der
Erstdiagnose bereits beide Hirnhalften befallen (sogenanntes Schmetterlings-

Glioblastom).

Histologisch ist der Tumor gekennzeichnet durch ein stark dedifferenziertes
pleomorphes Zellbild mit zahlreichen Mitosen, nekrotischen Gebieten die von
Zonen erhohter Zelldichte - sogenannten Pseudo-Palisaden - umgeben sind,
sowie Gefallneubildungen mit abnormal grof3en, haufig glomerular
angeordneten Kapillaren (Waggener und Beggs 1976). Diese sind typisch fur
das Glioblastom und eines der Differenzierungskriterien zwischen Gliomen Grad
[l und Grad IV nach WHO, wobei die GefalRdichte einen wichtigen
prognostischen Faktor darstellt (Leon et al. 1996). Die Wachstumsfraktion

betragt etwa 15 bis 30%, allerdings bedingt eine hohe Zellverlustrate von Uber



80%, dass sich die Tumormasse nur alle 40 bis 50 Tage verdoppelt (Hoshino
1984).

Zwar neigt das Glioblastom nicht zur Metastasenbildung: in weniger als 1%
wurden, meist erst nach neurochirurgischer Intervention, Fernmetastasen
gefunden (Zappia und Wolf 1992). Man findet jedoch eine ausgepragte lokale
Streuung und Migration der Tumorzellen insbesondere entlang lokaler Gefale;
in experimentellen Tumoren war die von Tumorzellen befallene Hirnmasse im
Durchmesser etwa 2,5 mal gréf3er als der makroskopisch sichtbare Tumor (Ji et
al. 1996), so dass eine Resektion mit dem notigen tumorfreien
Sicherheitsabstand nicht mdglich ist, ohne grofe Teile gesunden Gehirns zu
opfern. Angesichts des bei Erstdiagnose meist fortgeschrittenen Stadiums ist

ein kurativer chirurgischer Ansatz damit illusorisch.

1.2.3 Odem

Die Odembildung ist einer der entscheidenden Morbiditatsfaktoren des GBM
und oft sind die dadurch ausgel6sten Symptome des erhdhten Hirndrucks die
ersten Anzeichen der Erkrankung. Die Reduktion des Odems, insbesondere
durch Kortikosteroide ist ein wichtiger palliativer Therapiefaktor.

Die Atiologie des Odems ist noch nicht vollstandig aufgeklart, man geht jedoch
davon aus, dass eine erhdohte GefalRpermeabilitat auf Grund des Verlustes der
Blut-Hirn-Schranken-Eigenschaften des Hirnkapillar-Endothels im Tumorgebiet
wesentlich zur Entstehung beitragt. Andererseits deuten ultrastrukturelle
Studien der Kapillaren im eigentlichen Tumor sowie im umliegenden Gewebe
darauf hin, dass im peritumoralen Gewebe extrazellulare Flussigkeit resorbiert
und damit das Odem reduziert wird (Dinda et al. 1993). Im Tiermodell konnte
gezeigt werden, dass der Haupteffekt der Odemreduktion durch Kortikosteroide
auf einem antagonistischen Effekt zu VEGF beruht (Heiss et al. 1996) und eine
hohe Korrelation zur Gefaldichte besteht (Guerin et al. 1992a).
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1.3 Endothel und Angiogenese

1.3.1 Angiogenese

Endothelzellen gehdren im gesunden Sauger zu den Zellen mit der geringsten
Teilungsaktivitat: nur 1 von 10.000 Zellen (0,01%) befindet sich jeweils in der
Mitose, zum Vergleich: Darmepithel weist etwa 14% an Zellen in der Replikation
auf (Hanahan und Folkman 1996). In verschiedenen physiologischen und
pathologischen Zustanden, wie z.B. Wundheilung, Menstruation oder
Tumorentstehung, kommt es zur Aktivierung der Gefalle und Angiogenese, um
dem veranderten Versorgungsbedarf der Gewebe gerecht zu werden. Dabei
I6st sich die Gefalstruktur auf, Endothelzellen und Perizyten teilen sich und
wachsen in gerichteter Proliferation aus (Gerhardt und Betsholtz 2003).
AnschlieRend organisiert sich die Gefalistruktur neu in ein funktionsfahiges
Gefald.

Die Regulation dieses komplexen Wachstums wird Uber diverse pro- und
antiangiogenetische Faktoren wie VEGF (Vascular endothelial growth factor),
PDGF (Platelet derived growth factor), Angiopoetin-1 und -2, bFGF (Basic
Fibroblast growth factor), EGF (Epithelial growth factor) und ihre Rezeptoren auf
der Zelloberflache gesteuert (Ubersicht in: Hanahan 1997). Dabei spielt die
Extrazellularmatrix eine wichtige Rolle sowohl in Bezug auf die Migration der
Endothelzellen als auch, was die Speicherung und Aktivierung von
Wachstumsfaktoren betrifft. Hierbei spielen Matrix-Metalloproteinasen (MMPs)
eine wichtige Rolle, indem sie die Molekule der Extrazellularmatrix spalten und
eine gerichtete Migration ermdglichen, aber auch eine frihzeitige Apoptose der
Endothelzellen verhindern (Vu und Werb 2000).

VEGEF ist ein wichtiger Faktor der embryonalen und physiologischen
Angiogenese. Die Promotor-Region des VEGF Gens enthalt einen Hypoxie-
sensiblen Bereich. Das damit ausgeldste erhohte GefalRwachstum kann
einerseits die Sauerstoffversorgung wieder herstellen. Andererseits flhrt es

aber auch zu pathologischen Neovaskularisationen, wie z.B. in der Retina bei
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diabetischer Retinopathie (Hernandez et al. 2001) oder auch in hypoxischen
Tumorarealen (Plate et al. 1992). Auch andere proangiogen wirkende Proteine
werden durch Hypoxie verstarkt exprimiert und synthetisiert, unter anderem
PDGF-B (Platelet-derived-growth-factor B) und MMP-9. Diese wirken teilweise
synergistisch mit VEGF, und stimulieren zusatzlich die Expression von VEGF in

vaskularen Glattmuskelzellen (Enholm et al. 1997).

Abbildung 1

Struktur von Kapillaren in gesundem ZNS und in Glioblastomen: Die Endful3-
bildenden Astrozyten sind durch Tumorzellen ersetzt. Das Endothel ist schmal
und fenestriert, die ECM vermehrt mit deutlicher Trennung der einzelnen
Basalmembran-Lagen (schwarze Linie). A=Astrozytenendfull, E=Endothelzelle,
ECM= Extrazellularmatrix, fE = fenestriertes Endothel, G = Gliomzelle, P =

Perizyt.

gesundes Gehirn Glioblastom
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1.3.2 Basalmembran

Jede Epi- oder Endothelschicht ist vom darunter liegenden Gewebe abgegrenzt

durch eine Faserschicht, die Basalmembran genannt wird.

Die Basalmembran der Hirnkapillaren besteht Gberwiegend aus Kollagenen,
insbesondere Kollagen IV sowie Laminin und Fibronektin. Sie liegt direkt
unterhalb der Endothelzellen, hat aber auch direkten Kontakt zu der sie
umgebenden Astroglia (Abbildung 1). Dieser direkte Kontakt der Astroglia zu
den GefalRen scheint nétig zu sein, um die Blut-Hirn-Schranke aufrecht zu

erhalten.

1.3.3 Tumorangiogenese

Gefallneubildungen sind ein charakteristisches Merkmal des GBM. Die
Gefal¥flache innerhalb eines Schnittes ist um ein vielfaches hoher als in

gesundem Gewebe.

So verwendeten Brem et al. (1974) die GefalRe als Grading-Merkmal. Studien
an Glioblastomen zeigten, dass 12.5% der Endothelzellen in Tumoren
proliferieren, was eine mehr als 40fache Steigerung darstellt (Heiss et al. 1996,
Plate 1999). Dabei zeigten Studien an Tiermodellen, dass Angiogenese einen
wichtigen Schritt in einer frihen Phase der Tumorentstehung darstellt (Plate et
al. 1995; Hanahan und Folkman 1996). Dies traf nicht nur auf die Glioblastome
sondern auch auf die Ubrigen untersuchten Tumorarten, wie z.B. die dermalen
Fibrosarkome oder Plattenepithelkarzinome zu. Hanahan und Folkman (1996)
postulierten, dass eine Stérung der Regulation von pro- und antiangiogenen
Faktoren eine Ein/Aus-Reaktion moduliert, welche die Angiogenese aktiviert—

den so genannten angiogenic switch.

Dabei wird die Tumorangiogenese entscheidend von der umgebenden
extrazellularen Matrix (ECM) beeinflusst, welche Wachstumsfaktoren speichert
und freisetzt. So spielt z.B. Tenascin eine wichtige Rolle in der Angiogenese

von Glioblastomen und bei der Storung der Blut-Hirn-Schranke (Rascher et al.
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2002). Andererseits verandern die einwachsenden Zellen die sie umgebende
Matrix und bilden innerhalb kurzer Zeit eine eigene perivaskulare Matrix (Carey
1991). Zwei wichtige Faktoren in der Aktivierung des angiogenic switch sind
VEGF und MMP-9 (Arbiser et al. 1997). Antiangiogene Faktoren wie z.B.
Angiostatin sind in der Lage das Tumorwachstum und teilweise auch die
Dedifferenzierung zu unterdrticken (Kirsch et al. 1998). Aus diesen entwickelte

antiangiogene Medikamente bilden einen Pool aus potentiellen Therapeutika.

1.3.4 Angiogenese der Glioblastome

Schon 1960 konnte Sarah Luse zeigen, dass sich die Gefalde aus diversen
Hirntumoren elektronenmikroskopisch von denen in gesundem Gehirngewebe
unterscheiden (Luse 1960). Allerdings fand Luse v. a. Anderungen der
allgemeinen Gefaltform sowie eine doppelte Basalmembran, jedoch keine
Endothelveranderungen (Abbildung 1). Nachfolgende ultrastrukturelle Studien
zeigten eine verdunnte Endothelschicht, vermehrt Vesikel und vereinzelte
Fenestrierungen (Hirano et al. 1975). Die Tight Junctions die das
morphologische Korrelat der Blut-Hirn Schranke bilden, sind teilweise verkirzt;
die Zellmembranen sind weiter von einander distanziert, als in gesundem
Gehirngewebe (Long 1970), wobei diese Ergebnisse nicht aus Gefrierbruch-
Studien stammen. Selten findet sich eine komplette Auflosung der
Endothelintegritat mit Lickenbildungen. Allerdings bestand keine Einigkeit
zwischen den einzelnen Forschergruppen welche dieser Elemente flr die
Veranderungen der Blut-Hirn-Schranke verantwortlich sind und welche sich nur
als Nebeneffekte zeigen (Long 1970; Cox et al. 1976; Weller et al. 1978;
Stewart et al. 1987; Bertossi et al. 1997).

Dabei wurde eine groRe morphologische Ahnlichkeit der neuentwickelten
Gliomgefalie zu Gefallen im embryonalen ZNS festgestellt (Weller et al. 1977).
Inzwischen konnte auch gezeigt werden, dass sich die Mechanismen der
embryonalen Angiogenese und der Tumorangiogenese in vielen Punkten
ahneln und analoge Mechanismen die Gefal3bildung und Struktur steuern (Plate
und Risau 1995, Plate und Mennel 1995).
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1.4 Blut-Hirn-Schranke

1.4 Aufbau der Blut-Hirn-Schranke

Die Gefalle des Gehirns unterscheiden sich in ihren Eigenschaften von denen
aller tbrigen Organe. Sie bilden eine dichte Barriere, welche die empfindlichen
Neurone innerhalb des ZNS vor schadlichen Substanzen im Blut schitzt und
andererseits ein fur sie optimales Milieu aufbaut. Man weil} heute, dass
Endothelzellen diese so genannte Blut-Hirn-Schranke aufbauen. Dabei bilden
die Endothelzellen Tight Junctions aus, so dass ein Transport wasserloslicher
Substanzen nur noch Uber Carrier-Proteine innerhalb der Zellen mdglich ist
(Wolburg und Risau 1995). Die Blut-Hirn-Schranken-Eigenschaften der
Hirnkapillar-Endothelzellen sind aber nicht a priori eine Eigenschaft dieser
Zellen, sondern das Ergebnis enger und komplexer Wechselwirkungen
zwischen Endothelzellen, Astrozyten, Neuronen und der extrazellularen Matrix.
Die Tight Junctions sind charakterisiert durch spezielle transmembrandse
Proteine: Occludin und die Claudine, welche in die sich bertihrenden
Zellmembranen eingelassen sind und den Interzellularspalt zum verschwinden
bringen (Tsukita et al. 2001). Die Tight Junction-Proteine sind
gewebespezifisch. In Gehirnendothelzellen dominieren Occludin sowie Claudin-
3, -5 und -12 (Wolburg und Lippoldt 2002; Nitta et al. 2003; Wolburg et al.
2003). Fenestrierungen der Kapillarwand finden sich in Blut-Hirn-Schranken-
Epithelien nicht.

Die Storung der Blut-Hirn-Schranke in Glioblastomen ist ein wichtiger
pathologischer Faktor und wird heute tiberwiegend der Wirkung von VEGF
zugeschrieben — dieser Faktor ist auch als Vaskularer Permeabilitatsfaktor
(VPF) bekannt, der fur die Induktion von Fenestrierungen verantwortlich ist
(Esser et al. 1998). Weitere Faktoren wie Scatter-Factor/Hepatocyte-Growth-

Factor spielen ebenfalls eine wichtige Rolle (Book et al. 1999).
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1.4.2 Glut-1 als Transporterprotein der Blut-Hirn-Schranke

Da die Blut-Hirn-Schranke eine vollstandige Barriere fir hydrophile Bestandteile
bildet, missen Uberlebenswichtige Faktoren mittels aktivem Transport in das
ZNS verbracht werden. Im Falle der Glucose, welche den Uberwiegenden
Brennstoff der Zellen im ZNS bildet, erfolgt dies Uber Mitglieder aus der Familie
der Natrium-unabhangigen Glucosetransporter Glut-1 bis Glut-5. Hier spielt
insbesondere der erythrozytenspezifische Glukosetransporter Glut-1 eine
wichtige Rolle (Wolburg und Risau 1995). Dieser ist in kapillaren Endothelien
des ZNS nachweisbar und auf Endothelien der Blut-Hirn-Schranke beschrankt
(Kalaria et al. 1988; Dermietzel et al. 1992), wobei innerhalb des Kortex keine
Unterschiede in der Intensitat der Markierung entdeckt wurden (Virgintino et al.
1997). Dabei sind die luminalen Membranen um den Faktor 4 geringer mit Glut-
1 ausgestattet als die abluminale Membran (Gerhart et al. 1989; Bolz et al.
1996; Virgintino et al. 1997). Die GefalRe des Plexus choroideus und der
zirkumventrikularen Organe, welche keine Blut-Hirn-Schranken-Eigenschaften
aufweisen, besitzen keinen Glut-1 Transporter. Dagegen sind die Kapillaren des
Hoden, der eine Schranke ahnlich der BHS besitzt, Glut-1 positiv (Harik et al.
1990). Aufgrund der engen Korrelation der Glut-1 Expression zu einer
funktionstichtigen Blut-Hirn-Schranke gilt Glut-1 als Markerprotein fur die

Schrankenfunktion.

1.5 Extrazellularmatrix

1.5.1 Aufbau der Extrazellularmatrix

Die Extrazellularmatrix (ECM) eines jeden Gewebes bildet ein spezifisches
Geflecht das standig von den inliegenden Zellen umgebaut und optimiert wird.
Andererseits speichert die ECM Faktoren, welche die Proliferation,
Differenzierung, Genexpression und Migration beeinflussen. Z.T. ist sie Uber
einzelne Proteine oder deren Spaltprodukte selbst aktiv in dieses Geschehen
involviert (Venstrom und Reichardt 1993). Dies geschieht Uberwiegend Uber

Integrine, v.a. Integrin a,B3 und Dystroglycan.
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Insbesondere im ZNS ist dieses fein ausgewogene Wechselspiel von Zellen und
der sie umgebenden Matrix ist noch immer nur in Ansatzen verstanden und
lasst sich mit heutigen Mitteln nur schwer entwirren. Bekannt ist, dass die ECM
fur die Migration und axonale Verknupfung der Nervenzellen eine
entscheidende Rolle spielt (Venstrom und Reichardt 1993).

Die Komponenten der ECM kénnen in vier Kategorien unterteilt werden:
Kollagene, nichtkollagene Glykoproteine, Glykosaminoglykane und
Proteoglykane. Die Kollagene bilden eine Gruppe von mindestens 18
unterschiedlichen Glykoproteinen, welche einen Grofteil des menschlichen
Gesamtproteins umfasst, wobei Kollagen | mit etwa 90% des Gesamtkollagens
die wichtigste Rolle spielt. Die Kollagene |, lll und V kommen nahezu ubiquitar
vor, wahrend Kollagen IV ausschliel3lich in Basalmembranen zu finden ist
(Alberts et al. 1994).

Die nichtkollagenen Glykoproteine, zu denen Fibronektin, Tenascin, Laminin
und Vitronectin gehdren, stellen durch die Fahigkeit zur direkten Bindung an die
Zellen ein wichtiges Bindeglied zwischen Zellen und ECM dar. Die fur das ZNS
typische Matrix ist Uberwiegend auf die subependymalen Regionen, die
vaskularen Basalmembranen und die Glia limitans beschrankt, wahrend das

eigentliche Hirnparenchym auf eine kollagen- und proteinarme Matrix aufbaut.
1.5.2 Kollagene

Die Kollagene sind die wichtigste Faserkomponente samtlicher Gewebe des
Korpers. Trotz der zahlreichen Funktionen unterscheiden sich die Kollagene in
ihrem Aufbau nur wenig. Alle Kollagene bestehen aus einer Tripelhelix, wobei
sich die einzelnen Strange unterscheiden und so das Kollagen charakterisieren.
Kollagen | ist der am weitesten verbreitete Subtyp und kommt in nahezu allen
Organen, insbesondere jedoch in Bindegewebe vor. Kollagen Il bildet einen
wichtigen Bestandteil der Wand groRerer Blutgefalie. Im Gegensatz zu den
genannten Typen formt Kollagen IV keine fibrillaren Strukturen, sondern ist in
netzwerkartigen Verbindungen anzutreffen und bildet eine wichtige Komponente

der Basalmembran (Alberts et al. 1994). Das Vorkommen von Kollagen IV um
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ein Gefal} lasst daher auf ein ausgereiftes Gefald schlie3en, welches bereits
eine Basalmembran gebildet und organisiert hat (Thyberg und Hultdardh-
Nilsson 1994; Hanahan und Folkman 1996).

1.5.3 Tenascin-C

Tenascin-C wurde synchron in verschiedenen Laboratorien entdeckt als:
Glial/Mesenchymal-extracellular-Matrix-Protein (GMEM), Myotendinous Antigen,
Hexabrachion, Cytotactin, J1200:220, Tenascin und Neuronectin (Ubersicht in:
Jones und Jones 2000) Wenn im folgenden von Tenascin (TN) die Rede ist, so
handelt es sich stets um TN-C.

Zusammen mit vier anderen Proteinen (TN-R, TN-W, TN-X und TN-Y) bildet es
eine Familie, die eine wichtige Rolle in der Entwicklung insbesondere des
Nervensystems sowie der Knochen spielen. So tragt TN-C wesentlich zur
Neuronenmigration bei. Weitere wichtige Funktionen des TN-C liegen in der
Wundheilung und Entzindung. Im adulten Organismus wird TN-C lediglich in
Fallen exprimiert, die eine neue Gewebestrukturierung und Angiogenese
erfordern, wie z.B. bei der Wundheilung, Entziindung und Tumorentstehung.
TN-C bildet Hexamere aus Untereinheiten von 190 bis 300 kDa. Diese sind an
der so genannten Tenascin-assembly Domane Uber Disulfidbricken
miteinander verknupft. Dabei kdnnen in einem Hexamer verschiedene Splice-
Varianten der TN-C Untereinheiten vertreten sein, so dass eine Vielzahl an TN-
C Varianten existiert (Jones und Jones 2000).

Ein Grofteil des TN-C besteht aus einer Reihe von FN Il Doméanen. Diese sind
in der Lage, eine Vielzahl von Liganden, darunter diverse ECM-Proteine zu
binden. Beispiele daflr sind: die Integrine avp3 und av[36, die an der
Gliomzellmigration beteiligt sind; a9B1 und a8B1, die bei der Adhasion an
Glattmuskelzellen und Astrozyten eine Rolle spielen (LaFleur et al. 1997), sowie
die MMP-2 und -3 die eine wichtig Rolle bei der Neuorganisation von Geweben
spielen (Jones und Jones 2000). Uber die Bindung an Fibronektin wird TN-C in

die ECM integriert. Die Wirkung der Tenascine auf die Migration wird vermutlich
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durch die Regulation der Adhasion vermittelt (Brooks et al. 1984; Jones und
Jones 2000).

Die Expression des Tenascin-Genes wird Uber diverse Promotoren gesteuert
welche durch b-FGF, EGF (Sakai et al. 1995) und Transforming Growth-Factor
(TGF)-B3 aktiviert werden (Copertino et al. 1997). In astrozytaren Tumoren wird
TN-C Uberwiegend von Tumorzellen aber auch von angiogenen Gefallen

exprimiert (Zagzag et al. 1996).
1.5.4 Laminin und Fibronektin

Laminin ist eines der am frlihesten ausgebildeten Proteine der Basallamina und
ubiquitar vorkommend. Ahnlich wie Kollagen IV ist auch Laminin in
netzwerkartigen Strukturen organisiert und in der Lage zahlreiche Proteine der
ECM, sowie die angrenzenden Zellen zu binden (Alberts et al. 1994; Tunggal et
al. 2000). Dabei ist die Expression der unterschiedlichen Laminin-lsoformen flr
spezifisch fur das umgebende Gewebe. So wird die a-4 Kette nur von
Endothelzellen synthetisiert (Aumailley und Smyth 1998). Uber die genaue
Verteilung der einzelnen Isoformen ist dennoch sehr wenig bekannt. Eine der
Hauptaufgaben der Laminine besteht in der Vermittlung von Adhasion,
insbesondere Uber Integrine, welche auch die Polaritat der aufliegenden Endo-
und Epithellagen vermitteln. Mutationen der Laminin-Gene verursachen z.B.
Epidermolysis bullosa oder kongenitale muskulare Dystrophie (Aumailley und
Smyth 1998).

Wie Laminin, so ist auch Fibronektin in der Lage, diverse Matrixkomponenten
sowie angrenzende Zellen zu verbinden. Fibronektin ist ein grol3es
Glykoprotein, welches ubiquitar in Vertebraten nachweisbar ist und von
umgebenden Zellen zu netzwerkartigen Strukturen verknupft werden kann,
wobei je nach Umgebungsgewebe unterschiedliche splicing-Varianten zu finden
sind. Einzelne Untereinheiten des Fibronektin finden sich auch in einer Vielzahl
weiterer Proteine des Korpers, z.B. in Tenascin (Jones und Jones 2000). Die
Hauptaufgabe des Fibronektin besteht vermutlich in der Organisation der Matrix

sowie der Verknupfung ihrer Komponenten (Alberts et al. 1994).
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1.5.5 Agrin

Agrin ist ein Proteoglykan aus der Gruppe der Heparansulfate, welches zuerst
aus dem Elektrischen Organ des Torpedo californica isoliert wurde (Nitkin et al.
1987) und von verschiedenen Typen von Nervenzellen exprimiert wird.
Myozyten in Zellkultur sind nach Zugabe von Agrin in der Lage, synaptische
Komplexe auszubilden (Alberts et al. 1994). Agrin ist fur die Clusterung des
Acetylincholin-Rezeptors in der Membran der motorischen Endplatte
verantwortlich (McMahan 1990). DarUber hinaus wurde Agrin in der
Basalmembran von Gefallen des ZNS nachgewiesen, ebenso wie in Gefallen
des Hodens und Thymus, welche ebenfalls eine Blut-Gewebe-Schranke
aufweisen (Barber und Lieth 1997). Es wird daher vermutet, dass Agrin
wesentlich zur Induktion und Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-Schranke beitragt
(Rascher et al. 2002). Im ZNS wird Agrin Uberwiegend durch Astrozyten
gebildet, wobei die Expression- wie bei den meisten Proteinen der
Basalmembranen- wesentlich durch die Endothelzellen der einwachsenden
Gefalle gesteuert wird (Lieth et al. 1995).

1.5.6 Matrix-Metalloproteinasen

Der standige Umbau der Extrazellularmatrix geschieht Uberwiegend durch eine
spezielle Klasse von Proteinen, den so genannten Matrix-Metalloproteinasen
(MMPs). Dies sind ist eine Gruppe von derzeit 17 Proteinen, deren
gemeinsames Merkmal eine Zinkfingerstruktur im enzymatisch aktiven Zentrum
ist. Die Matrix-Metalloproteinasen sind teilweise membrangebunden (MT-MMP-
1 und -2), teilweise werden sie als inaktive Vorstufen in den Extrazellularraum
sezerniert, wo sie durch andere Proteinasen aktiviert werden (Vu und Werb
2000). Die so genannten Gelatinasen MMP-2 und -9 spalten zwar keine
Kollagene, sind jedoch wichtig flr die weitere Zerlegung der Kollagen-
Spaltprodukte sowie von Laminin und Nidogen. Obwohl MMPs fir eine Vielzahl
von lebenswichtigen Prozessen, insbesondere in der Embryonalphase,

verantwortlich gemacht werden, sind MMP-knock-out Mause in der Lage,
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lebensfahige Junge zu werfen. Die Wirkung der MMP scheint daher komplexer
zu sein als ursprunglich vermutet, wobei der Einfluss auf die Angiogenese eine
wichtige Rolle spielt (Ubersicht in: Shapiro 1998)

MMPs finden sich in Tumoren verschiedenster Ursprungsgewebe, in welchen
sie unter anderem flr die Angiogenese mitverantwortlich gemacht werden
(Nielsen et al. 1997; Westermarck und Kahari 1999). So verhindert eine
Inhibition von MMP-2 die Reaktion vaskularer Glattmuskelzellen auf PDGF-[3
(Vu und Werb 2000). Dabei ist die Wirkung der MMPs auf die Angiogenese
ambivalent, da sie einerseits durch die Modifikation der ECM die
Gefalaussprossung ermoglichen, andererseits aber auch antiantiogene
Faktoren aus der Matrix freisetzen. Zum Beispiel stellt ein 29kD Fragment des
Fibronektin einen potenten Inhibitor der Angiogenese dar (Hanahan et al. 1996),
wahrend MMP-12 in der Lage ist, Angiostatin zu aktivieren und so das

Wachstum von Lungenkarzinomen zu inhibieren (Shapiro 1998).

1.6 Zielsetzung dieser Studie:

Aufgrund des infiltrierenden Wachstums der Glioblastome finden sich
unterschiedliche Zonen innerhalb eines Tumors- nicht infiltriertes Neuropil,
solides Tumorgewebe, palisadenartige Zellverbande sowie fokale Nekrosen. Es
wurde aus diesem Grund vermutet, dass sich Material, welches aus dem
Zentrum des Tumors stammte von Proben aus dem Rand des Resektionsareals
unterscheidet, und zwar sowohl in der Verteilung der extrazellularen und
insbesondere der extravasalen Matrix, aber auch im Aufbau der Gefalie und in
den Charakteristika der Blut-Hirn-Schranke. Die Proben aus der
Tumorperipherie weisen vermutlich Zeichen der intakten Vaskularisierung auf,
wahrend die Gefalte aus dem Tumorzentrum deutliche pathologische
Veranderungen zeigen. Ziel der Untersuchung war die Charakterisierung der
schrittweisen Veranderungen der ECM Berucksichtigung des lokalen Milieus
sowie der Storung der Funktion der Blut-Hirn-Schranke. Des Weiteren sollten
die ultrastrukturellen Merkmale der Gefal’e unter Berucksichtigung der

Lokalisation innerhalb des Tumors untersucht werden.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien:

2.1.1 Patienten:

Die Gewebeproben, die in dieser Studie verwendet wurden, stammen von
Patienten, welche an einem Glioblastom erkrankt waren und in der
Neurochirurgischen Universitatsklinik eine Operation zur Tumorreduktion
erhielten. Dabei wurden zu Studienzwecken jeweils eine Probe aus dem
Zentrum des Tumors, sowie eine Probe aus dem Rand des Operationsgebiets
entnommen, wobei die Proben aus dem Zentrum mit dem Suffix Z, diejenigen
aus der Tumorperipherie mit dem Suffix P bezeichnet wurden. Bei den Tumoren
Nr. 10 und 14 wurde, wegen der geringen Tumormasse, nur eine Probe
entnommen. Eine weitere Gewebeprobe jedes Patienten wurde im Rahmen der
diagnostischen Abklarung an das Institut flr Hirnforschung der Universitat zur
histopathologischen Untersuchung weitergeleitet. Kontrollgewebe wurde im
Rahmen einer Entlastungsoperation bei Hirnblutung nach Verkehrsunfall sowie
bei einem Patienten mit cerebralem Angiom gewonnen.

Samtliche Proben stammen aus dem aus therapeutischen Grunden zur
Resektion vorgesehenen Areal, in keinem Fall wurde das Operationsareal
aufgrund der Studie erweitert. Die Genehmigung der Ethik-Kommission der

Medizinischen Fakultat lag vor

2.1.2 Verwendete Antikorper

Fir die Markierung wurden die folgenden monoklonalen Primarantikdrper in den
angegebenen Verdunnungen verwendet:
e 1:50 Kaninchen Anti-humanes-Kollagen | (Sanbio; Cellystems, Remagen)
e 1:50 Kaninchen Anti-humanes-Kollagen Ill (Sanbio; Cellsystems, Remagen)
¢ 1:100 Maus Anti-humanes-Kollagen IV (DAKO, Glostrup, Danemark)
e 1:50 Maus Anti-humanes-Laminin (DAKO, Carpinteria, USA)
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1: 250 Kaninchen Anti-humanes-Fibronektin (DAKO, Glostrup, Danemark)
e 1:50 Maus Anti-humanes-Tenascin (DAKO, Carpinteria, USA)

e 1:50 Kaninchen Anti-MMP-9 (Biotrend, Koln)

¢ 1:100 Maus Anti-MMP-2 (Biotrend, Koln)

e 1:50 Maus Anti-Desmin (DAKO, Glostrup, Danemark)

e 1:400 Kaninchen Anti-humanes-Glut-1

e 1:200 Maus Anti-Smooth-Muscle-Aktin (SMA)

Als Sekundarantikorper wurden folgende mit Floureszensfarbstoffen auf Cyanin-
Basis markierte Antikorper verwendet. :
e 1:100 Schaf Anti-Kaninchen mit CY2 (Dianova, Hamburg)
e 1:200 Schaf Anti-Maus mit CY3 (Dianova, Hamburg)
Zur Lagerung wurden die Antikorper 1:1 mit Glycerol versetzt und aliquotiert im

Gefrierschrank bei -18°C gelagert.

2.2 Methoden:

2.2.1 Aufarbeitung der Gewebeproben

Um autolytische Vorgange auf ein Minimum zu reduzieren und eine optimale
Strukturerhaltung und Immunogenizitat zu gewahrleisten wurden die
Gewebeproben direkt vom Operateur entgegengenommen. Die Zuordnung der
Proben zu einer Lokalisation innerhalb des Tumors erfolgte dabei durch den
Operateur, der vor Durchfliihrung der Untersuchung in das Prozedere
eingewiesen wurde.

Noch im Operationstrakt wurde mit der Fixation begonnen. Die einzelnen
Fixationsschritte werden, in Abhangigkeit von der Untersuchungsmodalitat, in

den folgenden Abschnitten beschrieben.
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2.2.2 Einbettung zur Elektronenmikroskopie

Fur die Elektronenmikroskopie wurde das entnommene Tumorgewebe in etwa
1mm?® groRe Stiicke zerlegt. Diese wurden in 2,5% Glutaraldehyd (Merck-
Schuchardt, Hohenbrunn) in HMSS-Puffer auf pH 7,4 eingestellt und fur 4
Stunden auf Eis unter standiger Bewegung fixiert. Anschliellend wurde das
Glutaraldehyd gegen Cacodylatpuffer (Dimethylarsinsdure Natriumsalz, pH 7,4;
Merck, Darmstadt) ausgetauscht, wobei der Puffer zumindest einmal
ausgetauscht wurde, um Reste der Fixantien zu entfernen. Die Proben wurden
anschlie®end bis zur Einbettung im Kuhlschrank gelagert, wobei aufgrund der
Fixation keine Verluste der Ultrastruktur zu befirchten sind. Fir die Einbettung
wurde das Gewebe in mdglichst kleine Stlicke zerteilt. Dies geschah in
Cacodylatpuffer, um Austrocknung zu verhindern. Die Gewebestlcke wurden
fur die weitere Aufarbeitung in ein Schnappdeckelglas mit Cacodylatpuffer
uberfuhrt. Die restliche Prozedur und die Einbettung selbst fanden bei
Raumtemperatur, und wenn nicht anders angegeben, auf einem Schuttler statt.
Das Gewebe wurde mit 1% Osmiumtetroxid (Polyscience Inc., Warrington,
USA) in Cacodylatpuffer fur 2 Stunden nachfixiert und kontrastiert.
Anschliel3end wurde zweimal fur 10 bis 15 Minuten mit Cacodylatpuffer
gewaschen. Danach wurde mit 50% Ethanol (Merck, Darmstadt) fur 30 min.
gewaschen und entwassert.

Die Kontrastierung erfolgte mit 3% Uranylazetat (Merck, Darmstadt) in 70%
Alkohol Gber Nacht. Am folgenden Tag wurde das Gewebe jeweils 30 min. in
70%, 80%, 95% und absolutem Alkohol entwassert. Zum Abschluss wurde das
Gewebe flr zweimal 20 min in Propylenoxid (Merck, Darmstadt) entwassert.
Um eine schnittfeste Konsistenz zu erzielen wurde das Gewebe mit dem
Kunstharz Araldit infiltriert. Dies erfolgte in mehreren Schritten mit folgenden
Araldit-Propylenoxid-Mischungen: 1:1 fir eine Stunde, 3:1 flr 2 Stunden,
schlieRlich Uber Nacht in reinem Araldit. Dabei wurde wegen der Scherkrafte

kein Schiittler mehr verwendet.
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Am dritten Tag der Einbettung wurden die Gewebeproben mit frischem Araldit in
Flacheinbettungsformen eingelegt und ausgerichtet. Die Polymerisation fand bei
60°C im Warmeschrank Uber 30 bis 48 Stunden statt.

2.2.3 Anfertigung von Ultradinnschnitten zur Elektronenmikroskopie

Die auspolymerisierten Blockchen welche die Gewebeproben enthielten wurden
auf einer Ultratrim Frase (Reichert, Osterreich) zugetrimmt, um eine minimale
trapezformige Schnittflache zu erreichen. Semidinnschnitte von 0,2 bis 0,5 ym
wurden mit Glasmessern, die auf einen Freiwinkel von 6° eingestellt waren, auf
einem Ultramikrotom OM U 3 (Reichert, Osterreich) angefertigt, auf
unbeschichtete Objekttrager (Menzel-Glaser) Ubertragen, auf einer Warmeplatte
(H22 electronic: Gerhard, Bonn) getrocknet, mit Richardsons Reagenz
eingefarbt und unter dem Mikroskop auf gefaldreiche Bereiche abgesucht. Die
Blockchen wurden daraufhin mit Hilfe einer Rasierklinge weiter zugetrimmt, so
dass die endgultige Schnittflache bei einer Groe von ca. a2 mm? nur das
interessierende Areal mit hoher Gefaldichte enthielt. Von den derart
praparierten Blocken wurden mit einem Diamantmesser (Diatome, Zurich) bei
gleicher Gradeinstellung Ultradinnschnitte von etwa 50 bis 90 nm Dicke
angefertigt. Die Schnitte wurden auf mit Formvar (Merck, Darmstadt)
beschichtete Kupfernetz- oder -Schlitztrager (VECO GmbH, Solingen)
aufgezogen und getrocknet.

Nun wurde mit Bleizitrat (Merck, Darmstadt) fir 5 min kontrastiert, mit
entmineralisiertem Wasser gewaschen und erneut getrocknet. Nach der
abschlielRenden Trocknung konnen die Grids auch Uber lange Zeitrdume hin
gelagert werden ohne dass sich Qualitative Einbuf3en finden lassen.

Zur Auswertung wurden die Schnitte an einem Zeiss EM 10
Elektronenmikroskop (Zeiss, Oberkochen) betrachtet. Dabei wurden die
Schnitte vollstandig durchsucht und samtliche zur Darstellung kommenden
Gefalle auf Agfa Bovira-Speed Negativ-Film (Agfa,) photographiert. Zur
Ubersicht und zur Darstellung hyperplastischer GefaRe wurde dabei mit einer

2500fachen Vergrolierung gearbeitet. Kleinere Gefalle und Ausschnitte aus
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hyperplastischen Gefallen wurden mit 4000 bis 10.000facher Vergrofierung
photographiert. Die Darstellung feinster Details sowie einzelner Zell-Zell

Verbindungen erfolgte mit 25.000facher Vergro3erung.

2.2.4 Immunfluoreszenz

Das Gewebe wurde in maximal 1 cm?® grof3e Stiicke zerlegt und fir 2 Stunden in
4% in PFA in HMSS auf Eis fixiert. Anschlielend wurde Uber eine Sucrose-
Reihe kryoprotektiert. Dazu wurde das Gewebe in 12% und 15% Sucrose in
HMSS fur jeweils eine Stunde, anschlie3end noch 2 Stunden in 18% Sucrose in
HMSS Uberfuhrt, jeweils auf einem Schuttler auf Eis. Danach wurde die
Gewebeprobe in Tissue-Teck OTC (Sakura-Fineteck, Niederlande) eingebettet
und in Stickstoffdampfen langsam eingefroren. Daraufhin kann das Gewebe bei
-80°C Uber langere Zeit gelagert werden, ohne dass ein Verlust an Struktur oder
Antigenizitat entsteht.

Zur Immunfluoreszenz-Markierung wurde das Gewebe auf einem Cryostat
(Reichert, Osterreich) geschnitten, wobei die Schnittdicke bei 10 bis 15 ym lag.
Die fertigen Schnitte wurden auf Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager
aufgebracht und bei 37°C auf der Heizplatte getrocknet. Dabei wurden von
jedem Gewebe Serienschnitte angefertigt, die auf mehrere Objekttrager
aufgebracht wurden, die nicht direkt verwendeten Objekttrager wurden bis zur
weiteren Verarbeitung flr wenige Tage bei -80°C gelagert. Nach dem Auftauen
wurden diese Schnitte vor der Markierung erneut auf der Heizplatte bei 37°C
getrocknet.

Die auf Objekttrager aufgebrachten Schnitte wurden mit 4% PFA in HMSS-
Puffer fur 10 min in einer Klvette nachfixiert. Dann zweimal mit TBS fur 5 bis 10
min gewaschen, wobei beim zweiten Waschschritt 0,1% TX 100 (Serva,
Heidelberg) beigefluigt wurde, um eine bessere Benetzung der Schnitte in den
folgenden Schritten zu erreichen. Anschlief3end wurde fir 20 min mit 5%
Magermilch (Merck, Darmstadt) und 0,1% TX 100 in TBS geblockt, um
unspezifische Antikdrperbindung zu reduzieren. Dies fand auf dem Objekttrager

statt, wobei 1 ml Magermilchpuffer aufpipettiert wurde.
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Die Primarantikdrper wurden entsprechend der erforderlichen Endkonzentration
(siehe unten) mit Magermilch-Puffer versetzt, fur 3 bis 4 min bei 3000-4000
U/min zentrifugiert um Antikdrperaggregate abzutrennen und der Uberstand fiir
die Markierung verwendet. Pro Objekttrager wurde mit 75ul Antikorper-
Suspension markiert und mit Parafilm tGberzogen um ein Austrocknen zu
verhindern.

Sowohl fur Erst- als auch fur Zweitantikérper wurde entweder fir eine Stunde
bei Raumtemperatur oder bei 4°C im Kiuhlschrank Uber Nacht markiert. Wurde
bei Raumtemperatur markiert, so wurde anschlielend 2- bis 3-mal fur 5 bis 10
Minuten mit TBS gewaschen. Falls im Kuhlschrank markiert wurde, musste 4-
bis 5-mal fur 10 Minuten gewaschen werden. Der erste dieser Waschschritte
wurde dabei auf dem Objekttrager durchgefuhrt um Hintergrund und Artefakte
durch Antikdrper in der Waschlésung zu reduzieren, die anschlieRenden
Waschschritte fanden in einer Klvette statt. Im letzten Waschschritt wurde 0,1%
TX 100 zugesetzt, um eine bessere Benetzung bei der Zweitantikorper-
Markierung zu erreichen.

Auch die Zweitantikorper wurden mit Magermilch-Puffer versetzt. Dabei wurden
die CY-3 Konjugate auf 1:200, die CY-2 Konjugate auf 1:100 verdunnt. Die
Markierung selbst erfolgte mit den gleichen MalRangaben wie die Markierung mit
Erstantikdrpern, jedoch unter weitmoglichster Lichtabschottung, um ein
Ausbleichen zu verhindern.

Nach der Markierung mit Zweitantikdrpern wurde zuerst mit TBS ftr 10 min
gewaschen. Als zweiter Waschschritt wurde eine Zellkernfarbung mit Hoechst
33258 (Hoechst-Chemie, Frankfurth-Hoechst) ebenfalls fur 10 min bei 4°C
durchgefuhrt um anschlieRend erneut mit TBS, versetzt mit 0,1% TX100, zu
waschen. Schliel3lich wurden die Schnitte mit 90% Glyzerol in TBS, das als
Ausbleichschutz mit einigen Kristallen Phenylendiamin versetzt wurde,
eingedeckelt. Die Praparate wurden an einem Laser-Scanning-Mikroskop
(Axiovert 135M LSM; Zeiss, Oberkochen) betrachtet und interessante bzw.
reprasentative Bereiche eingescannt. Dabei wurde fir Ubersichten mit einer

VergroRerung vom 1:100 fur Ausschnitte von 1:400 bzw. 1:630 gearbeitet. Die

-27 -



Bilder wurden mittels der Software Adobe Photoshop (Version 5.5; Adobe,
Mountain View, USA) zur Publikation weiterverarbeitet, eine Retusche fand
dabei nicht statt.

2.2.5 Sekundarkontrolle

Um unspezifische Reaktionen der Gewebe mit den Zweitantikdrpern zu
erkennen, wurde in jeder Serie eine Negativkontrolle mitgeflhrt. Hier wurde
wahrend des Markierungsschrittes mit reinem Puffer ohne Erstantikdrper
markiert. Dabei wurde von samtlichen Schnitten einer Markierungsserie eine

Negativkontrolle mitgefuhrt.
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3. Ergebnisse:

3.1 Elektronenmikroskopie

3.1.1 Struktur der Gefalle

In allen untersuchten Tumoren wies das Tumorstroma ausgepragte
Veranderungen auf, wobei nur in einzelnen Proben Myelinscheiden identifiziert
werden konnten. In allen Proben war das Stroma deutlich 6dematds verandert.
Hyperplastische Gefalte fanden sich in den meisten untersuchten
Tumorgeweben, wobei sowohl die GréRe als auch die Zahl der Gefalie
deutliche Unterschiede aufwiesen. Eine Ausnahme bilden die peripheren Areale
aus den Tumoren 4 und 8, in welchen sich keine hyperplastischen Gefalle
nachweisen lieRen. Dabei fand sich in Tumor 4 eine deutlich erhéhte Anzahl
kleinerer Gefalde, so dass auch in diesem die GefalRdichte Uber der des
gesunden Gehirnes lag (Tabelle 1).

Daruber hinaus wiesen die Tumoren 4, 9 und 12 jeweils mehrere
GefalRkomplexe auf (Tabelle 1, Abbildung 8a). Diese bestanden aus mehreren
Gefallen, welche in eine gemeinsame Extrazellularmatrix eingebettet und durch
diese von dem umgebenden Tumorstroma getrennt waren. Die einzelnen
Gefalle dieser Komplexe waren meist nicht wesentlich vergroRert; haufig
besallen sie eine eigene Basalmembran und einzelne direkt zugeordnete
Perizyten. Weitere Perizyten, die vollstandig von einer eigenen Basallamina
umgeben waren, waren locker in die umgebende Matrix eingebettet. Den
Abschluss zum umgebenden Stroma bildete eine weitere Basallamina.

Das Gegenstlck zu den hyperplastischen Gefalien bilden kleine Gefalde mit
schlitzformigem Lumen ohne nachweisbare Erythrozyten im Gefalllumen. Diese
waren in den Tumoren 3, 4, 5, 6, 7, 9, und 12 nachzuweisen. Vor allem die
Proben aus der Tumorperipherie der Tumoren 3, 4, 5 und 12 wiesen eine
erhdhte Zahl dieser Gefalie auf, welche in der Literatur meist als Gefallknospen
bezeichnet werden. Dabei waren of mehrere dieser GefalRknospen direkt
aneinander anliegend - vereinzelt auch in den oben erwahnten

Gefallkomplexen.
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Tabelle 1: Elektronenmikroskopie

Tumor Vesikel | Weite TJ | Fenestr. | Protub. | Hpl. Gef. | Schi. L.
TU2Z - - + ++ ++ -
TU3P ++ ++ ! - +++ ++ ++
TU3Z - + - + + +
TU4P ++ - - + 23 ++
TU47Z + - - ++ +++ 2 -
TU5P - ++ - ++ ++ ++
TUS5Z + - - ++ +++ +
TUGP + + - ++ +++ -
TUG6Z + - - + +++ +
TU7P + + - + +++ +
TU7Z ++ - - +++ ++ -
TU8P + - - + _ N
TU9P ++ - - +++ +++ -
TU9 Z + - - ++ +++ 2 +
TU12P + + - +++ + ++
TU122Z + + - ++ -2 +

Pathologische Eigenschaften in der elektronenmikroskopischen Morphologie der
Gefalle.

Weite TJ = distanzierte Endothelmembranen, die eine eine minimale Lucke in der
Endothelschicht verursachen. Fenestr. = Fenestrierungen in der Endotheschicht.
Protub. = fadenférmige Protuberanzen der luminalen Endothelzell-Membran.

Hpl. Gef. = hyperplastische Gefalle. Schl. L. = schlitzformiges Lumen der Gefalle
ohne nachweisbare Perfusion.

+++ = sehr haufig zu finden, ++ = haufig zu finden, + = vereinzelt zu finden, - =
nicht detektiert. 1 = In den Proben fanden sich Gefalde welche vollstandig zum
umgebenden Tumorgewebe gedffnet waren und einen Durchtritt von Zellen aus
dem Lumen zeigten. 2 = Es fanden sich grolere Komplexe von Gefalden welche
von einer gemeinsamen Matrix und Basalmembran umschlossen waren. 3 =
erhohte GefalRdichte kleiner Gefalde ohne nachweis hyperplastischer Gefalle.
Die Proben aus den Tumoren 8 Z, 10 und 11 waren nahezu vollstandig
nekrotisch. Gefalke liel3en sich in diesen Proben nicht nachweisen.
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Ein Charakteristikum der Tumorgefalie, welches sich in allen Proben mehr oder
minder ausgepragt nachweisen liel3, waren villése Protuberanzen der
Endothelzellen in das Lumen des Gefalies (Abbildung 3); fadenformige
Ausstulpungen der Membran mit nur minimalen Plasmaanteilen, welche die
Oberflache der Endothelzelle um ein vielfaches vergroRern. Dabei fanden sich
deutlich mehr dieser Protuberanzen in kleineren Gefallen mit ansonsten
regularer Morphologie, wahrend die hyperplastischen Gefalde mit dinnem
Endothelsaum nur wenige Protuberanzen zeigten (Abbildung 4).

Die Perizyten der meisten Gefalde unterschieden sich nicht von denjenigen aus
den Proben gesunden Gehirngewebes. Die Assoziation der Perizyten an das
Gefald war jedoch lockerer- teils aufgrund der 6dematdsen Schwellung des
Gewebes, teils aufgrund der deutlich vermehrten Matrix der Basalmembran,
welche die Perizyten von den Endothelzellen distanzierte (Abbildung 5 und 8a).
Die Basalmembran sowohl der kleineren, als auch der hyperplastischen und
glomeruloiden Gefal3e stellte sich in den meisten Fallen
elektronenmikroskopisch unauffallig dar. Es fanden sich aber auch Areale in
denen die Basalmembran aufgelockert erschien, sowie Verdopplungen der
Membran (Abbildung 6). In Gefalken mit deutlich vermehrter Matrix war die
Basalmembran oft nicht von den umgebenden Kollagenen Fasern zu trennen
(Abbildung 8a).

3.1.2 Elektronenmikroskopische Zeichen der Schrankenstérung.

Fenestrae gelten als Charakteristikum der Gefalte ohne Blut-Hirn-Schranke und
sind im ZNS ausschlieflich im Plexus choroideus und in den
zirkumventrikularen Organen sowie im Hypophysenstiel anzutreffen. Mit
Ausnahme eines einzelnen Gefal3profiles in Tumor Nr. 2 fanden sich keine
Fenestrierungen in den untersuchten Proben (Tabelle 1).

Dagegen zeigten mehrere Gefalde in den Tumoren 3, 5, 6, 7 und 12 eine
Diskontinuitat des Endothels sowie z. T. auch der Basallamina mit direkter
Verbindung des Endovaskularraumes zum Interstitium (Tabelle 1, Abbildung 7).

Zum Teil waren Erythrozyten in der Umgebung der Gefalle als Zeichen einer
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intrazerebralen Mikroblutung nachweisbar (Abbildung 3). Dabei waren die
Endothelzellen der offenen Gefalle nicht beschadigt, zeigten eine intakte
Zellmembran und ein unauffalliges Zytoplasma. Die Lucken waren in einigen
Fallen direkt neben intakt imponierenden TJ lokalisiert; pathologisch
imponierende TJ als Ursache der Luckenbildungen waren in den
entsprechenden Gefalden nicht zu finden. Auch fanden sich in der Umgebung
der offenen Gefale keine Traumafolgen, welche die intrazerebrale Blutung
erklaren konnten. Der Nachweis offener Gefalde war nicht mit der Lokalisation
innerhalb des Tumors assoziiert — sie fanden sich sowohl in Proben aus dem
Tumorzentrum als auch in Proben, welche vom Rand der Resektion stammten.
Die Mehrzahl der GefalRe der untersuchten Tumoren zeigten zahlreiche Vesikel,
sowohl innerhalb der Zelle als auch in direktem Kontakt zur luminalen und
abluminalen Membran (Abbildung 6). Eine Korrelation der Vesikeldichte zur

Lokalisation innerhalb des Tumors liel} sich nicht feststellen.

3.2 Immunfluoreszenz

3.2.1 Kollagen |

Kollagen | war in der Tumormatrix samtlichen Tumoren nachzuweisen, wobei
sich in vielen Fallen die Markierung der perivaskularen ECM nicht vom
umgebenden Tumorstroma unterschied, in einzelnen Fallen sogar geringer war
(Tabelle 2).

Dabei waren die glomeruloiden Gefalie in den Tumoren 3- 13 deutlich starker
fur Kollagen | markiert als das sie umgebende Stroma, wahrend sich die kleinen
Gefale nicht von dem umgebenden Tumorstroma abhoben. Ebenso waren die
Aggregate aus kleineren Gefalken deutlich positiv (Abbildung 8b). In den
Tumoren 5, 6, 10 und 13 war auch die perivaskulare ECM der kleineren Gefalle
deutlich markiert. Die Markierung war sowohl bei den glomeruloiden als auch
bei den kleineren GefalRen in den Proben aus dem Tumorzentrum starker als in
der Peripherie. Den Extremfall bildete Tumor 9, bei welchem nur die Gefalie
aus dem Tumorzentrum fur Kollagen markiert waren, wahrend in den Proben

aus der Tumorperipherie die Gefale sich nicht vom Stroma unterschieden.
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Die Markierung der GefalRe aus den Tumoren 8 und 11 unterschied sich
deutlich von den dbrigen Tumoren. In den Proben aus den peripheren Anteilen
des Tumors fand sich eine deutlich starkere Markierung fur Kollagen 1 als in
denen aus zentralen Anteilen des Tumors. Eine analoge Markierung fand sich
auch fur Kollagen Il sowie fur Fibronektin und Laminin. Darlber hinaus war
auch die Markierung fur TN in den peripheren Anteilen starker, wahrend Agrin in

den zentralen Anteilen des Tumors eine starkere Markierung aufwies.

Tabelle 2: Kollagene, Laminin und Fibronektin

Tumor Kollagen| Kollagenlll KollagenIlV  Laminin Fibronektin

TU1Z - - +++ ++ +++
TU1P - +++ ++ ++ +++
TU2P - - ++ ++ +++
TU2Z - - + + + - +++
TU3 P + - ot + +++
TU3Z + - +++ ++2 +++
TU4P + - +++ + +
TU47Z + + +++ + +
TU5P + +1 +++ + +++2
TU5Z + - +++ ++2 +
TUGP + +] ++ + +443
TUGZ + - + + ++
TU7P + - +++ ++ +
TU7Z + ++ +++ + ++42
TUSP + ++! ++ +++ +++
TU8Z + - ++ - +++
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Tabelle 2 (Fortsetzung): Kollagene, Laminin und Fibronektin

Tumor Kollagen | | Kollagen Ill | Kollagen IV| Laminin |Fibronektin
TU9P - ++ + - ++
TU9Z + +1 ++ + -+
TU10Z ++ + ++ + +
TU1M1P ++ + +++ ++ +
TU11Z + - + + +
TU12P + - +++ + 4+
TU122 ++ - ++ + 4+
TU13P +2 ++ ++ ++ +
TU13Z + - +++ + 4+
TU14 P ++ +++ + +++
TU14 2 - - +++ + +++
TU15Z + - +++ + +++
Kontrolle 1 - - +++ ++ +++
Kontrolle 2 - - +++ ++ +++
Markierung der perivaskularen ECM fur die Matrixproteine Kollagen I, Ill und 1V,

sowie fur Laminin und Fibronektin. Die Starke der Markierung wird dabei als
Differenz zur umgebenden Tumormatrix angegeben: +++ = sehr starke
Markierung, ++ = maRige Markierung, += geringe Markierung, bzw. lediglich
Markierung einzelner GefaRe. ' = lediglich hyperplastische GefaRe zeigen eine
starkere Markierung der perivaskuldren ECM als die umgebende Matrix. 2=
grolRe Gefale zeigen eine stirkere Markierung als kleine. ® = Die ECM ist in
mehreren Lagen organisiert.

3.2.2 Kollagen llI

Die Markierung fur Kollagen Il im Tumorstroma war deutlich geringer als
diejenige fur Kollagen I, in den meisten Tumoren unterschied sie sich nicht, oder

nur geringflgig von der unspezifischen Hintergrundmarkierung (Tabelle 2).
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Eine spezifische Markierung der Gefalde fur Kollagen Ill war insbesondere um
hyperplastische Gefale auffallig, mit Betonung der zentralen Anteile der
Tumoren 1, 4, 7, 10 und 13. Dabei fand sich eine deutliche Korrelation der
Markierung mit derjenigen fur Kollagen I. In den Tumoren 8 und 11 waren die
Gefalle der Proben aus der Tumor-Peripherie deutlich starker fur Kollagen Il
markiert als diejenigen des Tumorzentrums. Dabei war diese unterschiedliche
Markierung, wie oben erwahnt, fur alle Kollagene, sowie fur weitere
Matrixproteine nachzuweisen.

Auch die Gefalde der Tumoren 5, 6 und 9 wiesen eine deutliche Markierung der
Tumorperipherie auf, wahrend sich zentrale Gefalle nicht vom Hintergrund
abhoben. Anders als in den Tumoren 8 und 11 fand sich hier keine atypische
Markierung fur Tenascin, Agrin und Glut-1, und auch keine Korrelation zur

Expression von Kollagen |, lll oder Laminin.

3.2.3 Kollagen IV

Kollagen IV lief3 sich in der Matrix samtlicher Gefalte der Tumoren nachweisen.
Hierin unterschieden sich die Tumoren nicht von den Kontrollgeweben. Auch
fand sich keine Korrelation der Expression zur Gro3e der Gefalde (Tabelle 2).
Unterschiede in der Markierung zwischen Tumorzentrum und -peripherie
betrafen dabei nicht die Starke der Markierung der einzelnen Gefale, sondern
lediglich die GefaRdichte. Eine spezifische Intensitat der Immunmarkierung in
Abhangigkeit vom umgebenden Tumorstroma liel3 sich nicht nachweisen.
Doppelmarkierungen mit Fibronektin zeigten, dass die Extrazellularmatrix aller
Gefalle, welche fur Fibronektin positiv waren, auch eine deutliche Markierung
fur Kollagen IV aufwies. Eine Korrelation der Markierung zur Lokalisation der
Gefalle innerhalb des Tumors oder zu sonstigen Matrixproteinen lief3 sich nicht

nachweisen.

3.2.4 Fibronektin

Fibronektin bildet einen essentiellen Bestandteil der vaskularen

Basalmembranen. Dem entsprechend wiesen alle Gefalle, sowohl in den
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Proben mit Tumorgewebe, als auch in den Kontrollgeweben eine deutliche
Markierung auf (Tabelle 2). In den Kontrollen war diese Markierung auf die
perivaskulare Matrix beschrankt, wahrend das umgebende Stroma keine vom
Hintergrund unterscheidbare Markierung aufwies. Dagegen war das Stroma der
untersuchten Gliome deutlich positiv markiert und wies einen betrachtlichen
Anteil an Fibronektin auf, der jedoch zwischen den Tumoren variierte.

Die GefalgrofRe hatte in der Regel keinen Einfluss auf die Markierung der
Extrazellularmatrix fur Fibronektin (Abbildung 10b). Eine Ausnahme bildeten die
Tumoren 5 und 7, die in einzelnen Proben eine verstarkte Markierung der
hyperplastischen Gefalle aufwiesen. Eine morphologische Besonderheit zeigte
sich in Tumor 6. Hier war die perivaskulare Fibonektin-Markierung in mehreren
Lagen organisiert, welche durch eine Lage an Kollagen IV voneinander

separiert waren.

3.2.5 Laminin

Laminin war in den Basalmembranen der Gefalie aller untersuchten Tumoren
nachweisbar (Tabelle 2). Einzig die Proben aus dem Zentrum der Tumoren
Nummer 2 und 8 sowie aus der Peripherie des Tumor 9 wiesen keine
herausragende Laminin-Markierung der Gefalde auf und unterschieden sich
nicht wesentlich von dem sie umgebenden Tumorstroma, bzw. der
Hintergrundmarkierung. In Tumor 3 und 5 schien die Markierung der
hyperplastischen Gefalle, Uber der kleinerer zu liegen, wobei in diesen Proben
die Markierung fur Kollagen | und Kollagen III nicht von der GroRe der Gefalle
abhing. Eine Korrelation der Laminin-Markierung zu anderen Matrixproteinen,

den MMP oder zur Lokalisation innerhalb des Tumors fand sich nicht.

3.2.6 Tenascin

Tenascin wies von allen in dieser Studie untersuchten Matrix-Proteinen die
deutlichsten Veranderungen auf, sowohl gegenuber dem Kontrollgewebe als

auch innerhalb der Tumoren auf.
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Sowohl in den Proben aus dem gesunden Gehirn, als auch in den Gefallen aus
der Umgebung des Angioms fand sich keinerlei Markierung fir TN, welche Uber
den Hintergrund hinausging. Desweiteren fand sich keine TN-Markierung des
gesunden ZNS-Stromas.

Dagegen wies das Stroma der meisten untersuchten Tumoren eine deutliche
Markierung fur TN auf, welche sich deutlich von der unspezifischen
Hintergrundmarkierung abhob. Auch die GefalRe der Tumoren wiesen eine
gegenuber dem Tumorstroma deutlich erhdhten Anteil an Tenascin in der
perivaskularen ECM auf.

Die auffalligste Veranderung fand sich innerhalb der Zonen fokaler Nekrose.
Wahrend die Fibronektin-Markierung der Gefal3e sich nicht von nicht-
nekrotischem Tumorgewebe unterschied, war der Tenascin-Gehalt der
Basalmembran in den Nekrosen massiv erhdht (Tabelle 3, Tabelle 6). Diese
Veranderung fand sich in allen Zonen fokaler Nekrose, die in den hier
untersuchten Tumorproben nachweisbar waren. Auch war kein Zusammenhang
mit der GefalRgroRe festzustellen; sowohl sehr kleine, normal erscheinende als
auch hyperplastische Gefalde zeigten diese vermehrte Tenascin-Markierung
innerhalb der Nekrosezone (Abbildung 10).

Es fand sich eine deutliche Korrelation der Expression von TN zu derjenigen
von Agrin und MMP-9. Diese wird in den Abschnitten uber Agrin bzw. MMP-9
abgehandelt.
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Tabelle 3: Tenascin

Tumor Fibronektin  Tenascin  Markierung gegen Tenascin und
1 Fibronektin :
TU1P ot et +++ = sehr starke Markierung,
TU1Z +++ +++/ - ++ = malige Markierung,
+ = geringe Markierung,
Tu2p L +- - = keine Markierung der Gefalie,
TU22z +++ +4+ /-] welche Uber die Tumormatrix
hinausgeht.
Tusp A ++ +++/- = Die Gefalle in einigen
TU3Z +++ - Arealen sind sehr deutlich, in
TU 4P + /] anderen Arealen nicht fur TN
; positiv.
TU42 + +H+/+ ! = Starkere Markierung der
TU5P 4+ 2 _3 Gefale in nekrotischen Arealen
als im nicht-nekrotischen
TUsSZ + A Tumorgewebe.
TUGP +++ ++ 2= grolRe Gefalle zeigen eine

starkere Markierung als kleine.

TuecZz T il ® = fehlende Markierung fiir TN,

TU7P + +++/+] wobei die Struktur des Gewebes,

TU72Z 42 /4] sowie der Gefé@e derjenigen aus
den Kontrollen ahnelte.

TU8BP +++ +/-

TU8Z +++ +/-

TU9P ++ +

TU9Z ++ ++/ -

TU10Z + -

TU1M1P + +++

TU11Z + ++/ -

TU12P +++ -

TU122z ++ +

TU13P ++ ++

TU13Z +++ +/-

TU14P +++ ++

TU142z +++ ++/-

Kontrolle 1 +++ -

Kontrolle 2 +++ -
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3.2.7 Agrin
In den Kontrollgeweben, sowohl aus einem Verkehrsunfall als auch aus einem
Hamangiom, wiesen die Gefalle eine Basalmembran auf, welche deutlich fur
Agrin positiv war.
Dagegen war in den untersuchten Tumoren die Markierung der
Basalmembranen fur Agrin deutlich geringer, in einzelnen Schnitten war keine
Markierung der Gefal3e festzustellen. Hierbei fand sich keine eindeutige
Korrelation zur Lokalisation innerhalb des Tumors, analog zur Markierung fur
andere untersuchte Matrixproteine (Tabelle 4). Die Markierung verhielt sich
jedoch umgekehrt zu derjenigen fur TN: In Arealen, in welchen die Gefalle TN-
negativ waren, fand sich eine deutliche Markierung mit Agrin: z.B. in Tumor 1,
3Z, 4P, 7Z, 9Z oder 12 P. Dagegen fand sich keine Markierung fir Agrin in den
Tumoren 6Z, 8P, 9P, 11Z 13P und 14. In diesen Proben war die Basalmembran
deutlich TN positiv. In einzelnen Arealen, z.B. innerhalb von TU 2 Z, 6P, 7P, 8Z,
11P oder 13Z, fand sich diese ausschliel3ende Varianz der Markierung
innerhalb des einzelnen Schnittes, wobei Gefalle mit starkerer TN-Markierung
der Matrix negativ fir Agrin waren (Abbildung 14). Lediglich in den Gefallen aus
Tumor 5P war weder eine Markierung fir Agrin noch fir TN nachzuweisen.
In den Tumoren 2P, 4Z, 5Z, 12Z, und 15Z fand sich eine gréliere Zahl an
Gefallen, welche sowohl flr Agrin als auch fur TN positiv waren. In diesen
waren die einzelnen Proteine deutlich voneinander getrennt, wobei sich Agrin
ausnahmslos auf der luminalen Seite der Basalmembran fand, wahrend die
abluminale, dem Tumorstroma zugewandte Seite deutlich immunopositiv fur TN
markiert wurde (Abbildung 13). Damit wiesen auch die Gefalle, welche sowohl
fur TN als auch fur Agrin positiv markiert wurden, eine deutliche raumliche

Separation der Proteine auf.
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Tabelle 4: Tenascin und Agrin

Tumor Tenascin Agrin ‘I:\IIar.kierung gegen TN und
rin:
12 T - ! D% Angaben beziehen sich
2P ++/- ++ jeweils auf die Markierung der
2 einzelnen Gefalde, geringe
22 tH- tH- Abweichungen wurden nicht
3Z - ++ berucksichtigt. Ebenso wurde
4P s ! die Markierung des
Tumorstromas nicht in die
4z +H+/- ++ Auswertung einbezogen.
5P - -
+++ = starke Markierung,
5Z et + ++ = maRige Markierung,
6P ++/- 2 ++/-? + = schwache Markierung,
67 - ) - = keine Markierung.
++/- = maRige Markierung
7P +++/+ 2 4/ -2 einzelner Gefalke, andere
77 4/ 4! Gefale zeigen keine
Markierung- in einigen Tumoren
8P ++/- - sind diese Unterschiedlichen
87 +4/ -2 +4/-2 Markierungen in
unterschiedlichen Schnitten
9P +t+ - oder in unterschiedlichen
927 oy +4 1 Regionen eines Schnittes
5 lokalisiert.
1P et T ' = Agrin-Markierung in einem
12 +4/- - ,ZAreaI ohne TN-Markierung.
1 = Gegenlaufige Markierung
12p - i von TN und Agrin
127 + + Diskrepanzen in der Markierung
13 P it ) far TN zu Tabelle 3 und 6
beruhen darauf, dass die
132 ++/- ++ 2 Markierungen fiir TN in jeder
14 P 4+ B} Tabelle an unterschiedlichen
Schnittstufen (derselben
142 ++/- - Gewebeproben) durchgefiihrt
15 2Z ++ ++ wurden. Daher unterscheiden
sich die Gewebeareale und
Kontrolle 1 ) T damit die Markierung
Kontrolle 2 - +++ geringfligig voneinander.
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3.2.8 Glut-1
In den Proben mit gesundem Kontrollgewebe aus einem Verkehrsunfall fand
sich eine deutliche Markierung der Gefalde fur Glut-1, als Marker der intakten
Blut-Hirn-Schranke. Eine geringere Markierung fand sich in den Proben aus
einem Hamangiom (Tabelle 5).
Mit Ausnahme der zentralen Anteile aus Tumor 8 fand sich eine positive
Markierung der Endothelzellen in allen untersuchten Tumoren, wobei die
Markierung sowohl zwischen den einzelnen Proben, als auch innerhalb eines
Schnittes deutlich variieren konnte. Dabei fand sich Glut-1 in den Gefalien
luminal der Markierung fur SMA als Markerprotein der Glattmuskelzellen und
Perizyten. Daher ist von einer Markierung der Endothelzellen mit Glut-1
auszugehen (Abbildung 11a). In einzelnen Tumoren (TU 5, 7, 11, 13) fand sich
eine starkere Markierung der peripheren Areale, allerdings zeigten die Tumoren
9 und 12 eine starkere Markierung des Zentrums, so dass sich keine strenge
Korrelation nachweisen liel3.
In den meisten untersuchten Tumoren fand sich eine gegenlaufige Tendenz in
der Markierung fur Glut-1 und MMP-9: Areale mit starker Markierung fur Glut-1
wiesen nur eine geringe Markierung der Gefale fur MMP-9 auf und umgekehrt
(Tabelle 5, Abbildung 11). In einzelnen Proben (TU1Z2,22,72,92Z,12P, 13 P
und 14 Z) fand sich diese Gegenlaufigkeit innerhalb eines Schnittes: Gefalle mit
einer positiven Markierung fur MMP-9 wiesen keine Glut-1 Markierung auf und
umgekehrt. 3.2.10 MMP-2 und MMP-9
Keines der Kontrollgewebe zeigte eine Markierung fur MMP-2. Die Markierung
der Tumorproben beschrankte sich auf wenige Areale, mit einer nur geringen
Markierung der einzelnen Zellen. MMP-2 positive Gefalde lieden sich in keinem
Fall nachweisen (Tabelle 6).
Wahrend die Kontrolle 2 -gesundes Gehirn- keinerlei Markierung far MMP-9
zeigte, fand sich in der ersten Kontrolle (aus einem Hamangiom) eine

geringfligige Markierung der Gefalie.
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Tabelle 5: Glut-1 und MMP

Tumor MMP-9 Glut-1 SMA Markierung gegen
TU1Z + ] — MMP-9, Glut-1 und
TU2Z +4+/- +++ 4+ SMA:
_ Lediglich die Markierung
T3z o i der Endothelien bzw.
TU42Zz ++/- ++ ++ Perizyten wurde
berucksichtigt. Eine
TUsP - M S Markierung von
TUS5Z ++/- ++ - Leukozyten gegen MMP-
9 wurde als negativ
TUG6Z ++ ++ n.u. gewertet.
TU7 P + +++ - +++=starke Markierung,
] ++= maldige Markierung,
TU7Z ++ ++/- + +=schwache Markierung,
TU8Z + . n.u. -= fehlende
GefalBmarkierung
TU9P - + ++ +++/- = unterschiedliche
TU9Z +/- ! et Markierung in
verschiedenen Arealen.
TU1M1P - +++ + *=gegenlaufige
Markierung fur MMP-9
Tunz i i i und Glut-1
TU12P +4/- ++/+! ++
TU122z ++ ++ n.u.
TU13P + +++] +
TU13Z - ++ /- ++
TU14Z ++/- ++ -
Kontrolle 1 + ++ +
Kontrolle 2 - ++++ +
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Tabelle 6: TN und MMP

Tumor Tenascin TN in Nekrose MMP-2 MMP-9
1P +++/- + - +/-
12 +4+/- - (+) + 1
2P +4/- - ++/-
27 +++/- + - +/-!
3P ++ - -
3Z - - -
4P +++/- + - +3
42 +++/- + - ++ /23
5P - - I(+) +/-
5Z +++ - ++/--2
6P ++/- n.u.

6Z +++/-2 - ++2
7P +++/+2 - ++/-2
7Z ++/- + - ++2
8P ++/- n.u. ++
8z ++/- n.u. +
9P ++ - -
97 ++/-2 + +/-2
1P +++ - -
112 ++/- - ++3
12P i i 4/
122 + - ++
13P +++ + +
132 - i 3
14P +++ n.u. -
14 Z ++/- - ++/-
Kontrolle 1 - - +
Kontrolle 2 - - -

-43 -



Tabelle 6 (vorige Seite): Markierung der GefaRe fiir TN, MMP-2 und -9

Die Angaben beziehen sich jeweils auf die Markierung der einzelnen Gefalle,
geringe Abweichungen wurden nicht bertcksichtigt. Ebenso wurde die
Markierung des Tumorstromas nicht in die Auswertung einbezogen.

+++ = starke Markierung, ++ = maRige Markierung, + = schwache Markierung,

- = keine Markierung. ++/- = maRige Markierung einzelner Gefalte, andere
Gefalle zeigen keine Markierung:

+++/+ Unterschiedliche Markierung der Gefal3e in verschiedenen Regionen des
Tumors. Im Falle des TN bezieht sich dies vor allem auf die deutlich verstarkte
Expression in Zonen fokaler Nekrose (siehe dort).

' = Kolokalisation von MMP-9 und TN in einzelnen GefaRen. ?= ausschlieRende
Markierung von TN und MMP-9. * = Markierung von Leukozyten, keine oder nur
vereinzelte Gefalde markiert

Die untersuchten Tumoren wiesen dagegen ein deutliches Spektrum der
Markierung fur MMP-9 auf: von einer fehlenden Markierung in den Tumoren 3,
9P, 11P, 13 Z und 14P Uber einzelne positive Zellen welche vermutlich
Leukozyten und Tumorzellen entsprechen in den Proben aus Tumor 4Z und
11Z, bis hin zu einer deutlichen Markierung der Gefalde in den Tumoren 6, 7, 8P
und 12 (Tabelle 6).

Wie oben erlautert, verhielten sich die Markierungen fir MMP-9 und Glut-1
gegensatzlich zueinander: Glut-1 positive Gefale wiesen keine oder nur eine
geringe Markierung fir MMP-9 auf und umgekehrt.

MMP-9 fand sich in den meisten Tumoren —z.B. TU 1, 2Z, 4P, 3Z, 8, 12Z

10/3- korrelierend zur Expression von Tenascin. Dabei war die MMP-9-
Markierung meist auf die Endothelien beschrankt, welche von einer Matrix aus
TN umgeben waren (Abbildung 12). In einzelnen Gefallen war jedoch auch die
Region am aulleren Rand der Basalmembran mit MMP-9 markiert. Allerdings
lieRen sich in vielen Fallen die Markierung eindeutig einwandernden Leukozyten
zuordnen (Abbildung 9). Eine eindeutige Korrelation der MMP-9 Expression zur
Expression von TN lief3 sich jedoch nicht herstellen, da in einzelnen Arealen

MMP-9 um TN negative Gefalle markiert war.
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4. Diskussion

4.1 Ultrastruktur

4.1.1 Gefalidichte
Eine erhdhte GefalRdichte mit pathologischen Tumorgefalen gilt als
Charakteristikum der Glioblastome und wird in der WHO-Klassifikation als
Unterscheidungsmerkmal zu niedriger malignen Tumoren des ZNS verwendet
(Kleihues et al. 2002). Quantitative Messungen im Tiermodell zeigen dagegen
eine unveranderte Gefallzahl, wobei die einzelnen Gefalle einen grofieren
Durchmesser aufweisen (Shivers et al. 1984; Stewart et al. 1985). Arosarena et
al. (1994) fanden sogar eine reduzierte GefalRdichte sowohl in subkutan als
auch in intrazerebral implantierten 9L und F98 Tumorzelllinien.
Auch in den Tumoren dieser Studie war die Gefalidichte innerhalb samtlicher
Proben erhoht, sie wurde allerdings nicht quantifiziert. Dabei fanden sich jedoch
deutliche Unterschiede innerhalb des einzelnen Tumors, so dass Areale mit
deutlich erhohter Gefaldzahl oft direkt an Areale mit einer relativ geringen Zahl
an hyperplastischen GefaRen angrenzten. Ein gutes Beispiel stellt Tumor 4 dar,
welcher in den Proben aus der Tumorperipherie eine deutlich erhdhte Anzahl an
strukturell unauffalligen GefalRen aufwies, wahrend die Proben aus dem
Zentrum eine deutlich geringere Zahl an Gefalen zeigte, welche jedoch deutlich
hyperplastisch sind (Abbildung 4). Diese Ergebnisse decken sich mit denen von
Wesseling et al. (1998). Diese fanden in humanem Glioblastomen Uberwiegend
eine reduzierte Zahl an Gefalten mit abnorm vergroRertem Durchmesser,
welche im Allgemeinen als glomeruloid beschrieben werden. In Fallen, bei
denen keine glomeruloiden Gefalle nachweisbar waren, lag die Zahl der
nachweisbaren Kapillaren Uber der des gesunden Kortex. Effektiv liegt damit die
Gefaliflache Uber derjenigen des gesunden Kortex, wobei dies vor allem der
erhohten Zahl an glomeruloiden Gefalden zugeschrieben wurde (Wesseling et
al. 1998). Am ehesten lassen sich diese Unterschiede mit der lokalen Verteilung
der Wachstumsfaktoren erklaren: in der ausreichend versorgten

Tumorperipherie liegt lediglich eine geringe Menge an Wachstumsfaktoren vor,
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so dass eine geregelte Angiogenese maoglich ist, wahrend in den deutlich
hypoxischen Arealen des Tumorzentrums ein Uberschuss an hypoxie-
induzierten Wachstumsfaktoren, ohne geordnete Regulationsmechanismen eine
unkontrollierte Angiogenese hervorruft, welche zu den bekannten
hyperplastischen Gefalen flhrt. Dies trifft insbesondere auf Tumorareale zu
welche direkt an fokale Nekrosen angrenzen, und eine exzessive Expression
von VEGF aufweisen (Plate und Risau 1995). In den licht- und
immunfluoreszenz-mikroskopischen Schnitten der vorliegenden Studie fanden
sich in den Zonen fokaler Nekrose deutlich hyperplastische Gefalle (Abb. 4, 10).
Die vermehrte Expression von Tenascin um diese Gefalle lasst auf eine

Uberexpression von Wachstumsfaktoren, z.B. VEGF als Ursache schlieRen.

4.1.2 Gefalkmorphologie
Erste Studien zur Elektronenmikroskopie der hirneigenen Tumoren wurden von
Luse (1960) durchgefuhrt, beschrankten sich aber hauptsachlich auf die
Morphologie der Tumorzellen und streiften die Gefalle nur kurz. Sie zeigten
jedoch, dass sich die Gefalde aus diversen Hirntumoren
elektronenmikroskopisch von denen in gesundem Gehirngewebe
unterscheiden, wobei keine exakte Beschreibung dieser Unterschiede erfolgte
(Luse 1960). Spatere Untersuchungen befassten sich ausgiebiger mit der
GefalRkonfiguration sowohl im Tiermodell als auch an Autopsiegewebe (Vick
und Bigner 1972; Cox et al. 1976; Waggener und Beggs 1976; Weller et al.
1977; Shivers et al. 1984; Roy und Sarkar 1989). Eine funktionsfahige Blut-Hirn-
Schranke liel3 sich in keiner dieser Studien nachweisen: Tracer-Substanzen wie
Lanthanum und Meerrettich-Peroxidase penetrierten leicht die GefaRwande
(Long 1970; Shivers et al. 1984; Nir et al. 1989).
In den meisten Tumoren, welche im Rahmen dieser Studie untersucht wurden,
fand sich eine Vielzahl von unterschiedlichen Gefal3en innerhalb eines
Gewebeblockes von unter 1mm3. So lagen normal wirkende Gefale direkt
neben glomeruloiden Kapillaren mit vergrofiertem Lumen und dunner
Endothelschicht (Abb. 2, 4). Dies deckt sich mit bisherigen Studien, sowohl am

Tiermodell als auch an humanem Gewebe aus Autopsien, in welchen keine
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einheitliche Endothelkonfiguration innerhalb der Gliome festgestellt werden
konnte (Weller et al. 1977; Shivers et al. 1984; Roy et al. 1989).

Die Gefallknospen mit schlitzformigem Lumen und hypertrophen
Endothelschichten waren auch im Tumormodell an Ratten beobachtet worden
und entsprechen vermutlich unreifen, wachsenden Gefalten (Cox et al. 1976;
Weller et al. 1977). Fur diese These spricht auch, dass diese Gefalde in einer
Untersuchung von Nishio et al. (1983) keine Anreicherung mit Kontrastmittel
zeigten. Zusatzlich fanden sich, wie in einer anderen Studie (Roy und Sarkar
1989) einzelne GefalRe mit mehrlagiger Endothelschicht, welche moglicherweise
ebenfalls knospenden Gefallen entsprechen. Das Auftreten dieser Gefalle in
kleinen Gruppen entspricht vermutlich einer Verzweigung des entstehenden
Gefallbaumes. Die Assoziation dieser GefalRknospen mit der vermehrten
Expression von Extrazellularmatrix um die GefalRkomplexe lasst sich am
ehesten durch die Uberexpression von Wachstumsfaktoren erklaren.

Zahlreiche Gefalte sowohl aus dem Tumorzentrum als auch aus der Peripherie
wiesen eine regulare Endothelschicht auf. Andererseits fanden sich, wie in
vorhergehenden Studien (Shivers et al. 1984; Roy und Sarkar 1989), auch
deutlich ausgedinnte Endothelsaume (Abbildung 7) welche nur noch aus nahe
beieinander liegenden Membranen bestanden und Uberwiegend um deutlich
hyperplastische Gefalle anzutreffen waren (Vick und Bigner 1972; Waggener
und Beggs 1976). Die Zahl der Perizyten und Glattmuskelzellen um diese
Gefalle war eher gering, was gegen eine Differenzierung in Arteriolen oder
Venolen spricht (Abbildung 4).

Zwischen der Lokalisation der Proben innerhalb des Tumors (Peripherie bzw.
Zentrum) und der Morphologie der Gefalde (glomeruloid, hyperplastisch, normal,
GefalRknospen oder Konglomerate) fand sich kein Zusammenhang. Stattdessen
lagen die verschiedenen Arten von Gefalprofilen oft in unmittelbarer
Nachbarschaft. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Bertossi et al. (1997),
die keine Unterschiede in Gefaltgrolie, Endotheldicke und Struktur der TJ
zwischen Gefalden aus dem Randgebiet des Tumors und aus Regionen

mindestens 3 cm vom Tumorrand entfernt fanden. Wahrend Weller und Griffin
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(1978) GefalRknospen Uberwiegend in der Tumorperipherie fanden, waren sie in
den hier untersuchten Tumoren auch im Zentrum des Tumors nachzuweisen.
Hier scheint das jeweilige lokale Milieu an Wachstumsfaktoren den
Hauptausschlag zu geben, was mit Ergebnissen von Plate et al. (1992)
vereinbar ist, die einen deutlichen Anstieg der Wachstumsfaktoren um lokale
nekrotische Zonen nachweisen konnten.

Eine dreidimensionale Rekonstruktion des Gefallbaumes eines anaplastischen
Astrozytoms zeigte zwei Arten von Gefalden: eine Gruppe, welche
neoangiogenetischen Gefallen, ahnlich der Situation wahrend der
Vaskularisierung des embryonalen Gehirns, entspricht, wahrend die zweite
Gruppe hochpathologisch erschien mit multiplen Protrusionen, Anastomosen
und Septenbildungen (Orita et al. 1988). Ergebnisse anderer Studien zeigen,
dass ein Teil der Vaskulatur eines Tumors den ursprunglich vorhandenen
Gefallen des gesunden ZNS entspricht und von Tumorzellen umwachsen wird,
wahrend der Rest durch Neoangiogenese neu entsteht (Arosarena et al. 1994,
Holash et al. 1999).

Insgesamt fanden sich deutliche Inhomogenitaten in der Gefallverteilung,
sowohl zwischen den Tumoren dieser Studie als auch innerhalb des einzelnen
Tumors. Dies kdnnte auch die Unterschiede in der Interpretation durch
verschiedene Arbeitsgruppen erklaren: in Abhangigkeit vom Probenmaterial,
sowie den untersuchten Tumorsubtypen stellt sich die Gefalverteilung
unterschiedlich dar. Experimente am Tiermodell, welche sich meist auf Tumoren
aus einem einzelnen Zellklon und dessen Morphologie beschranken, zeigen
eher einen Zusammenhang zwischen Gefalimorphologie und Lokalisation,
wahrend Studien an OP-Material auf verschiedenen Tumorklonen basieren und
daher ein deutlich inhomogeneres Bild zeigen und folglich keinen

Zusammenhang zwischen Tumortyp und Gefaldmorphologie erkennen lassen.

4.1.3 Extrazellularmatrix:
Im Vergleich zu gesundem ZNS war die Struktur des Gewebes deutlich
aufgelockert mit vergrofRertem Extrazellularraum (Abbildungen 2, 3 und 8a).

Ahnliche Ergebnisse waren bereits in anderen Arbeiten beschrieben worden

-48 -



(Cox et al. 1976; Weller et al. 1977)— insbesondere der Perivaskularraum war
vergroRert mit abnormal gro3en Perizyten (Abbildung 8a und 5), wobei sich im
Tiermodell die Perizytengrof3e unverandert zeigte (Stewart et al. 1985).

Durch die vermehrte Matrix sowie das perivaskulare Odem waren in den hier
untersuchten Gefalten, ebenso wie in bisherigen Studien (Hirano und Matsui
1975; Nishio et al. 1983), die EndfliRe der umliegenden Astrozyten von den
Gefallen innerhalb des Tumors distanziert (Abbildung 6 und 8a). Wie bereits
erlautert, spielt der direkte Kontakt der Gefalle zu den umgebenden Astrozyten
eine wesentliche Rolle firr eine integrale BBB. Damit beeintrachtigt das Odem
und die vermehrte ECM die Funktion des Endothels, was wiederum zu einer
Zunahme des Odems flhrt. Folgerichtig lieR sich in keiner der bisherigen
Perfusionsstudien eine funktionsfahige Blut-Hirn-Schranke nachweisen (Long
1970; Shivers et al. 1984; Nir et al. 1989).

Die Basalmembran der Gliomgefal3e war deutlich inhomogener als in gesundem
Gewebe, vereinzelt fanden sich, analog zu friheren Studien (Weller et al. 1977,
Nishio et al. 1983), Kollagenfibrillen, welche in die Basalmembran integriert
waren. Diese gingen direkt in die umgebende Matrix Uber und bildeten haufig
breite Matrixsdume welche die Gefalde von ihrer Umgebung trennten (Abbildung
5 und 8a/b). Auch doppelte oder dreifache Basalmembranen, welche durch
einen breiteren Saum mit Protein voneinander getrennt waren, fanden sich
reichlich; zum Teil auch eine vollstandige Auflésung der Basalmembran. Schon
frlhe Studien zeigten eine deutlich verdickte und inhomogene Basalmembran,
welche jedoch auch Lucken aufwies (Waggener und Beggs 1976; Nishio et al.
1983). Dabei war der direkte Kontakt der Perizyten zur Basalmembran teilweise
durch dazwischenliegende Tumorzellen unterbrochen (Waggener und Beggs
1976), ein Ergebnis, das in den vorliegenden Proben nicht nachvollzogen
werden konnte. Insbesondere um glomeruloide Gefalle war in publizierten
Studien die Zahl der Perizyten erhoht (Wesseling et al. 1997). Es bleibt jedoch
unklar, ob dies lediglich auf dem gréReren Umfang dieser Gefalle oder auf einer
tatsachlichen funktionell-anatomischen Anderung beruht. Die Veranderungen

des Kontaktes zwischen Endothel und umgebenden Perizyten und Glia
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genugen dennoch, um eine funktionelle Stérung der Blut-Hirn-Schranke zu

erklaren.

4.1.4 Endothelmorphologie und Veranderungen der Blut-Hirn-Schranke
Ein auffalliges Merkmal der meisten Tumorgefale waren villdse Auslaufer an
der luminalen Oberflache der Endothelien (Abbildung 3, 6, 8a). Diese
entsprechen Anschnitten faltiger Strukturen der Membran, welche Uberwiegend
longitudinal in den GefalRen verlaufen und axial getroffen werden (Long 1970;
Dinda et al. 1993). Die langsten dieser Protuberanzen erreichen die
entgegengesetzte GefalRwand und bilden einen Bogen. Die Vermutung, dass es
sich hierbei um groflere Endozytosevesikel handelt, konnte in einer
rasterelektronenmikroskopischen Studie nicht bestatigt werden. Die Bogen
stellten sich dort als eine Variante der villésen Auslaufer dar, welche die
Gefaloberflache vergrofiern (Dinda et al. 1993).
Fenestrae als Zeichen der Gefalipermeabilitdt waren in den vorliegenden
Gefallen - mit einer einzelnen Ausnahme - nicht nachzuweisen. Dies deckt sich
mit den Ergebnissen bisheriger Studien an humanem Gewebe, welche keine
oder nur wenige Fenestrierungen zeigten (Waggener und Beggs 1976; Weller
und Griffin 1978; Coomber et al. 1987). Im Gegensatz dazu waren Fenestrae in
Tumormodellen an Ratten (Nishio et al. 1983; Stewart et al. 1985) und Hunden
(Vick und Bigner 1972) reichlich ausgepragt und wurden fir die Odembildung
verantwortlich gemacht. Andere Studien an Ethylnitrose-Harnstoff-induzierten
Gliomen in Ratten fanden dagegen keine Fenestrierungen der Gefalde (Nir et al.
1989). Dies verdeutlicht, wie bereits oben diskutiert, die Probleme der
Ubertragbarkeit von Tiermodellstudien auf humanpathologische
Veranderungen.
Nahezu alle Tumorgefalie wiesen einzelne Vesikel auf (Tabelle 1, Abbildung 5
und 6). Dabei war jedoch in vielen Fallen die Zahl der Vesikel gegenlber
humanem Kontrollgewebe nur minimal erhdht, wobei sich kein Muster in der
Verteilung innerhalb des Tumors feststellen liel3. Dies deckt sich mit den

publizierten Ergebnissen. Hier zeigte sich in humanem Tumorgewebe, dass die
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Zahl der Vesikel in kleineren und morphologisch normal erscheinenden
Gefallen nur leicht erhdht war, wahrend sie in hyperplastischen Gefalien
deutlich erhoht war (Long 1970; Cox et al. 1976; Waggener und Beggs 1976).
Dabei scheinen die Vesikel in peritumoralem Gewebe Uberwiegend abluminal
gelegen zu sein und dienen moglicherweise der Resorbtion des Odems (Dinda
et al. 1993). Andere Studien zeigten keine Anderung der Vesikeldichte
(Coomber et al. 1987) oder sogar eine geringe Zahl an Tracer-geflllten Vesikeln
im Tumorgewebe (Nir et al. 1989), wobei peritumorale Gefalle eine deutlich
erhohte Zahl an Vesikeln aufwiesen, welche durch Fusion regelrechte
Gangstrukturen innerhalb der Zelle bildeten und Intra- und Extravasalraum
miteinander verbanden (Shivers et al. 1984).

Die Hauptbarriere der Blut-Hirn-Schranke bilden die so genannten Tight
Junctions, welche die Gefalde fur wasserldsliche Molekule dicht verschlieRen.
Die Morphologie der Tight Junctions stellte sich in den untersuchten Gefallen
weitgehend unauffallig dar (Abbildung 6). GrolRere Licken oder Verkiurzungen
der TJ konnten nur in wenigen Fallen nachgewiesen werden. In vielen Studien
zeigten die Tight Junctions auch normal aussehender Gefalle deutliche
Veranderungen: im Vergleich zu normalem ZNS waren sie langer und starker
gewunden, wobei sie jedoch intakt erschienen (Roy und Sarkar 1989; Dinda et
al. 1993). Da die Lokalisation der Proteine innerhalb der TJ, sowie die Zahl der
Strange und Verzweigungen einen erheblichen Einfluss auf die Funktion haben,
haben Studien mit Gefrierbruch-Technik die groRte Aussagekraft. Innerhalb
humanen Tumorgewebes lassen sich jedoch — trotz der erhdhten Gefalidichte-
nur wenige TJ identifizieren. Im Rahmen dieser Studie wurden einzelne
Tumoren mittels Gefrierbruch elektronenmikroskopisch untersucht.

Dabei zeigte es sich, dass die Tight Junctions ihre Partikelassoziation, die bei
Blut-Hirn-Schranken-Endothelien Uberwiegend die innere Membranhalfte, also
die P-face, betrifft (Wolburg et al. 1994), in gliomatdsen Gefalten auf die auldere
Membranhalfte, also die E-face, verlagert (Liebner et al. 2000). Diese
Verlagerung der Assoziation der Tight Junction-Partiel von der P- auf die E-face

gilt inzwischen als Merkmal pathologischer Blut-Hirn-Schranken-Tight Junctions
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(Wolburg und Lippoldt 2002). AuRerdem zeigen gliomatose Gefalde einen
spezifischen Verlust von Claudin-3, einem Tight Junction-Protein (Wolburg et al.
2003). Interessanterweise ist kurzlich eine Molekularsieb-ahnliche Funktion der
Tight Junctions beschrieben worden, wobei postuliert wird, dass Claudin-5 fir
die parazellulare Restriktion von niedermolekularen Substanzen, und Claudin-
12 fUr die von hochmolekularen Substanzen zustandig ist (Nitta et al. 2003).
Das konnte bedeuten, dass auch der in gliomatésen GefalRen beobachtete
Verlust von Claudin-3 die molekulare Basis flr das entstehende perivaskulare
Odem darstellt.

Hinzu kommt, dass in mehreren Publikationen Licken von bis zu 100nm
innerhalb der TJ beschrieben wurden (Long 1970; Cox et al. 1976; Nishio et al.
1983; Stewart et al. 1985). Diese schienen in 3-dimensionalen
Rekonstruktionen regelrechte Gange innerhalb der TJ zu bilden und fanden sich
auch in einzelnen Fallen in peritumoralem Gewebe (Stewart et al. 1987). Die
deutlich erweiterten TJ waren in Tierversuchen Uber weite Bereiche des Tumors
mit Tracer-Substanz geflllt und schienen flr diese permeabel zu sein (Nir et al.
1989). Zusatzlich fanden sich in unreifen GefalRen groRere Luckenbildungen,
wobei unklar bleibt ob diese GefalRknospen durchblutet waren, da sie bei
reiferen Gefalden nicht mehr anzutreffen waren (Weller et al. 1977; Coomber et
al. 1987). Vick und Bigner (1972) fanden am Hundemodell auch in grof3eren
Gefallen Luckenbildungen, wobei jedoch die Tumorentitat nicht eindeutig
geklart wurde. Im Gegensatz dazu fanden sich in den hier untersuchten
Tumoren auch Lucken in deutlich ausgereiften Gefalden (Abbildung 7). Die
austretenden Erythrozyten sowie die Einblutungen in das umgebende Gewebe
beweisen eine funktionelle Durchblutung dieser Gefalie (Abbildung 3). Wie im
Ergebnisteil gezeigt, handelt es sich bei den Luckenbildungen jedoch nicht um
gedffnete TJ, sondern um parajunctionale Licken der Endothelschicht. Ein
beobachteter Durchtritt eines Leukozyten aus dem Gefal’ (Abbildung 9a) findet
offensichtlich durch eine Lucke innerhalb der Zelle statt, welche neben einer

intakten TJ liegt.

-52-



Als alleinige Ursache der Blut-Hirn-Schanken-Stoérung sind die Lucken trotz der
GroRe und der nachweisbaren Zellaustritte nicht ausreichend. Zum einen waren
deutlich starkere Einblutungen zu erwarten, zum anderen war die Zahl der
offenen Gefale nicht ausreichend um die Ausdehnung und Menge des Odems
zu erklaren. Es erscheint jedoch wahrscheinlich, dass die intratumoralen
Einblutungen — ein Charakteristikum des GBM — zu einem nicht unerheblichen
Teil auf derartigen Lickenbildungen beruhen (Abbildung 3). Das intra- und
peritumorale Odem hingegen beruht am ehesten auf einer Kombination
mehrerer Faktoren: Storungen der Morphologie und molekularen Konstitution
der Tight Junctions, Flussigkeitstransport Uber Vesikel, Luckenbildungen und
Fenestrae. Der Beitrag der einzelnen Mechanismen scheint dabei sowohl

zwischen den Tumoren, als auch innerhalb des einzelnen Tumors zu variieren.

4.2 Anderungen im Aufbau der Extrazelluldrmatrix

4.2.1 Kollagen |
Die gegenuber dem Tumorstroma vermehrte Ablagerung von Kollagen | um
Gefalle des Tumors lasst eine insgesamt vermehrte perivaskulare ECM
vermuten, insbesondere im Fall der Tumoren 3, 4, 7, 8, 11, 12 und 13 bei denen
vor allem die hyperplastischen Gefalde betroffen waren. Diese Gefalte weisen,
wie schon die elektronenmikroskopischen Untersuchungen gezeigt haben, eine
breite Basallamina auf, die deutlich von der umgebenden Matrix abgehoben ist.
Dass diese massive Matrixproduktion auch zu einer zunehmenden Antigenizitat
fur Kollagen | flhrt ist leicht verstandlich.
Allerdings mussen auch flr Kollagen | spezifische Mechanismen der Regulation
existieren, da in den Tumoren 1 und 2 kein vermehrtes Kollagen |
nachzuweisen war und auch in den Tumoren 5 und 6 sich die verstarkte
Kollagenexpression der Gefalde Uberwiegend auf zentrale Tumoranteile
beschrankte. Eine Ausnahme des Musters bildet Tumor 11, der eine verstarkte
perivaskulare Expression sowohl von Kollagen | als auch der Kollagene lll, IV
sowie von Laminin in den Proben aus der Tumorperipherie zeigte. Eine

mdgliche Erklarung flr dieses Phanomen ware eine fehlerhafte Lokalisation der
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Proben durch den Operateur. Dies erscheint jedoch wenig wahrscheinlich, da
die Proben direkt im Operationssaal entgegengenommen und verarbeitet
wurden. Am wahrscheinlichsten stammt bei diesen Tumoren die periphere
Probe aus einem bereist stark hypoxischen und pathologisch veranderten
Bereich, welcher am Rand des Resektionsareals lokalisiert war, wahrend die
Probe aus den zentralen Tumoranteilen aus einem relativ gut versorgten Areal
aus dem Tumorzentrum stammt. Letztere weist daher eher Merkmale der
Tumorperipherie auf. Fur diese These spricht auch, dass das Areal aus der
Peripherie deutlich starkere Level an Tenascin aufweist, wahrend die Probe aus
dem Tumorzentrum deutliche fur Agrin und Glut-1 markiert war- beides
Markerproteine der differenzierten Vaskulatur mit intakter Blut-Hirn-Schranke.
Bereits in einer frGheren Studie von Bellon et al. (1985) war eine deutliche
Markierung der Gefal3e in Glioblastomen mit Kollagen | nachgewiesen worden,
wobei dort keine Markierung des Tumorstromas nachzuweisen war. Wahrend
in-vitro- Studien an Gliom-Zelllinien geringere Mengen an Kollagen | gegenuber
Kollagen IV aufwiesen (McKeever et al. 1986), war in allen hier untersuchten
Tumoren die Markierung des Tumorstromas fur Kollagen | deutlich starker als
jene flr Kollagen 1V. Hier zeigt sich erneut die eingeschrankte Ubertragbarkeit

eines in-vitro- Modells auf die hochkomplexe Regulation in-vivo.

4.2.2 Kollagen Il
Im Fall des Kollagen Il lief3 sich kein einheitliches Expressionsmuster
feststellen. Wahrend in einzelnen Tumoren (1, 4, 7, 10) vor allem die Gefalze im
Tumorzentrum vermehrt Kollagen Ill in der ECM exprimierten, waren es in den
Tumoren 5, 6, 8, 9 und 10 vor allem die GefalRe der Peripherie, die sich in ihrer
Kollagen llI- Expression vom ubrigen Tumorstroma abhoben.
Auch hier beschrankte sich, wie schon bei Kollagen I, die vermehrte
Antigenizitat vor allem auf hyperplastische Gefalle. Allerdings war kein
Zusammenhang der Markierung fur Kollagen Il mit Menge an perivaskularer
Extrazellularmatrix - wie z.B. fur Kollagen I- zu erkennen, was eine rein
quantitative Korrelation ausschlie3t. Im Gegensatz zu anderen Studien (Bellon

et al. 1985) war die Markierung flr Kollagen Il deutlich geringer als diejenige flr
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Kollagen I, auch unter Bertcksichtigung der deutlich geringeren Markierung des
Hintergrundes. Moglicherweise spielt hier die Bindungsstarke des Antikorpers
eine Rolle, alternativ kdme auch hier ein lokal unterschiedliches Milieu in
Betracht.

Da sich keine Assoziation der Kollagen lll-Veranderung zu histopathologischen
Strukturen oder zur Lokalisation innerhalb des Tumors finden lie3, kdnnten hier
bisher unbekannte Regulationsfaktoren eine Rolle spielen. Daflr spricht auch,
dass sich keine Korrelation zu den Ubrigen untersuchten ECM- oder BHS-

Marker-Proteinen finden liel3.

4.2.3 Kollagen IV
Kollagen war, wie erwartet, um nahezu alle Gefalde deutlich exprimiert und
zeigte keine Markierung des Ubrigen Tumorstromas. Diese deutliche und auf
Gefalle beschrankte Kollagen IV-Markierung entspricht der in anderen Studien
beschriebenen Verteilung welche ausschliel3lich auf Gefalle beschrankt bleibt
(Bellon et al. 1985). In Zellkulturen aus Gliomen, liel3 sich zwar nachweisen,
dass Gliomzellen Kollagen IV exprimieren, dieses in-situ jedoch perivaskular-
madglicherweise Uber die AstrozytenendflRe- in die ECM deponieren (McKeever
et al. 1995). Hier scheint das lokale Milieu eine grof3e Rolle zu spielen, so dass
eine Zellkultur die in-vivo Situation nur unzureichend simuliert. Hinzu kommt,
dass sich in der Zellkultur nur vereinzelte Kollagen-Fibrillen fanden (McKeever
et al. 1986), welche immunhistochemisch in-vivo nicht eindeutig von der
unspezifischen Hintergrund-Markierung unterschieden werden kdénnen.
An der Markierung fur Kollagen 1V lasst sich die bereits
elektronenmikroskopisch erkennbare Aufspaltung der Basallamina in mehrere
Lagen deutlich erkennen. So wiesen insbesondere grof3e Gefalle mit
glomeruloider Struktur oft mehrere Lagen an umgebender Kollagen V-
Markierung auf, wahrend kleinere Gefalie nur von einer Lage Basallamina
umgeben waren und vermutlich den elektronenmikroskopisch normal wirkenden

Gefallen entsprachen.

-55.



Obwohl Kollagen IV Uberwiegend durch MMP-9 abgebaut wird (Nielsen et al.
1997), fanden sich in Gefallen mit deutlicher Markierung fur MMP-9 keine
reduzierte Menge an Kollagen 1V, ein Zusammenhang zwischen der Markierung

fur MMP-9 und Kollagen IV war nicht zu erkennen.

4.2.4 Fibronektin
Fibronektin war um alle Gefalde der Tumoren nachzuweisen und wurde daher
als Gefallmarker verwendet. Innerhalb der einzelnen Tumoren unterlag die
Fibronektin-Markierung nur einer geringen Schwankungsbreite, so dass eine
Regulation Uber spezifische Milieu-abhangige Mechanismen nur einen geringen
Einfluss zu haben scheint. Die Uberexpression von Fibronektin um
hyperplastische Gefalle der Tumoren 5 und 7 entspricht vermutlich, ahnlich wie
bei Kollagen |, einer vermehrten Expression an Matrix, ohne einen spezifischen
Regulationsmechanismus wider zu spiegeln.
In Ubereinstimmung mit in-vitro-Studien (McKeever et al. 1986), fand sich eine
Markierung des Tumorstromas (Abbildung 10) aufgrund der Fibronektin-
Expression der Gliom-Zellen welche jedoch deutlich geringer war als diejenige
der Gefalde, so dass sich die Gefalde (nach Korrelation zu HE-Farbungen von

Serienschnitten) weiterhin eindeutig identifizieren lieRen.

4.2.5 Laminin
Als eines der ersten Proteine, welches in der Embryogenese synthetisiert wird,
ist Laminin ein wichtiger Bestandteil nahezu samtlicher Basalmembranen
(Alberts et al. 1994; Aumailley und Smyth 1998). Dabei scheint Laminin in der
Basalmembran wichtig fur die Organisation der Zellen in kapillare Strukturen zu
sein (Grant et al. 1989). In Versuchen an Gliomzelllinen fanden sich deutliche
Variationen der Markierung von Laminin mit einer Schwankung um den Faktor
100 zwischen den einzelnen Zelllinien (McKeever et al. 1986). Auch in den hier
untersuchten Tumoren fanden sich deutliche Schwankungen in der Laminin-
Markierung der Basalmembranen. Eine Korrelation zu anderen untersuchten
Matrixproteinen war jedoch nicht zu erkennen. Am ehesten erklart sich dies

durch die unterschiedlichen Phasen der Angiogenese, in denen die Proteine
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synthetisiert werden: wahrend Tenascin und MMP-9 eine wichtige Rolle bei der
Migration der Endothelzellen haben, ist Laminin vor allem wahrend der

Organisation der Kapillaren von Bedeutung.

4.2.6 Tenascin
Tenascine insbesondere Tenascin-C spielen, wie bereits in der Einleitung
erlautert, eine wichtige Rolle in der Migration und Entwicklung- vor allem in
ZNS, Mesenchym und Knorpel, wo es wesentlich zur Gewebemorphogenese
und Angiogenese beitragt. Dagegen sind im gesunden adulten ZNS keine
Tenascine mehr nachweisbar. Die Re-Expression beschrankt sich auf
physiologische und pathologische Zustande, die eine neue
Gewebestrukturierung und Angiogenese erfordern, z.B. bei der Wundheilung,

Entzindung und Tumorentstehung (Jones und Jones 2000).

4.2.6.1 Tenascin-Expression in Tumorgewebe:
In astrozytischen Tumoren findet sich vermehrt Tenascin um hyperplastische
Gefalle als Zeichen der Neoangiogenese (Maenpaa et al. 1997). In
Glioblastomen, nicht jedoch in Tumoren geringerer Malignitat, lasst sich
Tenascin auch innerhalb der Tumorzellen nachweisen (Donato et al. 1997). Die
Tenascin mMRNA Expression in Endothelzellen und Perizyten korreliert hierbei
zur Aktivitat der Angiogenese und dem Malignitatsgrad des Tumors (Zagzag et
al. 1995; Zagzag et al. 1996). Im gesunden Gewebe um den Tumor findet sich
Tenascin nicht im Stroma sondern nur in der perivaskularen Matrix, als Zeichen
einer vermehrten Angiogenese auch in diesen Arealen (Zagzag et al. 1996).
Allerdings finden einzelne Forschergruppen auch eine TN-Markierung von
Endothel und Glia-Zellen (Maenpaa et al. 1997), wobei hier ein
Markierungsartefakt nicht sicher ausgeschlossen werden kann. Die Tumoren,
die im Rahmen der vorliegenden Studie untersucht wurden, zeigten in den
peripheren Arealen eine Markierung des Stromas, welche der Negativkontrolle
entspricht. Dies deutet auf eine unspezifische Markierung hin nicht auf eine

vermehrte Expression.
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In diesem Zusammenhang wirft die Verwendung tumornahen Gewebes als
Kontrolle Probleme auf: In Tierexperimentellen Studien konnte gezeigt werden,
dass die Ausbreitung der Tumorzellen dem Mehrfachen der makroskopischen
Ausdehnung entspricht (Ji et al. 1996): wahrend z.B. der makroskopische
Tumor 4mm? einer Schnittflache einnahm, waren Tumorzellen auf einem Areal
von uber 10mm? nachweisbar. Bei der Verwendung von tumornahem Gewebe
als Negativkontrolle besteht daher die Gefahr, dass es sich bei dieser
,=Kontrolle“ eher um locker infiltriertes als um tumorfreies Gewebe handelt.
Hierflr spricht auch die Tatsache, dass in adultem Gewebe Ublicherweise kein
TN-C gefunden wird, wahrend in mehreren Studien in tumornahem Gewebe TN-
C nachgewiesen wurde (Vitolo et al. 1996; Zagzag et al. 1996). In Tumor 3
dieser Studie wurde eine Probe verarbeitet, welche aus einer Region stammte,
welche deutlich vom makroskopischen Tumorrand distanziert war. Diese zeigte
dennoch deutlich pathologisch verandertes Gewebe, mit glomeruloiden
Gefallen und offenen Endothellagen- ansonsten ein Charakteristikum der

zentralen Tumorareale.

4.2.6.2 Regulation der TN-Expression
Inzwischen ist eine Vielzahl an Faktoren bekannt, die auf die Tenascin-
Expression wirken. Sakai et al. (1995) konnten nachweisen, dass epidermale
Zell-Linien Tenascin-mRNA exprimieren und Tenascin in das umgebende
Medium abgeben, nachdem sie durch TGF-R (transforming-growth-factor), EGF
(epidermal-growth-factor), Hepatocyte Growth-factor und PDGF (platelet-
derived-growth-factor) stimuliert wurden. Dabei induzierte EGF neben der
Tenascin auch die Laminin- und Fibronektin-Expression.
In-vivo Versuche an Ratten zeigten, dass PDGF in der Lage war, die TN
Expression zu stimulieren (LaFleur et al. 1994), ohne dass sich ein Einfluss auf
die Fibronektin-Expression zeigte. Dies ware eine Erklarung fur die exklusive
Expression von TN in Zonen lokaler Nekrose (Abbildung 10). AuRerdem ist
PDGF in der Lage, die Expression von VEGF (Wang et al. 1999) in
endothelialen Zellen und die von MMP-9 (Bond et al. 1998) zu stimulieren. In
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den untersuchten Geweben fand sich eine deutliche Kolokalisation von TN und
MMP-9, welche durch erhdhte PDGF-Spiegel innerhalb des Tumors erklart
werden konnte.

Basic-Fibroblast-Growth-Factor (bFGF) steigert ebenfalls die TN-Expression
und wurde in Glioblastomen vermehrt nachgewiesen. Die Wirkung von EGF,
PDGF und bFGF auf die TN-Expression wird vermutlich Gber den selben
Mechanismus vermittelt, welcher Uber die Knox 24-Region im TN-C Promotor
wirkt, da diese Faktoren alle eine verstarkte Bindung an die Knox 24-Region
zeigen (Copertino et al. 1997).

Unter den Matrixproteinen scheint Kollagen | einen Einfluss auf die TN
Regulation zu haben. Durch MMP-2 degradiertes Kollagen ist in der Lage, Uber
a3-Integrine und vermutlich Uber das Aktin-Zytoskelett vermittelt, Tenascin in
Glattmuskelzellen zu induzieren. Natives Kollagen | hingegen hemmt Gber a1-
Integrin die Expression (Jones und Jones 2000). Welcher dieser Mechanismen
in der in-vivo Situation Uberwiegt, ist bisher unbekannt. In den untersuchten
Proben fand sich kein Zusammenhang zwischen der Markierung fir TN-C und
derjenigen fur Kollagen |, daher spielt dieser Zusammenhang vermutlich im
humanen Glioblastom keine Rolle, insbesondere da keine erhdhten Spiegel fur
MMP-2 nachgewiesen werden konnten, welches bendtigt wirde, um Kollagen |
zu aktivieren.

Andererseits hat auch das TN selbst einen Einfluss auf seine Umgebung. Ein
Grossteil der TN Untereinheiten besteht aus EGFL-Repeats (epithelial-growth-
factor-like), die sich in ahnlicher Weise auch im Laminin finden lassen
(Venstrom und Reichardt 1993). Da EGF einen wesentlichen Einfluss auf die
Tenascin-Expression besitzt, ist ein autokriner Loop denkbar, in welchem
Tenascin die umgebenden Glattmuskelzellen zur vermehrten Expression von
TN anregt. Tenascin ist aber auch in der Lage die Adhasion verschiedener
Zelllinien an andere Matrixproteine zu modifizieren; so findet sich nach Zugabe
von TN-haltigem Medium eine reduzierte Adhasion von Endothelzellen an
Fibronektin (LaFleur et al. 1994). Glattmuskelzellen binden Uber die FN-III
Domane an eine TN-C-haltige Matrix (LaFleur et al. 1994). Die Bindung der
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Endothelzellen an TN-C Uber avR33-Integrin spielt eine essentielle Rolle fur die

Angiogenese (Brooks et al. 1984).

4.2.6.3 Tenascin in Zonen fokaler Nekrose
Von den Wachstumsfaktoren hat insbesondere VEGF eine starke positive
Wirkung auf die Expression des TN-C, insbesondere in Perizyten (Sharifi et al.
1992). Doch auch Angiopoietin-2 verstarkte die TN-C Expression wesentlich,
wie in mehreren Versuchen gezeigt werden konnte (Sharifi et al. 1992; LaFleur
et al. 1994). Auch andere Tumorentitaten zeigen eine deutliche VEGF- und
bFGF- Expression, was auf eine wichtige Funktion dieser Faktoren fur die
Tumorentstehung hinweist (Hanahan und Folkman 1996). Plate (1999) konnte
zeigen, dass sowohl Angiopoietin-2 als auch VEGF- zumindest in kleineren
Gefallen- in Glioblastomen Uberexprimiert waren. Diese erhdohten VEGF-
Mengen innerhalb der Tumoren- insbesondere perivaskular- reichen aus um die
erhohte Expression von TN-C zu erklaren welche in der vorliegenden Studie um
TumorgefalRe gefunden wurden. Darlber hinaus konnte eine erhdhte
Expression von VEGF in perinekrotischen Zonen der Glioblastome
nachgewiesen werden (Plate et al. 1994; Plate 1999). Diese nochmals erhdhte
VEGF-Expression wurde ausreichen, um eine vermehrte Expression von TN in
diesen Arealen zu begrinden. Tatsachlich fand sich in den hier untersuchten
Tumoren eine deutlich vermehrte TN-C Menge um die GefalRe innerhalb der
nekrotischen Zonen (Abbildung 10) (Liebner et al. 2000). Dass diese Expression
sich nicht auf die perinekrotischen Zonen beschrankt, sondern auch die
eigentlichen Nekrosen umfasst, erklart sich durch die Kinetik der
Tumorentstehung: Areale mit schnellem Tumorwachstum weisen eine schlechte
Versorgung und konsekutive Hypoxie auf; diese induziert eine vermehrte
Expression von VEGF in den Tumorzellen, was wiederum zu einer
perivaskularen TN-C Expression fuhrt. Wahrend die Tumorzellen aufgrund der
Hypoxie nekrotisch werden, lassen sich die besser versorgten Gefalle noch
einige Zeit nachweisen. Zusatzlich induziert der erhdhte Spiegel an

Wachstumsfaktoren ein ungerichtetes GefalRwachstum: der Grolteil der
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hyperplastischen und glomeruloiden Gefal¥formationen wird in und um Zonen
der Nekrose gefunden (Wesseling et al. 1997).

Dabei ist stets zu beachten, dass die Wirkung einzelner Wachstumsfaktoren auf
die TN-C Expression sich in vivo haufig wesentlich von den in-vitro- simulierten
Ergebnissen unterscheiden. Insbesondere in einer stark heterogenen
Umgebung mit haufig auf kleinstem Raum wechselnden Mikromilieus, wie sie
das GBM darstellt sind haufig nur in-vivo-Experimente in der Lage eine
eindeutige Wirkung fest zu stellen. Zusatzlich konnten neuere Studien zeigen,
dass sich die Splicing-Varianten von TN in Gliomen von denen in sonstigen
Tumoren und gesundem adultem Gewebe unterscheiden (Carnemolla et al.
1999). Es wird die Aufgabe zukunftiger Studien sein, hier die genaueren

Zusammenhange aufzuzeigen.

4.2.7 Agrin
Agrin ist ein Bestandteil der Basalmembran des ausgereiften Saugergehirnes
(Barber und Lieth 1997), der wesentlich zur Aufrechterhaltung einer intakten
Blut-Hirn-Schranke beitragt. Weitere Aufgaben des Agrins sind die Clusterung
von Acetylcholinrezeptoren in der Motorischen Endplatte (McMahan 1990) und
damit die Organisation der motorischen Endplatte.
In den Kontrollgeweben aus nicht tumords verandertem Gehirn fand sich eine
deutliche Markierung der Basalmembran der Gefalde fur Agrin. Im Gegensatz
dazu war die Markierung fur Agrin in den untersuchten Tumoren deutlich
geringer oder nicht nachweisbar. Allerdings fand sich keine Korrelation der
Expression zur Lokalisation innerhalb des Tumors: ob die Probe aus der
Tumorperipherie oder dem Zentrum des Tumors stammte hatte keinen
erkennbaren Einfluss auf die Markierung fir Agrin. Es ist hier, wie auch im Falle
der Ubrigen Matrixproteine, davon auszugehen, dass die Proben aus der
Peripherie in einigen Fallen deutlichere Veranderungen durch den Tumor
erfahren hatten, als diejenigen aus dem Tumorzentrum.
Die Expressionsmuster von TN und Agrin schlossen sich in den untersuchten
Tumoren Uber weite Teile gegenseitig aus (Tabelle 4, Abbildung 14). Agrin ist

ein Bestandteil von ausgereiften Blutgefallen mit Schrankeneigenschaften
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(Barber und Lieth 1997), und vermutlich an der Organisation der Zelloberflache
beteiligt, dies ist jedoch bisher nur an Myozyten nachgewiesen (McMahan
1990). Dagegen wird TN vor allem in unreifen und aussprossenden Gefalien
exprimiert und hat vermutlich wichtige Aufgaben in der Regulation von
Wachstums- und Bahnungsprozessen. Die sich ausschlieRende Expression der
beiden Molekdle, ist daher vermutlich ein Zeichen unterschiedlicher
Aktivitatszustande der Gefalle: einwachsende und neu aussprossende Gefalde
zeigen eine deutliche Expression von TN, wahrend ausgereifte oder
autochthone Gefalle einen deutlichen Gehalt der Basalmembran an Agrin
aufweisen (Rascher et al. 2002). Da die Vaskulatur der meisten Tumoren
sowohl urspringliche, vom Tumor umwachsene, als auch neu ausgebildete
Gefalke enthalt (Holash et al. 1999), ist eine gleichzeitige Expression beider

Gefaltypen verstandlich.

Eine grolRere Zahl von Gefalden wies sowohl TN als auch Agin in der
Basalmembran auf (Abbildung 13). Hierbei handelt es sich vermutlich um einen
Ubergangszustand der GefaRe hin zu pathologischen Zustanden im Sinne

tumordser Neoangiogenese.

Bisher existieren keine Studien, in welchen die Expression von Tenascin und
Agrin wahrend der Entwicklung auf der Ebene des einzelnen Gefales korreliert
wird, so dass unklar bleibt ob TN und Agrin auch physiologischerweise
gleichzeitig um einzelne Gefalle nachweisbar sind. Eine andere moglich
Erklarung ware folgende: in Glioblastomen findet sich eine pathologische
Zusammensetzung der Wachstumsfaktoren, welche in dieser Form wahrend der
normalen Entwicklung zu keinem Zeitpunkt auftritt. Dadurch erhalten die Gliom-
und Endothelzellen Signale zur Expression von Proteinen, welche wahrend der
Entwicklung nicht auftreten, so dass Matrixkomponenten, die sich

normalerweise ausschliel3en, gleichzeitig exprimiert werden.

Dies erklart auch die raumliche Separation der beiden Moleklile in diesen
Gefalen: in Gliomen wird TN Uberwiegend von den Gliomzellen synthetisiert

und ist daher auf der glialen Seite der perivaskularen Basalmembran lokalisiert
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(Zagzag et al. 1996). Dagegen wird die Expression von Agrin durch die sich
organisierenden Endothelien organisiert (Lieth et al. 1995), welches

dementsprechend auf der endothelialen Seite der Basallamina lokalisiert ist.

4.2.8 Glut-1
Die Expression des Erythrozyten-spezifischen Glucose-Transporters Glut-1 auf
Endothelzellen des ZNS ist eng gekoppelt an die Funktion der Blut-Hirn-
Schranke. So fand sich die starkste Markierung fur Glut-1, welche in dieser
Studie beobachtet wurde, in den Gefallen der Kontrollgewebe aus gesundem
Gehirn (Tabelle 5). Dagegen zeigte die Kontrolle aus einem Hamangiom eine
deutlich geringere Markierung fur Glut-1, ein sicheres Zeichen daflr, dass hier
bereits eine Storung der Blut-Hirn-Schranke vorliegt, obwohl sich in den
entsprechenden Proben kein relevantes Odem fand.
Obwohl PET-Studien an Gliomen einen erhdhten Glucosetransport zeigen
(Rozental et al. 1993), ist die Expression von Glut-1 reduziert, da die Glucose
Uber die defekte BBB frei in das ZNS diffundieren kann. Nagamatsu et al.
(1993) fanden positive Glut-1 Markierung einzelner Tumorzellen, sowie eine
sehr schwache Markierung luminaler Membranen in anaplastischen
Astrozytomen und Glioblastomen und deutete dies als Zeichen der Unreife der
Tumor-Gefalle. Harik und Roessmann (1991) fanden eine fehlende Glut-1
Markierung der hyperplastischen Gefalte in Glioblastomen, wobei die
Markierung zum Tumorrand hin zunahm und alle Gefalde im umgebenden
odematosen Gewebe Glut-1-positiv waren. Auch Nishioka et al. (1992) fanden
in hyperplastischen TumorgefalRen keine Glut-1-Expression, wohl aber in
unauffalligen Kapillaren. Dagegen fanden Guerin et al. (1990) deutlich
reduzierte bzw. fehlende Glut-1-Markierung in Glioblastomen, wahrend
Astrozytome niedrigerer Malignitat eine normale Glut-1-Markierung aufwiesen,
wobei keine Abhangigkeit von der Permeabilitat der Gefalle bestand.
Tierexperimentelle Studien mit implantierten Tumorzellen zeigten eine deutliche
Glut-1-Expression, die sich jedoch signifikant zwischen zentralnervds und

subkutan implantierten Tumoren unterschied, so dass hier vermutlich bereits im
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Gewebe vorhandene Gefalle vom Tumor umwachsen wurden und ihre
Eigenschaften beibehalten hatten (Arosarena et al. 1994).

Die Expression von Glut-1 in Tumorzellen variiert stark. Nagamatsu et. al.
(1993) fanden nur in 2 von 14 Gberwiegend niedrigmalignen astrozytaren
Tumoren Glut-1 auBerhalb der Gefale, wahrend sie in C-6 Gliomzellen eine
hohe Expressionsrate entdeckten. Nishioka et al. (1992) fanden in
perinekrotischen Palisaden aus Glioblastomen eine erhdhte Glut-1 Expression
der Tumorzellen.

Die Expression von Glut-1 in Tumorzellen sowie die geringere Expression in
Gefallen zeigen Parallelen zu den Vorgangen wahrend der Reifung des
Gehirns. Dermietzel et al. (1992) zeigten, dass Glut-1 mit dem Auftreten der
BHS aus dem Neuroepithel verschwindet, wahrend gleichzeitig die Gefalde
positiv markiert wurden. In einer Art Umkehrung dieses Ablaufs weisen die
Tumorzellen des Glioblastoms erneut Glut-1 auf, wahrend die Markierung der
Gefalte mit dem Zusammenbruch der BHS verschwindet. Unter Steroidtherapie
und teilweiser Restitution der BHS nimmt auch die Zahl Glut-1-positiver Gefalte
erneut zu (Guerin et al. 1992a), wobei das Tumorwachstum deutlich
verlangsamt wird und die Gefalidichte abnimmt, was die Bedeutung der
Vaskularisation betont. Guerin et al. fanden sowohl am Tiermodell (Guerin et al.
1992a), als auch in Studien an humanen Hirntumoren (Guerin et al. 1992b)
einen Zusammenhang zwischen der Gefal3permeabilitdt und der Expression
von Glut-1, jedoch ein leicht differierendes Muster: bei zunehmender Anaplasie
der Tumoren nahm die Permeabilitdt zu bevor die Markierung fur Glut-1
verschwand. Daher vermuteten sie, dass eine komplexe Regulation vorliegt.

In anderen Studien (Arosarena et al. 1994; Dermietzel et al. 1992)wurde jedoch
ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Funktion der BHS und der
Expression von Glut-1 festgestellt. So konnten Vorbrodt et al. (2001) zeigen,
dass die Verteilung von Glut-1 in den Endothelmembranen eng zur Expression
der Tight Junction-Marker ZO-1, Occludin und beta-Catenin korreliert, so dass

Glut-1 als BHS-Marker geeignet erscheint.
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4.2.9 MMP
In einer Vielzahl an Tumoren spielen die MMPs eine wichtige Rolle im Rahmen
der lokalen Tumorinvasion und Ausbreitung (Westermarck und Kahari 1999).
Auch in Ischamischen Insulten (Fujimura et al. 1999) und bei bakterieller
Meningitis (Paul et al. 1998) wurde ein direkter Zusammenhang zwischen dem
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke und der Expression von MMP-9
beschrieben. Die Uberwiegend ausschliellende Expression von Glut-1 und
MMP-9 in Gefallen zeigt, dass auch im Glioblastom ein enger Zusammenhang
zwischen der Expression von MMP-9 und dem Zusammenbruch der BHS
besteht. Allerdings fanden sich in Zonen offensichtlicher Ischamie und Nekrose
nur wenige MMP-9 positive Zellen, welche vermutlich Leukozyten entsprachen
(Abbildung 9). Da die oben genannte Studie (Fujimura et al. 1999) jedoch keine
exakte Differenzierung der MMP-Lokalisation erwahnt, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass auch in diesem Fall die MMP-Expression von
einwandernden Leukozyten reprasentiert wird, da auch in anderen Studien die
Expression von MMPs Uberwiegend im umgebenden gesunden Gewebe sowie
in eingewanderten Entziundungszellen festgestellt wurde (Shapiro 1998).
In weiteren Studien wurden im Tiermodell (Sawaya et al. 1998) und an
humanem Gewebe (Lampert et al. 1998) erhéhte MMP-9- und MMP-2-Level der
Tumorzellen und Endothelien gemessen. In dieser Studie an Humangewebe
konnten keine nennenswert erhdhten Spiegel an MMP-2 und -9 in
Endothelzellen festgestellt werden. Stattdessen zeigte eine Gegenfarbung mit
SMA (smooth-muscle-actin), einem Marker fur Glattmuskelzellen und Perizyten,
ein Uberwiegend Ubereinstimmendes Farbemuster. Dies entspricht den
Ergebnissen welche sich beim Mamma-Karzinom finden, welches eine starke
MMP-9-Expression in vaskularen Glattmuskelzellen, nicht jedoch in
Endothelzellen aufweist (Nielsen et al. 1997).
VEGEF als wichtiger Angiogenesefaktor ist in der Lage, die Expression von
MMP-9 und MMP-1 in vaskularen Glattmuskelzellen zu induzieren (Wang und
Keiser 1998). Da VEGF auch die Expression von TN induziert, liegt hierin eine

wahrscheinliche Erklarung der korrespondierenden Expression der beiden
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Proteine: aufgrund des angiogenetischen Impuls durch VEGF bilden die
Perizyten vermehrt MMP und sind so in der Lage in die Umgebung zu infiltrieren
und ein Gefallwachstum zu initiieren (Kim und Kim 1999; Bergers et al. 2000),
wahrend TN ein gerichtetes Wachstum ermoglicht. Zusatzlich scheinen MMPs
und TN in der Lage zu sein ihre Expression gegegenseitig zu stimulieren (Jones
et al. 1997).

Unklar bleibt die Ursache der nicht, oder nur geringfligig erhdhten MMP-9-
Markierung in den Zonen der fokalen Nekrose. Mdoglicherweise ist die
Zusammensetzung der Wachstumsfaktoren welche durch die Hypoxie in den
nekrotischen Arealen induziert werden, derart von der physiologischen
Zusammensetzung entfernt, dass eine MMP-9 Expression unterdrtckt wird.
Dies konnte auch das vermehrte Vorliegen der glomeruloiden Gefalde in diesen
Arealen erklaren (Wesseling et al. 1997), da durch die Wachstumsfaktoren zwar
die Teilung der Endothelzellen und (Uber Tenascin) die Organisation in Gefalle
induziert wird, nicht aber die Migration der Endothelzellen, fir welche MMPs
bendtigt wird. Die so induzierten Gefalde bilden mehr Endothelzellen an

derselben Stelle, und damit ein groReres Lumen.
4.2.10 Einschrankungen dieser Studie

Eine deutliche Einschrankung der Aussagekraft dieser Studie besteht in der
Auswahl der Kontrollgewebe. Aus ethischen Grunden ist die Entnahme von
Proben aus nicht tumords verandertem Gehirn auf wenige Spezialfalle wie
chirurgische Interventionen bei ausgepragter Krampfneigung oder traumatisch
Zustande beschrankt. So stammte eine der Kontrollen aus einem zerebralen
Hamangiom, welches chirurgisch reseziert wurde. Zwar ist das Hamangiom
nicht durch ein exzessives perifokales Odem gekennzeichnet, dennoch kann
hier nicht sicher von einer intakten BHS ausgegangen werden. Die
Markierungen der Gefale aus dem Hamangiom fur die untersuchten
Matrixproteine, sowie fur die Marker der BHS stimmen jedoch in nahezu allen

Fallen (mit Ausnahme einer diskreten Markierung der Gefale fliir MMP-9) mit
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den Befunden Uberein, wie sie aufgrund der Literatur aus gesundem Gehirn mit
intakter ZNS zu erwarten sind.

Auch im Falle der zweiten Kontrolle bestehen gewisse Einschrankungen. Diese
stammte von einem Patienten welcher im Rahmen einer posttraumatischen
Hamatomentlastung operiert wurde. Zwischen der Probenentnahme und der
Fixation vergingen etwa 2 Stunden. Eine vollstandig intakte Blut-Hirn-Schranke
ist daher nicht sicher zu belegen. Es erscheint jedoch wenig wahrscheinlich,
dass eine relevante Destruktion der Matrixproteine bis zu diesem Zeitpunkt
stattgefunden hat; insbesondere, da die Markierungen den publizierten Daten

entsprachen.

4.3 Ausblick:

Eine derzeit viel diskutierte Moglichkeit ist die direkte Therapie Uber
antiangiogenetische Faktoren, wobei insbesondere VEGF als mdglicher
Ansatzpunkt betrachtet wird. Allerdings sind bisherige Studien an Menschen
nicht Uber Pilotprojekte hinausgekommen. So gab es erste Versuche eine
Radioimmunotherapie mit Anti-Tenascin-Antikdrpern zu initileren welche jedoch
bislang auf Phase | Studien begrenzt blieben (Riva et al. 1999). Wie im
Tiermodell gezeigt werden konnte beruht die Odementstehung ebenfalls in
weiten Teilen auf VEGF (Heiss et al. 1996), so dass spezifische Antikorper nicht
ausschlieldlich unter kurativen sondern auch unter palliativen Gesichtspunkten
interessant erscheinen. Hier zeigen erste Studien in Kombination mit
Strahlentherapie gute Erfolge (Bello et al. 2001; Kunkel et al. 2001). Inwiefern
sich diese jedoch in der Praxis durchsetzen und welchen therapeutischen
Nutzen die Patienten im Endeffekt davontragen, bleibt zukunftigen Studien

Uberlassen.
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5. Zusammenfassung:

Das Glioblastom als aggressivster Tumor des ZNS ist insbesondere durch eine
deutlich vermehrte Vaskularisation sowie ein ausgepragtes intra- und
peritumorales Odem charakterisiert. Dabei stellt letzteres einen wichtigen
Morbiditatsfaktor dar. Ubereinstimmend mit einem Teil der bisher publizierten
Studien konnte gezeigt werden, dass die Zahl der endothelialen Vesikel deutlich
erhoht ist, was wesentlich zur Odementstehung beitragt. Dagegen fanden sich
keine Fenestrae, welche in Tierversuchen fur die Gefallpermeabilitat
verantwortlich gemacht wurden. Zusatzlich wiesen zahlreiche Gefalle groRere
Licken der Endothelschicht auf, durch welche Flussigkeit und Zellen austreten.
Diese sind jedoch in der Zahl nicht ausreichend. um das Odem vollstandig zu
erklaren, so dass die Entstehung des Odems vermutlich auf der Veranderung
einer Kombination von Lucken, Vesikeln und der molekularen Konstitution der
Tight Junctions beruht. Dabei spielt die vermehrte perivaskulare ECM, die den
direkten Kontakt der Endothelzellen zu den umgebenden Astrozyten vermindert,
eine wichtige Rolle, da dieser eine essenzielle Grundlage der intakten Blut-Hirn-
Schranke darstellt.

Die ECM ist dabei nicht nur quantitativ vermehrt sondern auch in der
Zusammensetzung deutlich verandert, wobei Ubereinstimmungen mit GefaRRen
wahrend der Embryogenese bestehen. So waren die Markierungen fir Agrin
reduziert und fur Tenascin um die Tumorgefal3e deutlich vermehrt. Letzteres
fand sich vor allem in Zonen fokaler Nekrose, wobei vermutlich eine erhdhte
Expression von VEGF und PDGF-f3 in diesen Arealen als deren Ursache
anzunehmen ist. Dabei fand sich eine deutliche Korrelation der Tenascin-
Expression zu derjenigen fur MMP-9, welches durch dieselben Faktoren
induziert wird.

Dagegen war die Markierung fur Agrin gegenlaufig zu derjenigen fir Tenascin:
in den meisten Gefallen fand sich nur eines der beiden Proteine. Wenn beide in
der ECM nachweisbar waren, fand sich eine deutliche raumliche Separation, mit
Tenascin in den tumoralen Anteilen und Agrin in den endothelialen Anteilen der

Basalmembran. Dies erklart sich am ehesten durch einen unterschiedlichen
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Ursprung der beiden Komponenten und unterschiedliche Funktionen: Tenascin
als Faktor der Angiogenese welcher von Tumorzellen produziert wird und Agrin
als Marker der intakten Vaskularisation, welcher von den sich organisierenden
Endothelzellen sezerniert wird.

Die essentiellen Bestandteile der Basalmembran- Fibronektin, Kollagen IV und
Laminin- waren jedoch in allen Gefalden nachweisen, zusatzlich fand sich eine
deutliche Markierung fur Kollagen |. Dies spricht daftr, dass alle Gefalle
innerhalb des Tumors bis zu einem gewissen Grad eine intakte Struktur
besitzen, jedoch aufgrund der unkoordiniert ausgeschutteten
Wachstumsfaktoren nicht in der Lage sind, vollstandig auszudifferenzieren.
Glut-1 war in zahlreichen Gefalden innerhalb der Tumoren nachzuweisen, was
fur eine intakte Blut-Hirn-Schranke dieser Gefalde spricht. Dabei waren diese
Gefalie nicht fir MMP-9 positiv, wahrend MMP-9 positive Gefalte keine
Markierung fur Glut-1 aufwiesen. Dies erklart sich durch die Existenz
verschiedener Gefal3typen innerhalb des Tumors: praexistente Gefalle mit
intakter Blut-Hirn-Schranke und neu einwachsende Gefalde, welche keine
Schranke aufweisen und vermutlich fiir die Odementstehung verantwortlich
sind. In der gezielten Behandlung der letzteren Uber Wachstumsfaktoren und
Antikorper gegen die Rezeptoren derselben liegt das Hauptpotenzial der
antiangiogenen Therapie, welche in ersten Studien vielversprechende
Ergebnisse zeigte und neue Wege in der Behandlung dieses fatalen Tumors

ermoglicht.
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6. Abbildungen:

Abbildung 2

Gefal in 6dematos
verandertem ZNS aus dem
Randbereich des Tumors. Es
finden sich zahlreiche Myelin-
scheiden. Die Endothelien
stellen sich im Verhaltnis zur
GroRe des Gefales
unauffallig dar, es findet sich
jedoch eine Aufspaltung der

Basalmembran (Pfeile).

Abbildung 3

Tumorgefald in deutlich
O0dematos verandertem
Gewebe. Eine groliere
Licke in der
Endothelschicht als
Zeichen der aufgehobenen
Blut-Hirn-Schranke (Pfeile).
Zahlreiche Erythrozyten
finden sich in der
Umgebung. Zahlreiche
villése Protuberanzen des

Endothels in das Lumen.
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Abbildung 4

Hyperplastisches
(glomeruloides) Gefal in
O0dematos verandertem
ZNS.Trotz der GroRe des
Gefales findet sich
lediglich eine einzelne
Endothel- und
Perizytenlage im
Unterschied zu Arteriolen
welche eine mehrlagige

Muskelschicht aufweisen.

Abbildung 5

Gefall mit mehreren deutlich
vergrofierten Endothelzellen.
Das Gefal} ist — wie in Abb. 3-
von einer breiten Lage aus
ECM umgeben. Die Perizyten
haben nur einen geringen
Kontakt zu den
Endothelzellen.



Abbildung 6

Ausschnitt aus einem
pathologisch Veranderten
Tumorgefald. Deutlich
erkennbar die mehrlagige
Basalmembran mit
deutlicher Distanzierung
der Lagen (Pfeile).
Zahlreiche Vesikel
(Pfeilspitzen) als Zeichen
eines erhdhten

transzellularen Transports.

Abbildung 7

Ausschnitt aus der
Gefallwand einer
Tumorkapillare. Deutlich sind
mehrere Lucken in der
Endothelschicht zu erkennen
(Pfeile), die Basalmembran
(Pfeilspitzen) ist jedoch intakt.
Endothelzellen. Das unten im
Bild erkennbare Gewebe ist

deutlich 6dematos verandert.
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Abbildung 8a

Gefallkkomplex mit mehreren
Kapillaren welche von einer
gemeinsamen ECM aus
kollagenen Fasern umgeben
sind. Innerhalb der ECM
finden sich perizytare Zellen
(Pfeilspitzen). Den
Abschluss zum umgebenden
Tumorgewebe bildet eine
weitere Basalmembran
(Pfeile).

Abbildung 8b

Immunfluoreszenz-
Markierung gegen Kollagen |
(gran) und Kollagen IV (rot).
GefalRkomplex mit mehreren
Kapillaren. Sowohl die
einzelnen Gefalde, als auch
der gesamte Komplex sind
von einer Basalmembran mit
Kollagen IV umgeben, die
ubrige Matrix enthalt grof3ere

Menge an Kollagen |.



Abbildung 9a

Durchtritt eines Leukozyten
durch eine Lucke des
Endothels eines
TumorgefalRes (Pfeil). Ein
ausserhalb des Gefalies
gelegener Erythrozyt
(Pfeilspitzen) weist auf eine
Mikroblutung hin.

Abbildung 9b

Immunfloureszenz eines
Leukozyten welche ein
Tumorgefald verlasst. Der
Leukozyt mit deutlicher
Markierung fur MMP-9 (grun).
Die Perivaskulare Matrix

positiv fur TN (rot).
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1.1Abbildung 10 a- ¢

HE-Farbung und Immun-
floureszenz-Markierung gegen
Fibronektin (griin) und Tenascin
(rot). Im HE-Schnitt deutlich
erkennbar eine fokale Nekrose
am linken Bildrand.

Die Markierung fur Fibronektin
zeigt einen vermehrten
Hintergrund sowie eine erhohte
Gefaldichte (auch im HE-Schnitt
erkennbar). Die Markierung der
einzelnen Gefalde zeigt jedoch
keinen quantitativen Unterschied
zwischen Nekrose und solidem

Tumorgewebe.

Dagegen findet sich ein
deutlicher Gradient in der
Markierung fur Tenascin.
Wahrend sich die Gefalie des
soliden Tumorgewebes nicht
wesentich von der Umgebenden
Matrix unterscheiden, sind die
Gefalle innerhalb der Nekrose

positiv fur TN
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Abbildung 11a

Immunfloureszenz-
Markierung gegen SMA (rot)
und Glut-1 (griin). Die
Endothelzellen zeigen eine
deutlich Markierung fur Glut-1
als Zeichen einer intakten
Blut-Hirn-Schranke. Sie
umgebend finden sich die

SMA-positiven Perizyten.

Abbildung 11b

Serienschnitt des Gefalles aus
Abb. 12a.

Immunfloureszens —
Markierung gegen MMP-9
(grdn) und MMP-2 (rot).
Keines der beiden Proteine
hebt sich wesentlich vom
Hintergrund ab. Die
punktférmigen Markierungen

entsprechen Artefakten.



Abbildung 12

Immunfloureszenz-
Markierung gegen Tenascin
(rot) und MMP-9 (grun). Die
Endothelzellen des Gefalles
zeigen eine Markierung fur
MMP-9 wahrend die ECM flr
TN positiv ist.

Abbildung 13

Immunfloureszenz-Markierung
gegen Tenascin (rot) und Agrin
(gran). Wahrend die
endothelialen Anteile der ECM
eine deutliche Markierung fir
Agrin aufweisen, zeigen die
tumornahen Anteile der Matrix
eine deutliche Markierung fur

Tenascin.
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Abbildung 14a

Immunfloureszenz-Markierung
gegen Tenascin (rot) und Agrin
(gran). Deutliche Markierung
mehrerer Gefalie (Pfeile) aus
TU 7 P mit Agrin. Dagegen
findet sich nur eine minimale
Markierung der ECM fur TN.

Abbildung 14b

Immunfloureszenz-Markierung
gegen Tenascin (rot) und
Agrin (gran). In einem
anderen Areal des Tumors
aus Abbildung 14a findet sich
eine deutliche Markierung der
perivaskularen ECM fir TN,
wahrend die Markierung fir
Agrin nicht vom Hintergrund
abweicht.
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