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1. Einleitung

1.1 Das Glioblastom

Das Glioblastom gehort zur relativ heterogenen Gruppe der Astrozytome und
stellt den haufigsten Hirntumor im Erwachsenenalter mit zugleich hdchster
Malignitat dar. Die Astrozytome werden gemal® der WHO-Klassifikation

entsprechend ihrer Histologie in vier Grade eingeteilt (Kleihues et al., 2000):

Tabelle 1: Die WHO-Klassifikation der Astrozytome

Grad | WHO pilozytisches Astrozytom

Grad Il WHO |[fibrillares ~ Astrozytom,  protoplasmatisches  Astrozytom,

gemistozytares Astrozytom

Grad lll WHO |anaplastisches Astrozytom

Grad IV WHO | Glioblastom

Der Altersgipfel der Erstmanifestation eines GBM liegt im 4. - 5.
Lebensjahrzehnt, wobei Manner im Verhaltnis 3 zu 2 haufiger betroffen sind als
Frauen. Die Hauptlokalisationen sind vor allem die Gro3hirnhemispharen, von
welchen aus sich der Primartumor haufig schmetterlingsformig Gber den Balken
auf die Gegenseite ausbreitet. Durch sehr schnelles, unkontrolliertes und
infiltratives Wachstum in das umliegende, gesunde Hirngewebe, hat das GBM
eine sehr schlechte Prognose. Gegenuber Chemotherapeutika und
Bestrahlungen zeigt es sich relativ therapieresistent, so dass als
TherapiemalRnahme auch die chirurgische Resektion eine wichtige Rolle
einnimmt. Aufgrund des diffusen Wachstums gelingen allerdings Uberwiegend
nur Teilresektionen, was in kurzester Zeit Rezidive zur Folge hat. Mit aktuellen
Therapieoptionen liegt die mittlere Uberlebenszeit nach Diagnose im Bereich
von 13 bis 18 Monaten (Westphal et al., 2003; Weller et al., 2003). Ohne
spezifische Therapie betragt die mittlere Uberlebenszeit nur wenige Wochen
(Fazeny-Doémner et al., 2003). Die 5-Jahres-Uberlebensrate lag in den letzten 30

Jahren in unterschiedlichen Untersuchungen ungefahr bei 5%, neuere




Ergebnisse deuten jedoch auf eine noch geringere Zahl hin (McLendon und
Halperin, 2003).

Morphologische Charakteristika des Glioblastoms sind Nekrosen, zystische
Zerfallshéhlen, Hamorrhagien, ein enormer Zell- und Mitosereichtum sowie eine
,obunte“ Schnittflache. Histologisch besteht ein Glioblastom in den allermeisten
Fallen aus entdifferenzierten Astrozyten. Ein diagnostisch relevantes Merkmal
sind die ausgepragten glomeruloiden, hyperplastischen Gefaliproliferationen,
welche das morphologische Korrelat fir das enorme angiogenetische Potential
des Tumors darstellen. Funktionell hat das Vorkommen hyperplastischer glatter
Muskelzellen, Perizyten und Endothelzellen zur Folge, dass sich haufig auch
komplette GefalRverschlisse nachweisen lassen. Immunhistochemisch kénnen
derartige Verschlisse durch die spezifische Markierung des hyperplastischen
Endothels durch Antikorper gegen den von-Willebrand-Faktor (VWF) dargestellt
werden ( McComb et al., 1982).

Ein entscheidender pathogenetischer Faktor wahrend der Genese eines
Glioblastoms ist nicht nur das schnelle und infiltrative Wachstum, sondern auch
das Entstehen massiver, lebensbedrohlicher Odeme (Papadopoulos et al.,
2001; Davies, 2002). Diese sind sowohl durch die Zerstorung der Blut-Hirn-
Schranke (BHS) infolge der hohen Angiogeneseaktivitat des umgebenden
Hirngewebes bedingt, als auch durch Differenzierungsprozesse der
Endothelzellen selbst (Plate und Risau, 1995; Plate, 1999). Hierbei kommt es
durch bisher nur unzureichend verstandene Mechanismen unter anderem zu
einem Verlust bzw. einer veranderten Expression von interendothelialen Tight
junction-Proteinen (Liebner et al., 2000), was schlieRlich den Integritatsverlust
der BHS zur Folge hat. Dieses Ereignis zieht einen Fllssigkeitseinstrom in das
umliegenden Gewebe nach sich, welchen Astrozyten allerdings teilweise
kompensieren konnen, indem sie Wasser in ihre EndfuRe aufnehmen. Die so
entstehenden édematdésen Schwellungen flihren schliellich durch Kompression
des gesunden Hirngewebes zu schwerwiegenden neurologischen Ausfallen,

welche oft zur vitalen Bedrohung fur den Patienten werden.



1.2 Die Blut-Hirn-Schranke

Die Aufgabe der BHS besteht darin, die sensiblen Nervenzellen des Gehirns
vor toxischen Substanzen aus dem Blut zu schitzen und den
Konzentrationsgradienten zwischen Blut und Hirnmilieu aufrechtzuerhalten.
Dies wird durch ihre selektiven Barriereeigenschaften gewahrleistet, so dass
unabhangig von den standig schwankenden Zusammensetzungen des Blutes
eine stabile lonen- und Nahrstoffkonzentration um die Nervenzellen herum
besteht. Beispielsweise wirkt Glutamat, einer der dominierenden
Neurotransmitter im Nervensystem, in hohen Konzentrationen neurotoxisch. Die
BHS verhindert jedoch den Ubertritt von Glutamat in das Hirnmilieu, so dass im
Blut bis zu 4000fach hohere Konzentrationen erreicht werden, ohne dass dies
Auswirkungen auf die Funktion der Nervenzellen hat.

Morphologisch betrachtet besteht die BHS aus Tight junctions, welche die

Endothelzellen der
Hirngefalde miteinander
verbinden. Das Endothel
wird umgeben von
Perizyten, die kontraktile
Elemente enthalten
(Bandopadhyay et al.,
2001) und so vermutlich, in
Analogie zZu glatten
Muskelzellen, den
Durchmesser bzw. den

Druck innerhalb des

GefalRlumens  regulieren

Abb. 1: elektronenmikroskopische Darstellung eines

Hirngefaes mit Endothelzellen, endothelialen Tight konnen. Die Rolle der
junctions, Perizyten, der Basalmembran und astrozytédren ) )

EndfiiBen. Zur Verfiigung gestellt von Prof. H. Wolburg, Perizyten bei der
Pathologisches Institut der Universitéat Tiibingen, .

mod,-ﬁz,-g,t g Formation der BBB wurde

von Balabanov und Dore-

Duffy zusammengefasst (1998), sie spielt jedoch im Gesamtkontext gesehen



eine eher untergeordnete Rolle. Endothelzellen und Perizyten sind jeweils
durch eine Basalmembran verankert. An deren abluminaler Seite liegen die
EndfiRe der Astrozyten an, welche das neurale Parenchym vom
mesenchymalen Kompartiment abtrennen (Abb. 1; Kacem et al.,, 1998). Die
Basis der geringen Durchlassigkeit der BHS wird Uber die Verminderung der
parazellularen Diffusion durch die endothelialen Tight junctions (Reese und
Karnovsky, 1967; Brightman und Reese, 1969) und eine eingeschrankte
Transzytose durch das Endothel gebildet (Peters et al., 1991). Um diese
Barriereeigenschaften der BHS in vivo aufrechtzuerhalten, scheint ein

komplexes, groftenteils nur unzureichend verstandenes Zusammenspiel

zwischen Endothelzellen,

Perizyten, Bestandteilen der
extrazellularen Matrix (ECM)
und den Astrozyten
notwendig zu sein. Eine
bemerkenswerte Korrelation
besteht beispielsweise
zwischen der Ausbildung der
BHS und der Differenzierung

von Astrozyten wahrend der

Entwicklung des Gehirns

Abb. 2: elektronenmikroskopische Darstellung der

orthogonalen Partikelkomplexe an astrozytéren (Wolburg, 1995a; Nico et al.,

Endfien. Zur Verfiigung gestellt von Prof. H. Wolburg, .

Pathologisches Institut der Universitét Tiibingen 2001). Astrozytare
Zellmembranen sind

charakterisiert durch das Auftreten von sogenannten orthogonalen
Partikelkomplexen (OPKs; Abb. 2), die als bisher einzig bekannten Bestandteil
den Wasserkanal Aquaporin 4 (AQP4) enthalten (Nielsen et al., 1997; Rash et
al., 1998). Die OPKs treten in sehr hoher Dichte (100-400/um?) in Bereichen
auf, in denen Astrozyten mit ihren EndfulRen die Basalmembran von
Hirngefallen umschlieRen bzw. das zentrale Nervensystem oberflachlich
abschlieBen (Glia limitans superficialis et pericvascularis; Neuhaus, 1990;

Wolburg, 1995a). Im Gegensatz dazu werden innerhalb des Neuropils, welches



keinen Kontakt mehr zur Basalmembran hat, nur sehr wenig OPKs ausgebildet
(10-20/um?).  Aufgrund dieser geringen Dichte kann in diesen
Membranbereichen auch AQP4 immunhistochemisch nicht mehr nachgewiesen
werden. Die Polarisierung von Astrozyten durch die Klusterung von OPKs in
ihren perivaskularen Endfufen lasst sich zeitgleich mit der Ausbildung der BHS
beobachten und scheint bei deren Induktion eine wichtige Rolle zu spielen.
Interessant in diesem Zusammenhang ist, dass Astrozyten selbst bestimmte
Substanzen bilden kdnnen, die an der Induktion der BHS beteiligt sind (Janzer
und Raff, 1997; Kniesel und Wolburg, 2000).

Eine Polarisierung der Astrozyten durch die Expression von OPKs kann in
Kultur nicht aufrechterhalten werden (Wolburg, 1995a; Nico et al., 2001), was
deutlich macht, dass neben den Astrozyten offensichtlich noch weitere
Komponenten fur die Ausbildung der BHS notwendig sind. Diese Hypothese
wird auch von Ergebnissen bestatigt, die andeuten, dass das gesamte,
spezifische Milieu im Gehirn in die Ausbildung der BHS involviert ist ( Wolburg
et al.,, 1994; Hayashi et al., 1997), insbesondere rickt in diesem

Zusammenhang die ECM immer mehr in den Mittelpunkt des Interesses.

1.3 Die Blut-Hirn-Schranke im Glioblastom

Im Laufe der Pathogenese eines Glioblastoms verlieren die Gefale ihre
selektiven Barriereeigenschaften, wodurch es zum Integritatsverlust der BHS
kommt (Long, 1970; Seitz und Wechsler, 1987; McMahan, 1990; Groothuis et
al., 1991). Durch den folgenden Flussigkeitseinstrom in das Hirngewebe und
die daraus resultierenden Anderungen des Milieus, kommt es wie bei jeder
anderen Verletzung des Hirngewebes auch, zu einem Anschwellen der
astrozytaren Endfufie (Norenberg, 1994). Im weiteren Verlauf nach einer Lasion
des Hirngewebes reagieren auch andere Zelltypen auf die Veranderungen, z.B.
migrieren etwa 40% der Perizyten weg von ihrer periendothelialen Lokalisation,
was zunachst einen deutlichen Substanzverlust der abluminalen ECM zur Folge



hat (Dore-Duffy et al., 2000), andererseits aber auch Platz fur die notwendigen
angiogenetische und proliferierende Prozesse schafft.

Auf molekularer Ebene zeigt sich im Falle des Glioblastoms eine dramatische
Reduktion der OPK-spezifischen Astrozytenpolaritat, bis hin zu einem vélligen
Verlust der OPKs (Neuhaus, 1990). Interessanterweise lasst sich aber trotz
dieser drastischen Reduktion der OPKs immunhistochemisch eine starke
Expression von AQP4 mit einer Immunreaktivitat Gber die gesamte astrozytare
Zellmembran nachweisen (Saadoun et al, 2002b). Welche molekularen
Prozesse jedoch zu diesen Veranderungen in der Pathogenese eines
Glioblastoms fuhren, ist bis heute ungeklart.

1.4 Die extrazellulare Matrix

Die ECM, insbesondere die subendotheliale Basalmembran von
Gehirngefallen, nimmt beim Verstandnis der Induktionsvorgange und der
Aufrechterhaltung der BHS eine immer wichtiger werdende Rolle ein. Sie
bestent aus einer Vielzahl von Kollagenen, Elastin, Laminin, Fibronektin,
Entaktin, Thrombospondin, Agrin, sowie weiteren Proteoglykanen.
Klassicherweise sah man ihre Funktion im Zusammenhalt von Gewebe und der
Ausbildung eines Gerustes, in welches Zellen migrieren und miteinander
interagieren konnen. Erst in neuerer Zeit wurde man sich bewusst, dass die
ECM nicht nur eine strukturvorgebende Matrix darstellt, sondern durch ihre
komplexe Zusammensetzung auch in der Lage ist, multiple Funktionen und
regulative Aspekte eines Gewebes zu Ubernehmen. So sind einige ECM-
Molekule beispielsweise in der Lage, Rezeptoren an Zelloberflachen zu
konzentrieren. Diese Mechanismen der Molekulanordnung auf Membranen sind
vermutlich auch verantwortlich flr die Ausbildung der Astrozytenpolaritat
(Wolburg, 1995a; Nico et al., 2001), und sind damit fur die Induktion der BHS
von grofer Wichtigkeit. Einen weiteren Hinweis auf den Einfluss der ECM auf
Induktionsvorgange der BHS liefert die Tatsache, dass auf Grund der



morphologischen Situation (Abb. 1) jede Kommunikation zwischen Astrozyt und
Endothelzelle Uber die ECM erfolgen muss.

Bei genauerer Betrachtung der Entwicklung der BHS und der spezifischen
Zusammensetzung der ECM innerhalb dieses Prozesses fallen insbesondere
die beiden Moleklile Agrin und Tenascin auf. Agrin ist ein Heparansulfat-
Proteoglykan und wurde zuerst aus dem elektrischen Organ von Torpedo
californica isoliert (Nitkin et al., 1987). Beruhmt wurde es jedoch erst als
entdeckt wurde, dass es in der Lage ist, auf der postsynaptischen Membran der
neuromuskularen Endplatte Acetylcholinrezeptoren zu klustern (McMahan,
1990). Uberdies wurde Agrin in nahezu allen Basalmembranen von Geféafen
gefunden, die Uber spezielle Barriereeigenschaften verfligen. Dies ist neben
dem Gehirn (BHS) auch im Glomerulum der Niere, dem Thymus und im Hoden
(Blut-Hoden-Schranke) der Fall (Barber und Lieth, 1997) und unterstreicht die
mogliche Rolle von Agrin bei der Induktion von spezifischen
Barriereeigenschaften. Im Falle der BHS konnte gezeigt werden, dass
Astrozyten selbst in der Lage sind, Splicevarianten von Agrin zu exprimieren.
Ein grof3erer Anteil von Agrin in der ECM wird jedoch wahrend der Entwicklung
von den Endothelzellen gebildet (Stone und Nikolics, 1995), was als Resultat
eine hohere Konzentration von Agrin auf der endothelialen Seite der ECM zur
Folge hat. Untersuchungen am Skelettmuskel haben gezeigt, dass Agrin Uber
den sogenannten Dystrophin-Dystroglykan-Komplex (DDC) mit dem Zytoskelett
in Kontakt tritt. Da dieser Komplex neben anderen Geweben auch in den
EndfuRen von Astrozyten lokalisiert ist, liegt die Vermutung nahe, dass auch
hier Agrin die Verbindung zwischen dem astrozytaren Zytoskelett und der ECM
bildet.

Zeitgleich mit der Entwicklung und Reifung der BHS lasst sich eine stetig
steigende Konzentration von Agrin in der ECM nachweisen (Barber und Lieth,
1997). Diese Beobachtung korreliert gegenlaufig mit der Expression von
Tenascin, einem weiteren Glykoprotein der ECM. Dieses spielt insbesondere
wahrend der Entwicklung, aber auch bei Gewebeneubildung und
pathologischen Prozessen eine wichtige Rolle (Jones und Jones, 2000). Im

ausgereiften Gefallsystem ist die Expression von Tenascin auf Bereiche



beschrankt, in welchen Gefal3neubildung oder Wundheilung stattfindet. Somit
handelt es sich bei Agrin und Tenascin bezuglich ihres Einflusses auf die BHS
um so etwas wie funktionelle Antagonisten, welche die Permeabilitat von
Hirngefallen gegenlaufig regulieren kdnnen. Dieses Expressionsschema zeigt
sich auch deutlich im immunhistochemischen Nachweis der beiden Molekule im
Glioblastom (Rascher et al., 2002). In den meisten GefalRen in welchen
Tenascin in der ECM exprimiert wurde, konnte Agrin nicht nachgewiesen
werden, Agrin-positive Gefalle waren umgekehrt zumeist Tenascin-negativ. Im
Falle des gemeinsamen Nachweises beider Molekule in einem Gefaly zeigte
sich erstaunlicherweise keine Kolokalisation: Agrin wurde ausschliel3lich in der
endothelialen und Tenascin ausschlieBlich in der glialen Seite der ECM
vorgefunden. Dieses Ergebnis spricht daflr, dass die Expression von Agrin im
Laufe der Tumorgenese herunterreguliert wird und durch eine Uberexpression
von Tenascin ersetzt wird. Die endotheliale Lokalisation von Agrin innerhalb der
ECM deutet darauf hin, dass primar die Astrozyten ihre Fahigkeit Agrin zu
bilden verlieren, wahrend die Endothelzellen dazu zunachst noch in der Lage
sind. Das gemeinsame Auftreten beider Molekule in einem Gefald weist darauf
hin, dass es sich bei diesem Expressionsmuster der beiden Molekule nicht um
ein Entweder-Oder-Ereignis handelt, sondern vielmehr um einen dynamischen
Prozess, welchen die ECM im Laufe der Genese eines Glioblastoms durchlauft.
Von Herold-Mende et al. (2002) konnte erganzend gezeigt werden, dass die
Expression von Tenascin in einem Gliom positiv mit dessen Malignitat korreliert,
was die Funktion von Tenascin bei Proliferations- und Migrationsvorgangen von
Tumorzellen abermals verdeutlicht.

Das Glykoprotein Laminin bzw. seine Splicevariante s-Laminin stellt eine
weitere, wichtige ECM-Komponente dar. Interessant ist bei Laminin in diesem
Zusammenhang die Tatsache, dass es viele funktionelle Gemeinsamkeiten mit
Agrin aufweist. Es wird ebenfalls in der Basalmembran von Gehirngefalien
exprimiert, ebenfalls zeitgleich mit der Ausbildung der BHS, und kann ebenso
wie Agrin von Astrozyten gebildet werden. Weiter wurde Laminin auch in der
neuromuskularen Endplatte lokalisiert (Sanes et al., 1990). Trotz dieser

Analogien zu Agrin ist bis heute die physiologische Rolle von Laminin bei der



Aufrecherhaltung der BHS nicht ausreichend verstanden und es gibt nur sehr
wenig Untersuchungen zu moglichen pathologischen Veranderungen der
Laminin-Expression im Falle einer Schadigung der BHS.

Als wichtiger Bestandteil der ECM ist schliefdlich noch Fibronektin zu erwahnen,
ein hochmolekulares Protein, welches in Form dunner Filamente vorzufinden
ist. Funktionell interagiert es einerseits mit Zelloberflachen, andererseits mit
interzellularen Strukturen und dient somit vermutlich dazu, einen Verbund
zwischen den einzelnen Komponenten der ECM herzustellen. In dieser Arbeit
wurde es bevorzugt als Markerprotein fur die ECM verwendet, um einerseits
diese von anderen GefalRkomponenten abgrenzen zu kdnnen und andererseits

ihre strukturelle Veranderungen im GBM darstellen zu kdnnen.

1.4.1 Veranderungen der extrazellularen Matrix im Glioblastom

Die ECM von Gefalien eines Glioblastoms erfahrt tiefgreifende Veranderungen
(Bertossi et al., 1997; Dinda et al., 1993; Hirano and Matsui, 1975). Auf
mechanischem Weg wird sie von massiv einsprossenden Endothelzellen
verdrangt und von diesen dann proteolytisch abgebaut. Dabei werden eine
Vielzahl von Proteasen sezerniert, wie z.B. die aktuell verstarkt Beachtung
findenden Matrix-Metalloproteinasen (MMPs). Diese unterstiutzen die
angiogenetischen Prozesse indem sie spezifisch ECM-Bestandteile
prozessieren. Im Glioblastom trifft dies vor allem auf MMP-2 und MMP-9 zu, die
von proliferierenden Endothelzellen gebildet werden (Forsyth et al., 1999;
Raithatha et al., 2000) und wesentlich zum infiltrativen Wachstum des Tumors
beitragen (Chintala et al., 1999; Yamamoto et al., 2002). In der Folge kommt es
zu einer dynamischen Umgestaltung der ECM und es werden verstarkt
Wachstumsfaktoren freigesetzt, welche in der ECM vorsorglich fir
Angiogeneseprozesse gespeichert sind. Morphologisch zeigt sich diese
Umgestaltung in einer extremen Verdickung der ECM, die pathognomonisch fur
Gefalle eines Glioblastoms ist. Es wird angenommen, dass sich der Tumor

durch diese Hyperplasie auf Kosten des umliegenden Gewebes Raum flr neue



Angiogeneseprozesse schafft (Vargova et al., 2003). Die schwerwiegendste
Veranderung liegt jedoch vermutlich in der Aufspaltung der Basalmembran und
dem daraus resultierenden Funktionsverlust spezieller ECM-Komponenten wie
z.B. Agrin, von welchen eine wichtige Rolle bei der Integritat der BHS

angenommen wird.

1.5 Der Dystrophin-Dystroglykan-Komplex

Agrin und Laminin binden an a-Dystroglykan, das ein Mitglied eines groReren
molekularen Komplexes, des sogenannten Dystrophin-Dystroglykan-Komplexes
(DDC), ist. Der weitaus grofdte Teil des aktuellen Wissens tuber den DDC beruht
auf Untersuchungen der Skelettmuskels, wo der DDC in der Membran der
Muskelzelle lokalisiert ist und Uber Dystrophin und die beiden Dystroglykane die
Aktinfasern des Zytoskeletts mit ECM-Komponenten verbindet und so fur
Stabilitat und Zugfestigkeit sorgt (Ohlendieck, 1996). Eine pathologische
Expression von Dystrophin bzw. eine Mutation im Dystrophin-Gen selbst flhrt
zum klinischen Bild der Muskeldystrophien Duchenne und Becker (Monaco et
al., 1986). Varianten des muskularen DDC kommen jedoch auch in anderen
Geweben des Korpers vor, so ist er im Gehirn unter anderem in den
perivaskularen EndfuRen der Astrozyten lokalisiert (Blake und Krdger, 2000;
Zaccaria et al., 2001). Der astrozytare DDC (Abb. 3) existiert in zwei
unterschiedlichen Isoformen, einmal als Dystrophin-Dystroglykan- und einmal
als Utrophin-Dystroglykan-Variante. Sowohl Dystrophin als auch Utrophin sind
im Astrozyt analog zur Skelettmuskulatur einerseits Uber Aktin mit dem
Zytoskelett und andererseits Uber Dystroglykan mit der Zellmembran
verbunden. Dystroglykan ist ein transmembrandses Protein und besteht aus
einer o- und einer B-Untereinheit, die beide aus einem gemeinsamen
Vorlaufermolekul hervorgehen (Ibraghimov-Beskrovnaya, 1992). B-Dystroglykan
stellt hierbei die eigentliche Verankerung in der Zellmembran dar und ist direkt
mit der C-terminalen Doméane von Dystrophin bzw. Utrophin verbunden. Weiter

hat es - in der Muskelzellmembran- mit einer Reihe von Sarkoglykanen und
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Sarkospan Kontakt, was vermutlich die Stabilitat innerhalb der Membran
erhoht. a-Dystroglykan hingegen ragt als eine Art Rezeptor in die ECM hinein
und kann dort Uber stark glykosilierte Domanen mit Molekulen wie Agrin (Gee et
al.,, 1994) oder Laminin interagieren, was moglicherweise eine

Signaltransduktion zwischen ECM und Zytoskelett ermdglicht.

Laminin
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Abb. 3: Der Dystrophin-Dystroglykan-Komplex

DG Dystroglykan, SG Sarkoglykan, SS Sarkospan,
Db Dystrobrevin, Syn Syntrophin, AQP4 Aquaporin 4

Weitere Bindungspartner an der C-terminalen Domane von Dystrophin sind a-
Dystrobrevin (Ueda et al., 2000) und Syntrophin, welches aus mehreren
Untereinheiten besteht. Uber die PDZ-Doméne von o1-Syntrophin ist
schliel3lich das Wasserkanalprotein AQP4 verankert (Neely et al., 2001; Inoue
et al, 2002), was sich morphologisch bei elektronenmikroskopischer
Betrachtung in Form der geklusterten OPKs (Abb. 2) in den astrozytaren
EndfliRen zeigt.

Die Aquaporine sind eine standig groRer werdende Familie von Wasserkanalen,
von welchen gegenwartig 10 unterschiedliche Typen in Saugern entdeckt
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wurden. Nimmt man die Subtypen aus Amphibien, Insekten, Pflanzen und
Bakterien hinzu, sind bis heute Uber 30 unterschiedliche Wasserkanalproteine
bekannt. Es handelt sich bei diesen Aquaporinen um kleine (~30kDa),
hydrophobe Proteine, die sich als Tetramere in Membranen von Epithel- und
Endothelzellen = zusammenlagern. Jedes Monomer bestent aus 6
transmembrandsen, a-helikalen Domanen mit zytoplasmatischen Amino- und
Carboxy-Termini, wodurch eine wasserdurchlassige Pore in der Zellmembran
entstent (Cheng et al., 1997; Walz et al., 1997). Dabei sind manche
Aquaporine, darunter auch AQP4, selektiv ausschliellich fur Wasser
durchlassig, andere jedoch auch fur Iésliche Substanzen wie beispielsweise
Glyzerol, weswegen sie auch unter dem Begriff Aquaglyzeroporine zu einer
eigenen Gruppe zusammengefasst werden. AQP4 nimmt bei der maximal
mdglichen Durchsatzmenge flir Wasser eine einzigartige Stellung unter allen
Aquaporinen ein (Yang und Verkman, 1997), weiter ist es das einzige
Wasserkanalprotein, welches eine morphologisch sichtbare Struktur - in Form
der OPKs - erzeugen kann. Die Ausbildung von OPKs lasst sich in allen
Bereichen des Gehirns nachweisen, mit Ausnahme des Nervus olfactorius
(Mack und Wolburg, 1986) und des Plexus chorioideus (Mack et al., 1987).
Schon daran lasst sich erkennen, dass AQP4 als wichtigste Komponente der
OPKs eine wichtige Rolle bei der Flussigkeitsbalance zwischen Blut und Gehirn
einnimmt.

Bei pathologischen Prozessen innerhalb des Gehirns wie z.B. fokalen
Ischamien, mechanischen Verletzungen, Hyponatriamie und insbesondere bei
Neoplasien, kommt es zu einer Uberexpression von AQP4. Diese Beobachtung
trifft auch auf das Glioblastom zu, in welchem AQP4 Uber die gesamte
Zellmembran der Astrozyten verteilt exprimiert wird (Saadoun et al., 2002b).
Wie bereits erwahnt, beschrankt sich unter physiologischen Bedingungen der
Ort der AQP4-Expression weitgehend auf die glio-mesenchymale Grenzflache
der Glia limitans superficialis et perivascularis, wodurch die Verteilung Uber die
ganze Zelloberflache als pathologisch zu werten ist und Uberdies mit massiven
vasogenen Odemen und einem Polaritatsverlust der Astrozyten einhergeht. Es
ist allerdings bis heute nicht abschlie3end geklart, welche Rolle die Aquaporine
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in der Odementstehung spielen, d.h., ob erst die Uberexpression von AQP4
zum odematdsen Anschwellen der Astrozytenendfuf3e fuhrt, oder ob dieses
Ereignis einen Kompensationsmechanismus als Reaktion auf den
Integritatsverlust der BHS und die dadurch einstromende Flissigkeit darstellt.
Die starke Korrelation (p<0,0001; Saadoun et al., 2002b) zwischen dem Offnen
der BHS und der Hochregulierung der AQP4-Expression zeigt lediglich, dass
beide Ereignisse in 6dematdse Prozesse involviert sind. Von Untersuchungen
an AQP4-Knockout-Mausen ist jedoch bekannt, dass sich der Verlust von
AQP4 protektiv auf eine Odementstehung auswirkt (Manley et al., 2000),
weshalb aktuell erstere Variante, also eine Odementstehung in Folge einer
Uberexpression von AQP4, als wahrscheinlicher gilt. Welches molekulare
Ereignis aber fur diese Uberexpression von AQP4 und den Polaritatsverlust der
Astrozyten verantwortlich ist, bzw. wie generell die physiologische als auch
pathophysiologische Expression und Lokalisation von AQP4 reguliert wird, liegt

nach wie vor im Dunkeln.

1.6 Fragestellung

Neben dem sehr schnellen und infiltrativen Wachstum stellen vasogene Odeme
das grofdte klinische Problem im Laufe der Pathogenese einer jeden
Gehirnlasion dar. Diese konnen bis heute jedoch nur relativ unzulanglich durch
Gabe von Glukokortikoiden und Barbituraten, osmotische Diurese und als letzte
Mdglichkeit durch eine dekompressive Kraniektomie behandelt werden (Roberts
et al., 1998). Neben effektiven therapeutischen MalRnahmen stellt das
Hauptproblem hierbei das mangelnde Verstandnis der molekularen
Mechanismen dar, die sowohl in die Odementstehung als auch in die
Odembeseitigung involviert sind. Sowohl fiir die Durchfiihrung aktueller
Behandlungsoptionen als auch fir die Entwicklung neuer, wirksamerer
Medikamente ist es somit von groler Wichtigkeit, mehr Uber die
Pathomechanismen dieser mitentscheidenden Faktoren im Uberleben eines

Patienten zu erfahren.
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In der vorliegenden Arbeit sollen die molekularen Veranderungen naher
untersucht werden, welche im Glioblastom zum Integritatsverlust der Blut-Hirn-
Schranke und der darauf folgenden Odementstehung beitragen. Der Fokus der
Arbeit liegt hierbei insbesondere auf der immunzytochemischen Darstellung des
Wasserkanalproteins Aquaporin 4, des Dystrophin-Dystroglykan- bzw. Utrophin-
Dystroglykan-Komplexes, sowie Komponenten der extrazellularen Matrix.
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2. Material und Methoden

2.1 Immunhistochemische Methoden

2.1.1 Gewebepraparation

Das humane Tumorgewebe (Glioblastom) wurde sowohl von Frau PD Dr.
Bornemann (Institut fir Hirnforschung, Tubingen) zur Verfigung gestellt, als
auch in Zusammenarbeit mit Herrn PD Dr. Duffner (Neurochirurgie, Tubingen)
nach therapeutischen Operationen an Patienten aus dem Operationssaal
abgeholt. Insgesamt wurden 10 Tumore untersucht.

Das Hirngewebe von drei gesunden, erwachsenen, weiblichen Wistar-Ratten
stammte aus dem Veterindramt Tubingen. Verwendet wurde es zu
Kontrollzwecken, um die Verteilung der interessierenden Antigene in gesundem
Gewebe darstellen zu kdnnen.

Alle Gewebeproben wurden in nativem Zustand in Tissue-Tek (Sakura Fintek
Europe B.V., Zoeterwoude, Niederlande) eingebettet und fur ein langsames und
schonendes Einfrieren in eine Stickstoff-Gas-Atmosphare gegeben. Bis zu ihrer
Verwendung wurden sie dann bei einer Temperatur von —80 °C gelagert. Mit
einem Cryostaten (2800-Frigocut E, Reichert-Jung, Arnsberg) wurden von den
Proben 12um dicke Schnitte angefertigt und auf Poly-L-Lysin-beschichtete
Objekttrager aufgenommen. Schliel3lich wurden die Objekttrager mit den
Schnitten fur 30 Minuten bei 37 °C auf einer Warmeplatte (H 22 electronic,
Gerhardt, Bonn) Iluftgetrocknet und danach bei —20 °C bis zur spateren
Verwendung eingefroren.

Die Beschichtung der Objekttrager mit Poly-L-Lysin erfolgte durch eine
10mindtige Inkubation in einer Poly-L-Lysin-Loésung und anschlieendem
Spulen mit destilliertem Wasser. Die beschichteten Objekttrager wurden bei 4

°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.
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Agenzien:
- Poly-L-Lysin-Losung:
Poly-L-Lysin (Sigma Diagnostics Inc., St. Louis, USA) mit Aqua bidest.
1:200 verdinnt

2.1.2 Behandlung des Gewebes mit Antikorpern

Die Proben wurden nach dem Auftauen nochmals fur 5 Minuten auf einer
Warmeplatte bei 37 °C luftgetrocknet und daraufhin 10 Minuten mit 4 °C kaltem
Ethanol und eine Minute mit Aceton postfixiert. Nach einem Waschschritt von
10 Minuten mit TBS wurden sie 30 Minuten lang geblockt und danach eine
Stunde bei Raumtemperatur, bzw. Uber Nacht bei 4 °C mit dem
Primarantikorper inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben 3x10 Minuten in
TBS gewaschen. Es folgte eine 45-minutige Inkubation mit den Cyanin- oder
FITC-konjugierten Sekundarantikorpern in Blockpuffer unter Lichtausschluss
und ein weiterer Waschschritt von 2x10 Minuten in TBS und 1x5 Minuten in
einem TBS-T-Puffer. Eingedeckt wurde schlieRBlich mit Glycerol (INC
Biomedicals, Inc., Aurora, USA).

Bei Verwendung der anti-Aquaporin-4- und anti-a1-Syntrophin-Antikorper
wurden die Proben nach dem ersten Waschschritt fur 10 Minuten bei 98 °C auf
einer Warmeplatte gekocht, wobei das Austrocknen des Gewebes durch einen
Natrium-Citrat-Puffer verhindert wurde. Die weiteren Markierungsschritte
erfolgten in der beschriebenen Reihenfolge. Zum Ausschluss von
Kreuzreaktionen der sekundaren Antikérper wurde in Kontrollgeweben der
Primarantikérper weggelassen und statt dessen das Gewebe alleine mit dem
Block-Puffer inkubiert.

Die Auswertung der Proben erfolgte mit Hilfe eines konfokalen Laser-Scan-
Mikroskops (LSM 410, Carl Zeiss, Oberkochen), die aufgenommenen Bilder
wurden im Anschluss mit einem Grafik-Programm (Adobe Photoshop 5.5)

digital nachbearbeitet.
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Puffer und Agenzien

- TBS-Puffer:
50mM Trisma Base (Sigma)
1mM CaCl;*2H,0 (Merck, Darmstadt)
150 mM NacCl (Merck)
werden in Aqua dest. geldst und am pH-Meter mit 32% HCI (Merck) auf
pH 7,4 eingestellt

- TBS-T-Puffer:
50mM Trizma Base (Sigma)
1mM CaCly*2H,0 (Merck)
150 mM NacCl (Merck)
0,1% Triton-X 100 (Serva, Heidelberg)
werden in Aqua dest. gelést und am pH-Meter mit 32% HCI (Merck) auf
pH 7,4 eingestellt

- Block-Puffer:
10g Magermilchpulver (Merck)
800ul 10% Natrium-Azid
6ml 10% Triton-X 100 (Serva)
200 mI TBS; pH 7,4

unter leichter Erwarmung eine Stunde lang ruhren

- Natrium-Azid:

NaN3 (Merck) 1:10 mit PBS verdunnt

- PBS:
1,37M NaCl (Merck)
20,7mM KCI (Merck)
40,3mM NazHPO4 (Merck)
14mM KH2PO4 (Merck)
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werden in Aqua dest. gelost und am pH-Meter mit 32% HCI (Merck) auf
pH 7,4 eingestellt

Natrium-Citrat-Puffer (Stammldésung):

29,4 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat (Merck)

in Aqua bidest. I6sen und mit 0,1 M Citrat (Merck) am pH-Meter auf pH 6
eingestellt.

Gebrauchslésung: Stammlésung 1:10 mit Aqua bidest. verdunnt

Primarantikorper

anti-Agrin (Klon 45):
polyklonal, gezogen im Kaninchen, Verduinnungsansatz 1:500

(bereitgestellt von Dr. Stephan Krdger, Universitat Mainz)

anti-Agrin (Klon 46-LB):
polyklonal, gezogen im Kaninchen, Verdinnungsansatz 1:1000
(bereitgestellt von Dr. Willi Halfter, University of Pittsburgh, USA)

anti-a-Dystroglykan:
polyklonal, gezogen im Schaf, Verdinnungsansatz 1:1000 (bereitgestellt

von Dr. Stephan Kroger, Universitat Mainz)

anti-Aquaporin-4:
polyklonal, gezogen im Kaninchen, Verdinnungsansatz 1:100

(Chemicon International, Inc., Hofheim/TS)
anti-Aquaporin-4:

monoklonal, gezogen in der Maus, Verdunnungsansatz 1:100 (Acris
GmbH, Hiddenhausen)
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- anti-B-Dystroglykan:
monoklonal, gezogen in der Maus, Verdinnungsansatz 1: 100
(Novocastra Laboratories Ltd, Newcastle, England)

- anti-Fibronektin:
polyklonal, gezogen im Kaninchen, Verdlinnungsansatz 1:1000 (DAKO
Diagnostika GmbH, Hamburg)

- anti-Fibronektin:
polyklonal, gezogen im Schaf, FITC-konjugiert, Verdlinnungsansatz
1:400 (Biotrend Chemikalien GmbH, Kaln)

- anti-von-Willebrand-Faktor:

monoklonal, gezogen in der Maus, Verdunnungsansatz 1:800 (DAKO)

- anti-Utrophin:
polyklonal, gezogen in der Ziege, Verdunnungsansatz 1:100 (Santa Cruz

Biotechnology, Inc., Santa Cruz, Kalifornien, USA)

- anti-Dystrophin:
monoklonal, gezogen in der Maus, Verdiunnungsansatz 1:100 (Sigma,
Saint Louis, Missouri, USA)

- anti-a1-Syntrophin:
polyklonal, gezogen in der Ziege, Verdinnungsansatz 1:50 (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.)

Sekundarantikorper

- Esel anti-Hase:
konjugiert mit CY2 (Dianova GmbH, Hamburg)
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Esel anti-Schaf:

konjugiert mit CY3 (Dianova)

Esel anti-Maus:
konjugiert mit CY3 (Dianova)

Esel anti-Maus:

konjugiert mit Fluorescein [FITC] (Dianova)

Ziege anti-Hase:

konjugiert mit CY3 (Dianova)

Ziege anti-Hase:

konjugiert mit CY2 (Dianova)

Ziege anti-Maus:
praadsorbiert
konjugiert mit CY2 (Dianova)

2.2 Histologische Methoden

Hamatoxilyn-Gegenfarbung nach Harris

Die Praparation und die Behandlung der Proben erfolgte nach dem bereits
beschriebenen Protokoll (Immunhistochemische Methoden). Zur histologischen
Darstellung aller verwendeter Proben wurde eine herkdmmliche Hamatoxilyn-
Gegenfarbung nach Harris durchgefihrt. Um Kondenswasser zu vermeiden
wurden die Proben dabei nach dem Auftauen zunachst fur 2 Stunden bei
Raumtemperatur luftgetrocknet. Im ersten Schritt wurde das Gewebe fur 10

Sekunden in einer Formalin-Lésung fixiert und daraufhin kurz mit destilliertem
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Wasser gespult. Nach 30 Sekunden in einer Hamatoxilyn-Losung (Merck)
folgten 3x10 Sekunden Spulen mit destilliertem Wasser, im Anschluss daran
wurden die Proben mit Ammoniak-Alkohol geblaut. Weiter wurden sie in einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwassert (2x2 Minuten 70%, 2x2 Minuten 96%, 2x
4 Minuten 100%), 3x4 Minuten in Xylol (Merck) inkubiert und schlie8lich mit
Pertex (medite, Burgdorf) eingedeckt. Die Bilder wurden an einem Durchlicht-
und Auflicht-Fluoreszenz-Mikroskop (Axiovert S 100, Carl Zeiss) mit integrierter

Kamera gemacht und mit Photoshop 5.5 (Adobe) digital nachbearbeitet.

Agenzien

- Formalin-L6sung:

Formalin (Merck) 1:25 mit Aqua dest. verdunnt
- Ammoniak-Alkohol:

200 ml 70% Alkohol (Merck)
6 ml Ammoniak (Merck)
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3. Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden zehn unterschiedliche Gewebeproben von Patienten
mit einem Glioblastom mittels immunhistochemischen und histologischen
Methoden untersucht. Die Zielsetzung der Untersuchungen war hierbei, die
molekularen Pathomechanismen der  Odementstehung und des
Integritatsverlustes der Blut-Hirn-Schranke in neoplastischen Prozessen des
Gehirns weiter aufzuklaren, wobei der Fokus der Arbeit insbesondere auf dem
Wasserkanalprotein Aquaporin 4, dem Dystrophin-Dystroglykan- bzw. Utrophin-
Dystroglykan-Komplex in den perivaskularen astrozytaren EndfiRen und
Bestandteilen der extrazellularen Matrix lag.

Um eine pathologische Expression der untersuchten Molekule innerhalb des

Glioblastom-Gewebes im Vergleich mit gesundem Hirngewebe darstellen zu

Abb. 4: Hdmatoxylin-Gegenfarbung nach Harris im Ratten- und Glioblastom-Gewebe.

A: Gesundes, erwachsenes Rattengehirn: Die Basalmembran der Gefdl3e (Pfeile) zeigt sich
von regelrechter Dicke, der Gesamteindruck des Gewebes entspricht dem Normalzustand
des zentralen Nervensystems.

B: Die typischen Charakteristika eines Glioblastoms sind in diesem Gewebeschnitt deutlich
zu sehen: Die Basalmembran des Geféal3es (Pfeile) ist hyperplastisch verdndert und stark
verdickt, was sich deutlich in der Einengung des Lumens bemerkbar macht. Weiter sieht
man das Glioblastom-typische Bild der ,,bunten Schnittfliche” mit groBem Mitose- und
Zellreichtum. Bar = 25um

kénnen und um die korrekte Bindung der Antikérper an die zu untersuchenden
Antigene zu Uberprifen, wurde zu Kontrollzwecken das Hirngewebe gesunder,
erwachsener Ratten verwendet. Dieses kommt bezuglich seiner

Zusammensetzung und Struktur menschlichem Gewebe sehr nahe und zeigt
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nach heutiger Literatur keine Unterschiede in der Verteilung und Lokalisation
der in dieser Arbeit betrachteten Antigene.

Vor jeder immunhistochemischen Markierung wurden alle verwendeten
Gewebeproben zunachst zur histologischen Darstellung mit einer
herkdmmlichen Hamatoxylin-Gegenfarbung nach Harris behandelt, um den
Zustand des Gewebes besser beurteilen zu kdnnen (Abb. 4). Hierbei wies das
Rattengewebe die fur das zentrale Nervensystem typische geordnete Struktur
ohne besondere Auffalligkeiten auf. Die Gefalte zeigten sich regelhaft mit
normaler LumengroRe und einer feinen, teilweise nur schwer erkennbaren
Basalmembran. Das Glioblastom-Gewebe wurde auf die typischen
Charakteristika wie Nekrosen, zystische Zerfallshdhlen, eine ,bunte
Schnittflache” und die glomeruloiden GefaRproliferationen hin tberprift. Uber
die histologische Darstellung wurde somit auch sichergestellt, dass die
unterschiedlichen Patientenproben dem WHO-Grad IV entsprachen.

3.1 Untersuchungen der anti-Agrin-Immunreaktivitat

In einem ersten Ansatz wurden Rattengewebe und humanes Tumorgewebe auf
ihre Immunreaktivitat gegenuber Agrin getestet. Im Rattengewebe zeigte sich
die Expression von Agrin sehr homogen Uber die ECM der GefalRe verteilt.
Diese gleichmaRige Verteilung war sowohl innerhalb jedes Gefales als auch
innerhalb des gesamten Gewebeschnittes vorzufinden (Abb. 5a). Im
Glioblastom-Gewebe war hingegen eine groRe Variabilitdt bezlglich der anti-
Agrin-lmmunreaktivitdt zu sehen. Wahrend das Molekdl in den meisten
Basalmembranen groferer Gefalle vorzufinden war, konnte es in kleineren
GefalRen nicht nachgewiesen werden (Abb. 5b). Die Agrin-negativen Gefalie
wurden Uber die spezifische Markierung der ECM durch anti-Fibronektin-
Antikérper identifiziert. Innerhalb dieser Doppelmarkierung von Agrin und
Fibronektin zeigten einige Gefalle eine Kolokalisation beider Antigene (Abb.
5b), andere jedoch eine sehr inhomogene Verteilung: Die Lokalisation von Agrin

war entweder auf die endotheliale Seite des perivaskularen Raumes
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beschrankt, oder es konnte Uberhaupt keine Immunreaktivitat gegentber Agrin
nachgewiesen werden (Abb. 7c,e). Auffalig war bei den Gefallen mit

veranderter Agrinexpression, dass ihre ECM eine verdickte und unregelmafige

Abb. 5: Die anti-Agrin-Immunreaktivitdt im Ratten- und GBM-Gewebe.

A: Rattengewebe mit Agrin (griin) und p-Dystroglykan (rot) als Doppelmarkierung. Agrin ist
homogen in der ECM jedes GeféR3es verteilt, f-Dystroglykan zeigt sich in den
AstrozytenendfiiBen als feine Linie um die Gefdl3e herum lokalisiert.

B: Doppelmarkierung von GBM-Gewebe mit Agrin (rot) und Fibronektin (grin). Lediglich
das grol3e Gefal3 rechts oben im Bild ist Agrin-positiv, teilweise in Kolokalisation mit
Fibronektin (gelb). In der ECM der kleineren Gefél3e konnte Agrin im Gegensatz zu
Fibronektin nicht nachgewiesen werden. Bar = 25 um

Struktur aufzeigte, was auf hyperplastische und proliferative Prozesse der

Gefalle hinweist.

3.2 Die physiologische und pathophysiologische Expression von AQP4

Im nachsten Schritt wurde die Expression von AQP4 in beiden Gewebetypen
genauer analysiert. Im Rattengehirn zeigte sich das nach aktuellem
Wissensstand zu erwartende Bild einer ausschlielich perivaskularen Verteilung
von AQP4 in den astrozytaren EndfiRen; Dabei war AQP4 mit den
Dystroglykanen kolokalisiert (siehe unten und Abb. 6, 8). Auch im Gliomgewebe
bestatigten sich die Ergebnisse aus frUheren Beobachtungen, die von einer

Verteilung von AQP4 Uber die ganze astrozytdre Zellmembran in allen
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Bereichen des Schnittes berichten. Die Immunreaktivitat war in diesen
Markierungen hauptsachlich auf Membranen der Astrozyten beschrankt, konnte
jedoch nicht im Zytoplasma selbst nachgewiesen werden (Abb. 7d,f).

Weitere Untersuchungen an Folgeschnitten von Gliomgewebe, welche

einerseits einer Doppelmarkierung gegen Fibronektin und Agrin sowie

andererseits von
Fibronektin und AQP4
unterzogen wurden,

zeigten ganzlich neue
Ergebnisse: AQP4 war
nur noch dann
perivaskular  in  den
EndfuRen der Astrozyten
in  geklusterter Form
anzutreffen, wenn Agrin
auf der glialen Seite der
ECM vorhanden war
(Abb. 7a-d). Wenn Agrin
Abb. 6: Doppelmarkierung von Gefdl3en des
Rattengehirns: AQP4 (rot) ist ausschlieB3lich in den nicht glial lokalisiert war

perivaskuldren EndfiiRen lokalisiert, stellenweise
gemeinsam (gelb) mit S-Dystroglykan (griin). Bar = 25 um

oder nur auf der

endothelialen Seite
nachgewiesen wurde, so war auch keine Klusterung von AQP4 um das Gefaly
vorhanden (Abb. 7c-f). Unabhangig von der geklusterten Form von AQP4 am
Gefald war in jedem Gewebeschnitt zusatzlich auch das Glioblastom-typische
Bild der AQP4-Verteilung Uber alle Zelloberflachen zu sehen. In den Gefalien
mit veranderter Expression von Agrin war neben der fehlenden Klusterung von
AQP4 auch stets eine massive, hyperplastische Verdickung der ECM
nachweisbar. Also korreliert die Expression von Agrin auf der glialen Seite des
perivaskularen Raumes sowohl mit der Klusterung von AQP4 in den

gefalBumgebenden astrozytaren Endfule als auch mit der Gefallwanddicke.
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Agrin/Fibronektin AQP4/Fibronektin

Abb. 7: Agrin/Fibronektin- und AQP4/Fibronektin-Doppelmarkierung von Folgeschnitten im
Glioblastom-Gewebe.

A: Agrin ist endothelial und glial gleichmé&Rig in der leicht verdickten ECM lokalisiert.

B: AQP4-Immunreaktivitat ist verstarkt perivaskuldr anzutreffen (Pfeile, Klusterung in den
AstrozytenendfiiBen) und nur schwach im umliegenden Gewebe. C: Gefdllaufzweigung:
links ist Agrin relativ gleichméRig und strukturiert in der ECM zu sehen (weil3e Pfeile), rechts
zeigt es sich sehr ungleichméBig mit endothelialer Tendenz, teilweise ist es nicht mehr
vorhanden (blaue Pfeile). D: In den glialen Agrin-positiven Bereichen zeigt sich eine
deutliche AQP4-Klusterung am Gefal3 (weilBe Pfeile), wohingegen die Bereiche ohne bzw.
mit endothelial lokalisiertem Agrin keine AQP4-Klusterung mehr aufweisen (blaue Pfeile).
Das umliegende Gewebe zeigt eine Verteilung von AQP4 (iber alle Zellmembranen.

E: Die ECM dieses Gefél3es ist stark verdickt, Agrin ist nur noch endothelial lokalisiert.

F: Entsprechend zeigen sich am Gefal3 keine AQP4-Kluster mehr, sondern vielmehr eine
Expression von AQP4 in allen Zellmembranen des gesamten Gewebes. Bar = 25 um

26




3.3 Auswirkungen der AQP4-Umverteilung im GBM auf die Komponenten
des Dystrophin-Dystroglykan-Komplexes

Nach dem Nachweis einer
Korrelation zwischen einer
glialen Lokalisation von
Agrin und der Klusterung
von AQP4 im
Astrozytenendfull  stellte
sich nun die Frage, ob die
Umverteilung von AQP4
uber die gesamte

Zellmembran der

Astrozyten in Abwesenheit

von Agrin auf der glialen ) )
Abb. 8: GefdlRdoppelmarkierung des Rattengewebes.

Seite der ECM, irgend | AQP4 (griin) und a-Dystroglykan sind beide in den
) . perivaskuldren EndfiiBen lokalisiert, in vielen Bereichen
einen Einfluss auf das | sind die Molekiile kolokalisiert (gelb). Bar = 25 um

Expressionsmuster von

Bestandteilen des DDC hat. Zu diesem Zweck wurde zunachst die Verteilung
der Dystroglykane des Astrozytenendfulles naher untersucht, wobei auch in
diesem Ansatz wieder Rattengewebe als Kontrolle diente. In allen
Kontrollschnitten waren sowohl «-Dystroglykan (Abb. 8) als auch f-
Dystroglykan (Abb. 6) ausschlieBlich perivaskular in den Endfifen
nachweisbar, was ihrer physiologischen Lokalisation entspricht. Innerhalb des
Glioblastom-Gewebes zeigte sich jedoch ein komplett anderes Bild. Die
Immunreaktivitat gegenuber a-Dystroglykan war zwar in vielen Gefalien
perivaskular bzw. glial vorhanden, jedoch uUber groRe Bereiche hinweg
unterbrochen und unregelmalig strukturiert. Weiter konnten a-Dystroglykan-
positive Strukturen in luminalen Bereichen mancher Gefalle nachgewiesen
werden (Abb. 9a). Teilweise traten diese Strukturen auch auf, ohne dass
perivaskular eine Immunreaktivitdt von a-Dystroglykan in den EndfiulRen

vorhanden war (Abb. 9b). In Doppelmarkierungen beider Dystroglykane zeigten

27



sich die Molekule stellenweise in den perivaskularen Endfuf3en kolokalisiert
(Abb. 9a), wobei die Expression von B-Dystroglykan auf diese Bereiche
beschrankt blieb. Im Glioblastom tritt somit offensichtlich eine voneinander
unabhangige Expression der beiden Dystroglykane auf. Die Expression von f3-
Dystroglykan ist dabei regelrecht auf den glialen Endfuly beschrankt,
wohingegen a-Dystroglykan in diesen Bereichen nur unregelmallig oder
Uberhaupt nicht nachweisbar ist, jedoch von Strukturen im Lumenbereich der

Gefalke (blaue Pfeile in Abb. 9a) exprimiert wird.

Abb. 9: Die Dystroglykan-Expression im Glioblastom.

A: p-Dystroglykan (griin) ist ausschlieB8lich perivaskulér lokalisiert. a-Dystroglykan (rot) ist
nur unregelmégig perivaskular anzutreffen (gelb, weilRe Pfeile). In grolSen Bereichen zeigt
sich eine starke Immunreaktivitét gegeniber a-Dystroglykan in luminalen Strukturen des
Gefélles (blaue Pfeile). B: Doppelmarkierung mit anti-vWF- (griin) und anti-a-Dystroglykan-
Antikérpern (rot). a-Dystroglykan wird auf der luminalen Seite des Endothels exprimiert. Die
Pfeile zeigen die Eigenfluoreszenz der Lamina elastica externa. Bar = 25 um

Um diese a-Dystroglykan-positive Strukturen mancher Gefale naher
charakterisieren zu koénnen, wurden verschieden immunhistochemische
Markierungen mit endothelspezifischen anti-vWF-Antikérpern durchgefihrt.
Hierbei zeigte sich, dass es sich bei den Strukturen im Lumenbereich um
hyperplastisches Endothel handelt, welches offensichtlich in der Lage ist, a-
Dystroglykan exprimieren zu konnen (Abb. 9b). Diese Fahigkeit des Endothels
wurde innerhalb gliomatdésen Gewebes in dieser Arbeit zum ersten Mal

uberhaupt nachgewiesen.
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In einem folgenden Ansatz wurde das variable Expressionsmuster von o-
Dystroglykan innerhalb eines GBM genauer untersucht. Dabei zeigte sich, dass
in den Exzisionsrandern der Tumorprobe a-Dystroglykan perivaskular
gleichmaldig und durchgangig exprimiert wurde und gemeinsam mit AQP4 in
Kolokalisation anzutreffen war. AQP4 wurde hierbei nur in geklusterter Form in

den Endfulken exprimiert (Abb. 10a). Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen

Abb. 10: Das a-Dystroglykan- (griin) und AQP4- (rot) Expressionsmuster innerhalb einer
Glioblastom-Gewebeprobe.

A: Randbereich der Gewebeprobe: a-Dystroglykan ist gleichméBig und durchgéngig
perivaskuldr lokalisiert, in vielen Bereichen in Kolokalisation mit AQP4 (gelb).

B: Tumorzentrum: Die Verteilung von a-Dystroglykan zeigt sich unregelméBig, stellenweise
unterbrochen oder liberhaupt nicht vorhanden, AQP4 ist (iber alle Zellmembranen der
Astrozyten verteilt und in keinem Bereich mehr mit a-Dystroglykan kolokalisiert. Bar = 25 um

konnte in zentralen Bereichen des Tumors keine perivaskulare Kolokalisation
der beiden Molekile mehr nachgewiesen werden. a-Dystroglykan zeigte die
bereits in fruheren Gewebeschnitten beobachtete, unregelmalliige Verteilung,
AQP4 hingegen war in Glioblastom-typischer Weise Uber alle Zellmembranen
verteilt (Abb. 10b). Die Tatsache, dass beide Moleklle in keinem zentralen
Tumorbereich kolokalisiert vorzufinden waren (keine gelben Bereiche in Abb.
10b) legt nahe, dass es sich auch in dieser Schnittserie nicht um gliales,

sondern um endothelial exprimiertes a-Dystroglykan handelt.
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Durch die fehlende Expression von a-Dystroglykan in zentrale Tumorbereichen
geht der Bindungspartner von Agrin und somit die Verbindung zwischen der
ECM und der Membran der Astrozyten verloren. Da neben Agrin auch Laminin
an a-Dystroglykan bindet, war somit auch das Expressionsmuster

dieses ECM-Molekuls  flr

diese Arbeit von Interesse. In

Doppelmarkierungen mit
Fibronektin und Laminin (Abb.
11) zeigte sich jedoch nicht
die zu erwartende Analogie
zur Agrin-Verteilung, sondern
vielmehr ein homogene
Expression von Laminin in der

gesamten glialen Seite der

ECM, dabei in nahezu allen

D : Bereichen in Kolokalisation
Abb. 11: Doppelmarkierung von GBM-Gewebe mit
Laminin (blau) und Fibronektin (griin). mit Fibronektin.
Wéhrend Fibronektin gleichmalig lber die gesamte
ECM verteilt ist, wird Laminin hauptséchlich auf der Um nun abschlieBend das
glialen Seite der ECM exprimiert, in fast allen .
Bereichen in Kolokalisation mit Fibronektin (tiirkis). Expressionsmuster der noch
Bar =25 um

verbleibenden DDC-

Komponenten zu vervollstdndigen, wurden zunachst Markierungen der

Hauptkomponenten Dystrophin und Utrophin vorgenommen. Bei diesen
Untersuchungen ergab sich, dass die Expression beider Moleklle auf die
Zellmembranen des Astrozytenendfulles beschrankt blieb. Dies war auch
unabhangig davon der Fall, ob Veranderungen der Expression und Verteilung
von AQP4, o-Dystroglykan oder Agrin zu beobachten waren. Da auch keine
Kolokalisation von Dystrophin oder Utrophin mit AQP4 nachzuweisen war,
zeigen diese Ergebnisse zum ersten Mal, dass unter Gliombedingungen AQP4
dissoziiert von den DDC-Komponenten in den Astrozytenmembranen auftritt
(Abb. 12a). Im Rattenkontrollgewebe zeigte sich eine deutliche perivaskulare
Kolokalisation von Dystrophin, Utrophin und AQP4 (Abb. 12b), was dem

intakten physiologischen Expressionsort der Molekiile entspricht.
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Abb. 12: Das Dystrophin- (griin), Utrophin- (rot) und AQP4- (blau) Expressionsmuster im
Glioblastom und in der gesunden, erwachsenen Ratte.

A: Glioblastom: Die Expression von Dystrophin und Utrophin ist auf die perivaskuldren
EndfiiBe beschrénkt, AQP4 ist in kleinen Bereichen noch am Gefal3 geklustert (lila und
turkis, Pfeile), gleichzeitig aber von den Komponenten des DDC dissoziiert und (ber alle
Membranoberflachen verteilt.

B: Ratte: Dystrophin, Utrophin und AQP4 sind ausschlief3lich in den perivaskuldren
EndfiiBen anzutreffen, nahezu in allen Bereichen des Gefél3es kolokalisiert (lila, gelb,
tirkis). Bar = 25 um

Abb. 13: Das Verteilungsmuster von a1-Syntrophin (rot) in Ratten- und GBM-Gewebe.

A: Ratte: Die Expression von a1-Syntrophin ist auf die perivaskuldren Endfii3e beschrankt.
B: GBM: a1-Syntrophin ist tber alle Membranoberfldchen des Gewebes verteilt. Bar = 25
um
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Wenn AQP4 also dissoziiert und unabhangig von Komponenten des DDC in
Membranen vorkommen kann, war der nachste logische Schritt, die Verteilung
von a1-Syntrophin, das Verbindungsglied zwischen Dystrophin/Utrophin und
AQP4, naher zu fokusieren. a1-Syntrophin bindet AQP4 Uber seine PDZ-
Domane und verankert den Wasserkanal so in der Zellmembran.

Die daraufhin durchgefuhrten Markierungen des Glioblastom-Gewebes mit anti-
a1-Syntrophin-Antikdrpern hatten zum Ergebnis, dass a1-Syntrophin analog zu
AQP4 eine Immunreaktivitat Uber die gesamte Astrozytenmembran verteilt zeigt
(Abb. 13), also im Glioblastom ebenfalls dissoziiert von allen DDC-
Komponenten auftreten kann. Im Rattengewebe war die Immunreaktivitat
gegen al1-Syntrophin auf die perivaskularen AstrozytenendfufRe beschrankt, wo

es uber a-Dystrobrevin mit Dystrophin oder Utrophin verbunden ist.

Die Ergebnisse werden noch einmal tabellarisch wie folgt zusammengefasst:

Tabelle 2:

Vergleichende Ubersicht der wichtigsten Antigenverteilungen in zentralen
Tumorbereichen und im gesunden Rattengehirn. * sehr variabel, AQP4
Aquaporin 4, a-DG a-Dystroglykan, p-DG p-Dystroglykan, a-Syn a1-Syntrophin,
Dys Dystrophin, Utro Utrophin

AQP4 a-DG o-Syn
End- ganze | Agrin endo- glial B-DG End- ganze Dys Utro
ful® Zelle thelial ful® Zelle

-[++
:Et“fél -/+ +++ /* +++ (+) +++ - ++ ++ ++
Ratte,
Gehirn | t++ - +++ - ++ +++ ++ - ++ ++
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Tabelle 3:

Vergleichende Ubersicht der wichtigsten Antigenverteilungen in peripheren

Tumorbereichen und im gesunden Rattengehirn. AQP4 Aquaporin 4, a-DG o-

Dystroglykan, p-DG p-Dystroglykan, Dys Dystrophin, Utro Utrophin

AQP4 o-DG
End- ganze Agrin endo- glial B-DG Dys Utro
fuld Zelle thelial
GfBM’. +++ - ++ - ++ +++ ++ ++
Peripherie
Ratte, +++ ++ +++ ++ ++
Gehirn - s -
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4. Diskussion

4.1 Die Korrelation zwischen der glialen Expression von Agrin und der
Klusterung des Wasserkanalproteins AQP4 in den perivaskularen
AstrozytenendfuRen

Die vorliegende Arbeit zeigt zum ersten Mal, dass im humanen Glioblastom der
Verlust der Expression des Heparansulfat-Proteoglykans Agrin auf der
astroglialen Seite der perivaskularen ECM mit der Umverteilung des
Wasserkanalproteins AQP4 Uber die gesamte gliale Zellmembran Kkorreliert
(Warth et al., 2004). Die Expression von AQP4 uber alle Astrozytenmembranen
korreliert wiederum positiv mit der Entstehung von Odemen (Saadoun et al.,
2002b), welche in der Folge zu einer starken Zunahme des Hirndrucks und
dadurch zu schwerwiegenden, klinischen Komplikationen flhren. In einer
immunhistochemischen Studie verschiedener Glioblastom-Proben konnte von
Rascher et al. (2002) gezeigt werden, dass die Expression von spezifischen
Tigh-junction-Proteinen im Endothel der HirngefalRe direkt von der Expression
von Agrin in der perivaskularen ECM abhangig ist. In diesen Untersuchungen
konnte in Agrin-negativen Gefallen die Expression einiger endothelialer Tight-
junction-Proteine nicht mehr nachgewiesen werden, was funktionell wenn nicht
dem Verlust, zumindest einer schweren Schadigung der BHS entspricht. Im
Weiteren wurde in dieser Studie eine gegenlaufige Korrelation des Verlustes
von Agrin und der Expression des Glykoproteins Tenascin, eines weiteren
Bestandteils der ECM, nachgewiesen. Da Tenascin  jedoch
physiologischerweise nur wahrend der Entwicklung — also in einem Zustand, in
dem die BHS noch nicht geschlossen ist — sowie in Wundheilungs- und
Gewebeneubildungsprozessen exprimiert und im erwachsenen Gehirn nicht
mehr gebildet wird (Jones und Jones, 2000), bestarken alle diese Ergebnisse
die Hypothese von Barber und Lieth (1997), dass Agrin einen direkten Einfluss
auf die Aufrechterhaltung der BHS zwischen den Endothelzellen von
Hirngefallen hat. Weiter wird diese Hypothese von der Tatsache unterstitzt,

dass Agrin nur in der ECM von Gefalden mit spezifischen Barriereeigenschaften
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exprimiert wird, wohingegen in normalen Gefal3en keine Expression von Agrin
nachzuweisen ist ( Barber und Lieth, 1997).

Auch molekulare Untersuchungen zur Pathogenese des Morbus Alzheimer
weisen in die gleiche Richtung: Im Gehirn von Alzheimer-Patienten lasst sich
ebenfalls ein Verlust von Agrin in der perivaskularen ECM nachweisen, wobei
es in diesem Fall nicht zu einem totalen Verlust des Heparansulfat-
Proteoglykans kommt, sondern Agrin in Form von sogenannten senilen Plaques
in der ECM abgelagert wird. Diese pathologisch veranderten Gefalte weisen
ebenfalls — wie auch in Gefallen des Glioblastoms schon mehrfach aufgezeigt -
Storungen der BHS auf (Donahue et al., 1999; Berzin et al., 2000).

Nach dem Nachweis der Agrin-Expression im zentralen Nervensystem wurde
bezlglich der genauen Herkunft des Molekuls festgestellt, dass sowohl
Astrozyten in vivo und in vitro (Tsen et al., 1995; Stone und Nikolics, 1995), als
auch Endothelzellen wahrend der Entwicklung (Stone und Nikolics, 1995) in der
Lage sind, Agrin zu exprimieren. Andere Ergebnisse deuten sogar darauf hin,
dass die Sekretion von Agrin von den Endothelzellen selbst reguliert wird (Lieth
et al., 1995). In der vorliegenden Arbeit konnten die einzigen bisher bekannten
Ergebnisse Uber die Expression von Agrin im Glioblastom (Rascher et al., 2002)
reproduziert werden, sowie neue Erkenntnisse zum Verteilungsmuster des
ECM-Molekils hinzugewonnen werden. Untersuchungen mit einem Laser-
Scan-Mikroskop nach immunhistochemischer Markierung ergaben stets eine
grol3e Variabilitat der Expression innerhalb eines Gewebeschnittes. In fast allen
grolReren GefalRen konnte Agrin in der ECM nachgewiesen werden,
wohingegen es in kleinen Gefalken nicht mehr exprimiert wurde (Abb. 5b).
Darlber hinaus konnte eine immer geringer werdende Expression von Agrin
ausgehend von der Peripherie bis ins Zentrum der Tumoren beobachtet
werden. Besonders in zentralen Bereichen war die Verteilung des Molekuls
sehr inhomogen, was flr eine exaktere Beschreibung der Lokalisation von Agrin
die Doppelmarkierung mit Fibronektin, einem spezifischen ECM-Marker,
welcher im Glioblastom stark exprimiert wird (Oz et al., 2000), ndtig machte.
Dabei zeigte sich, dass die Lokalisation von Agrin entweder auf die endotheliale

Seite der ECM beschrankt, oder Uberhaupt keine Immunreaktivitat gegenuber
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Agrin vorhanden war (Abb. 7c,e). Funktionell spiegelt diese Beobachtung,
welche in auffalliger Weise mit der hyperplastischen Verdickung der
GefalRwande korrelierte, in jedem Fall eine Kommunikationsunterbrechung
zwischen der ECM und dem Zytoskelett der Gliomzelle wieder. Die endotheliale
Lokalisation von Agrin erklart sich moglicherweise dadurch, dass die
neoplastisch veranderten Astrozyten kein Agrin mehr in die ECM sezernieren,
wohingegen proliferierende Endothelzellen wahrend der Angiogenese wie
schon im Laufe der Embryonalentwicklung (Stone und Nikolics, 1995) diese
Funktion erneut erwerben, um ihren Adhasions- und Proliferationsprozessen
gerecht werden zu kdnnen.

Vom transmembranésen Wasserkanalprotein AQP4 wird gegenwartig
angenommen, dass es ursachlich fir den Wasseraustausch zwischen
vaskularen und astroglialen Kompartimenten verantwortlich ist. Im Weiteren ist
AQP4 im groRen Ausmal an der Entstehung vasogener Odeme des zentralen
Nervensystems beteiligt, wobei seine spezifische Rolle in diesem Prozess bis
heute nicht genau bekannt ist. Odeme sind das Resultat einer gestérten
Balance zwischen Flussigkeitsproduktion bzw. Flussigkeitseinstrom und der
Clearance und fuhren bei vielen pathologischen Prozessen des Gehirns zu
einer starken Uberexpression von AQP4. Es ist jedoch noch nicht eindeutig
geklart, ob erst die Uberexpression AQP4 infolge des Integritatsverlustes der
BHS zu den Odemen fiihrt, oder ob es sich vielmehr um eine reaktive
Uberexpression handelt, also einen Versuch der Astrozyten die einstromende
Flussigkeit wieder zu beseitigen. Den einzigen Hinweis auf diese ungeklarte
Frage geben erste Ergebnisse aus Versuchen mit AQP4-knockout-Mausen,
welche nach dem experimentellen Verschluss einer das Gehirn versorgenden
Arterie weitaus geringerem MaRe Odeme ausbilden und im Vergleich zu
normalen Mausen ein wesentlich besseres klinisches Outcome haben (Manley
et al., 2000). Das Fehlen von AQP4 schutzt das Gehirn also offensichtlich vor
Odemen, was eine Rolle von AQP4 bei der Entstehung und nicht bei der
Clearance von Odemen fast zwingend nahe legt. Die Tatsache, dass nach
chemischer oder physikalischer Verletzung des Gehirns (Vizuete et al., 1999)

sowie nach fokaler Ischamie (Taniguchi et al., 2000) eine Uberexpression von
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AQP4-mRNA nachgewiesen wurde, deutet darauf hin, dass es der
Integritatsverlust der BHS selbst ist, welcher reaktiv die AQP4-Uberexpression
stimuliert und somit die Odementstehung erméglicht. Neben AQP4 kommt es in
Hirntumoren auch zu einer verstarkten Expression von Aquaporin-1 (Saadoun
et al., 2002a), ob diese Tatsache jedoch ebenfalls zur Odementstehung
beitragt, ist nicht abschliefend geklart.

Nach der Lokalisation von AQP4 in den perivaskularen Endfulien der
Astrozyten konnte mittels elektronenmikroskopischen Methoden gezeigt
werden, dass das Protein Bestandteil der orthogonalen Partikelkomplexe
(OPKs) ist (Yang et al, 1996; Rash et al., 1998), bzw. es ohne die Expression
von AQP4 bei Knockout-Mausen zu keiner nachweisbaren Aggregation von
OPKs kommt (Verbavatz et al., 1997). Wahrend der Entwicklung des Gehirns
erwerben die Astrozyten bezuglich der OPK/AQP4-Verteilung eine Polaritat
(hohe Dichte in den Endful3en, geringe Dichte in den Membranen ohne ECM-
Kontakt), von welcher eine wichtige Rolle sowohl bei der Induktion als auch bei
der Aufrechterhaltung der BHS angenommen wird (Wolburg 1995a; Wolburg
1995b). Aus fruheren Untersuchungen von humanen Glioblastom-Geweben
mittels Freeze-Fracture-Technik war bekannt, dass Astrozyten unter
pathologischen Bedingungen ihre OPK-spezifische Polaritat verlieren und
ebenfalls ihre absolute Menge an OPKs drastisch reduzieren (Neuhaus, 1990).
Wahrend Cuevas et al. (1984) OPKs in Astrozytomen nachgewiesen haben,
konnte spater gezeigt werden, dass lediglich in niedriggradigen Astrozytomen
(WHO | und Il) OPKs vorhanden sind, wohingegen in anaplastischen
Astrozytomen und Glioblastomen keine OPKs mehr nachweisbar sind (Hatton
und Sang, 1990). Wenn man nun die alteren, mittels Replikas gewonnenen
Ergebnisse uber OPKs mit Ergebnissen von neueren Methoden wie
beispielsweise der elektronenmikroskopischen anti-AQP4-Immuncytochemie
(Nielsen et al., 1997) vergleicht, muss Folgendes daraus geschlossen werden:
Die parenchymalen Astrozytenmembranen mit einer sehr geringen OPK-Dichte
von ungefahr 10-40/um? kénnen nach immunhistochemischen Markierungen
kein positives AQP4-spezifisches Signal abgeben. Da die Dichte der OPKs im

Glioblastom noch geringer (Neuhaus, 1990) bzw. null ist (Hatton und Sang,
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1990), kann auch hier in parenchymalen Astrozytenmembranen kein positives
Signal bei immunhistochemischer Markierung von AQP4 zu erwarten sein.
Diese Tatsache ist in sofern von Bedeutung, da sowohl in der vorliegenden
Arbeit (Abb. 7d,f, 10b, schematisch in Abb. 14) als auch nach Ergebnissen von
Saadoun et al. (2002b) und Aoki et al. (2003) in diesen Membranbereichen
ohne OPKs ein starkes AQP4-spezifisches Signal nachzuweisen war. Diese
Beobachtungen lassen somit nur eine mégliche Schlussfolgerung zu: In diesen
parenchymalen, gliomatdsen Membranen muss AQP4 aullerhalb der OPKs
vorkommen. Die Erkenntnis einer OPK-unabhangigen Expression von AQP4 ist
vollig neu, obwohl aktuelle Ergebnisse mit Methoden des Fracture-Labeling
zeigen, dass auch in Astrozytenkulturen AQP4-positive, intramembrandse
Partikel auRerhalb der OPKs existieren (Wolburg et al., in Vorbereitung). Trotz
dieser Beobachtung erlauben es die vorliegenden Befunde nicht zu beurteilen,

ob es sich

1. beim AQP4, welches nicht in einem OPK organisiert ist, um ein Molekul
handelt, das von einem zuvor existenten OPK dissoziiert ist, oder

2. ob es sich um ein neu synthetisiertes Molekul handelt, welches durch ein
fehlerhaftes Targeting nicht die vorgesehenen Domanen im
Astrozytenendful  erreicht und sich stattdessen in anderen

Membranbereichen einlagert.

Da AQP4 also offensichtlich aul3erhalb von OPKs existieren kann, lag es im
folgenden Untersuchungsschritt nahe, sich naher mit den moéglichen Ursachen
dieser Beobachtung zu befassen. Die Ergebnisse von Folgeschnitten am
Glioblastom mit anschlieRender Doppelmarkierung mit Agrin/Fibronektin sowie
AQP4/Fibronektin (Abb. 7a-f) stellen die Grundlagen fur einen ersten, jedoch
nur als hypothetisch zu betrachtenden Erklarungsversuch der aufgezeigten
Pathologien dar. In den Versuchen an Folgeschnitten konnte AQP4 nur dann
perivaskular in geklusterter Form in den AstrozytenendfuRen nachgewiesen
werden, wenn Agrin in der glialen Seite der ECM lokalisiert war (Abb. 7a-d). Im
Falle, dass Agrin nur endothelial oder gar nicht nachgewiesen werden konnte,

zeigte sich auch keine Klusterung von AQP4 in den EndfuRen (Abb. 7c-f,
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schematisch in Abb. 14). Dieser Befund der Korrelation zwischen glial
exprimiertem Agrin und der Klusterung von AQP4 in den OPKs ist neu und
liefert im Zusammenhang mit den Funktionen von Agrin an der
neuromuskularen Endplatte einen entscheidenden Hinweis. In der
neuromuskularen Endplatte wird Agrin ebenfalls in der ECM exprimiert und
klustert Acetylcholinrezeptoren (McMahan, 1990) und Natrium-Kanale (Sharp
und Caldwell, 1996), indem es extrazellular den DDC bindet und auf diese
Weise die Uber den DDC gebundenen Kanale und Rezeptoren in der
Zellmembran verankert. Betrachtet man nun die vorliegenden Ergebnisse der
Korrelation zwischen Agrin und AQP4 im astrozytaren Endful}, unterstitzen
diese stark die Hypothese, dass Agrin auch an den Astrozyten in der Lage ist,
uber die Bindung an den DDC den Wasserkanal AQP4 in den Endfufzen in
Form der OPKs zu klustern. Weitere Hinweise fur diese Hypothese liefert die
Tatsache, dass die Anwesenheit von Dystrophin selbst fur die Klusterung von
AQP4 unabdingbar ist (Vajda et al., 2002). Die Bedeutung von Agrin fur die
Klusterung des gesamten DDC wird ebenso durch Experimente unterstrichen,
in welchen die ECM der Retina inklusive Agrin durch eine intraokulare Injektion
von Kollagenasen vollig aufgelost wurde, was in einer Verteilung des DDC uber
die gesamte Zellmembran der glialen Mdullerzellen resultierte (Blank et al.,
2002). In Anbetracht dieser Ergebnisse lasst sich die Hypothese formulieren,
dass AQP4 nicht der einzige Bestandteil der OPKs ist, sondern méglicherweise
auch noch weitere Komponenten des DDC in OPKs enthalten sind. Dies ergibt
sich fast schon zwingend, wenn man alleine die morphologische Struktur eines
OPK naher betrachtet (Abb. 2), welcher ja mehrere transmembrandse AQP4-
Wasserkanalproteine enthalt. Da jedes dieser Moleklle Uber einen eigenen
DDC an seinem Platz verankert ist und dieser ebenfalls mit a-Dystroglykan tber
transmembrandse Bestandteile verfugt (Abb. 3), musste wenigstens dieses
Molekul direkt mit einem OPK assoziiert nachweisbar sein. Um diesen
Nachweis 2zu erbringen, sind allerdings Freeze-Fracture-Methoden mit
anschlieender Immunogoldmarkierung der erzeugten Replikas notwendig, was

auch aktuell angestrebt wird.

39



FiUr die Veranderungen im Glioblastom bedeuten diese Erkenntnisse, dass sich
im Prinzip durch den Verlust von Agrin und die erneute Expression von
Tenascin wieder ahnliche Zustande wie im Laufe der embryonalen Entwicklung
etablieren, in welchen die BHS durchgangig ist und die Astrozyten noch keine
OPK-spezifische Polaritat aufweisen. Diese bildet sich erst im Laufe der
Entwicklung parallel zu einer stetig ansteigende Konzentration von Agrin in der
ECM aus (Nico et al., 2001) und fuhrt zur Klusterung des DDC und AQP4 am
Astrozytenendful3. Der Verlust von Agrin in der ECM von Glioblastom-Gefalien
erklart also méglicherweise nicht nur die Offnung der BHS, sondern auch den
Polaritatsverlust der Astrozyten und damit die unkontrollierte Verteilung von
AQP4 (ber die gesamte Zellmembran und die daraus resultierenden Odeme.
Bei der Suche nach Grunden fur den Verlust von Agrin fallen zunachst die
proliferativen, hyperplastisch veranderten Gefalle auf, welche der
morphologischer Ausdruck fur vielfaltigen Prozesse innerhalb der ECM sind. In
den Mittelpunkt des Interesses fallen hierbei primar die zahlreichen Proteasen,
welche die Bestandteile der ECM prozessieren und so Platz fir
neoangiogenetische Vorgange und die Freisetzung von Wachstumsfaktoren
schaffen. So konnten beispielsweise VanSaun und Werle (2000) aufzeigen,
dass die MMP-3 (Stromelysin-1) in der Lage ist, Agrin spezifisch zu spalten und
durch sogenanntes Shedding das Heparansulfat-Proteoglykan-Molekul nahezu
vollstandig aus der ECM entfernen kann. Allerdings konnte bis heute trotz des
Nachweises der Expression von MMP-3 in in vitro kultivierten Glioblastom-
Zellinien nicht in Glioblastom selbst detektiert werden (Vince et al., 1999). Ob
die im GBM stark exprimierten Metalloproteasen MMP-2 und MMP-9 (Forsyth et
al., 1999; Raithatha et al., 2000) eventuell in der Lage sind, ebenfalls Agrin zu
prozessieren, wurde bis heute nicht untersucht.

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit fur den Verlust von Agrin liegt darin, dass
es sich nicht um einen Abbau wie beim Shedding durch MMPs handelt, sondern
das Molekul einfach nicht mehr exprimiert wird. Einen Ansatzpunkt flr diese
Moglichkeit bieten die Ergebnisse aus dieser Arbeit, dass Agrin in den meisten
Gefallen endothelial, aber nicht auf der glialen Seite der ECM nachgewiesen

werden konnte (Abb. 7e). Da Agrin sowohl von Astrozyten als auch von
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Endothelzellen wahrend der Entwicklung gebildet werden kann (Stone und
Nikolics, 1995), liegt der Verdacht nahe, das die gliomatds veranderten
Astrozyten ihre Fahigkeit Agrin zu bilden verlieren, wahrend die durch
Wachstumsfaktoren wie VEGF stimulierten Endothelzellen diese Fahigkeit
wiedererlangen, um den notigen Prozessen der vaskularen Proliferation gerecht
zu werden. Dies wurde zumindest die inhomogenen Verteilungsmuster von
Agrin in der ECM erklaren und hatte als Resultat den selben Effekt wie der
totale Verlust des Molekils, namlich die Unterbrechung der Kommunikation

zwischen Endothel und Astrozyten durch die ECM.

4.2 Auswirkungen des Verlustes von Agrin und der Umverteilung von
AQP4 auf Komponenten des Dystrophin-Dystroglykan-Komplexes

Nachdem die vorangegangen diskutierten Befunde stark die Hypothese
unterstutzen, dass Agrin fur die Klusterung von AQP4 und eventuell des
gesamten DDC (Abb. 3) verantwortlich ist, stellte sich die Frage, ob der Verlust
von Agrin und die Uberexpression und Umverteilung von AQP4 einen Einfluss
auf weitere DDC-Komponenten hat. Von Agrin ist bekannt, dass es von der
extrazellularen Seite her an o-Dystrolykan bindet (Gee et al.,, 1994), AQP4
hingegen ist Uber eine PDZ-Doméane am C-terminalen Ende von Syntrophin mit
dem DDC verbunden (Neely et al., 2001). Durch weitere immunhistochemische
Markierungen der meisten Bestandteile des DDC konnte in dieser Arbeit zum
ersten Mal aufgezeigt werden, dass auch die Dystroglykane im GBM ein
pathologische Expressionsmuster aufweisen. Wahrend a- und p-Dystroglykan
in der Tumorperipherie regelrecht in den perivaskularen AstrozytenendfllRen
exprimiert wurden, zeigte sich im Tumorzentrum bei erhaltener Expression von
B-Dystroglykan ein selektiver perivaskularer Verlust von a-Dystroglykan und
stattdessen eine Expression des Molekuls auf der luminalen Seite von
Endothelzellen (Abb. 9a,b). Das Endothelzellen in der Lage sind B-Dystroglykan
zu exprimieren, wurde bereits fruUher beschrieben (Uchino et al., 1996;
Yamamoto et al., 1997), auch wenn kontroverse Ergebnisse vorliegen, nach

welchen Dystroglykan in Kapillaren des Gehirns nicht nachgewiesen werden
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konnte (Tian et al., 1996). Durbeej et al. (1998) wiederum geht davon aus, dass
die a-Dystroglykan-positiven Signale im Endothel von Hirngefallen urspringlich
von den gefallassoziierten glatten Muskelzellen abstammen, welche a-
Dystroglykan in groRem Malde exprimieren konnen. Allerdings spricht die in
dieser Arbeit ausschliel3lich endotheliale Expression von a-Dystroglykan gegen
diese Moglichkeit, da in diesem Bereich keine Muskelzellen lokalisiert sind.
Betrachtet man einmal die drastischen morphologischen und funktionellen
Veranderungen, welche Endothelzellen im Laufe der Angiogenese erfahren, so
wlrde die Expression von a-Dystroglykan als einem in strukturgebende
Prozesse stark involviertem Molekul, zumindest einen Sinn ergeben. Um ein
neues Gefall zu bilden, muss sich die Endothelzelle zunachst von der
Basalmembran ablésen, die umgebende ECM abbauen um schliel3lich durch
Proliferation und Migration ihre neue Position einnehmen zu kédnnen, wo sie ihre
Gestalt andert und einen zylindrischen Tubus bildet. Bei all diesen Vorgangen
ware ein strukturgebendes Rezeptormolekil wie a-Dystroglykan sehr hilfreich,
um eine Kommunikation zwischen den Zellen und der umliegenden Matrix zu
ermoglichen. Diese Hypothese wird auch durch Untersuchungen von Hosokawa
et al. (2002) zu Interaktionen des Endothels mit ECM-Komponenten bekraftigt,
in welchen die Expression von a-Dystroglykan im Endothel neoplastischer und
hyperplastischer Gewebe nachgewiesen werden konnte, was erneut seine
wichtige Rolle bei angiogenetischen Prozessen unterstreicht. Aus Experimenten
mit Endothelzellen der Aorta ziehen die Autoren sogar den Schluss, dass
Angiogeneseprozesse erst uber die Expression von Dystroglykan reguliert
werden.

In dieser Arbeit wird zum ersten Mal Uberhaupt bei Tumoren des zentralen
Nervensystems der selektive, perivaskulare Verlust von o-Dystroglykan bei
erhaltener Expression von p-Dystroglykan beschrieben. Das Bild des Verlustes
von o-Dystroglykan zeigte sich besonders stark in zentralen Tumorbereichen
(Abb. 9a,b, schematisch in Abb. 14), in welchen auch die Expression von Agrin
vermindert und AQP4 nicht mehr in geklusterter Form in den
AstrozytenendfufRen nachweisbar war. Da beide Dystroglykane jedoch durch

posttranslationale Spaltung aus einem gemeinsamen Vorlauferprotein
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hervorgehen (Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 1993), wirft dieser Befund einige
Fragen auf. Da p-Dystroglykan korrekt perivaskular lokalisiert ist, scheinen
zumindest bei der Spaltung des Vorlauferproteins keine pathologischen
Prozesse abzulaufen. Wenn a-Dystroglykan also intrazellular gebildet wird aber
nicht in den astrozytaren EndfuRen nachweisbar ist, kann entweder ein Problem
beim Targeting des Molekulls vorliegen, oder aber das Molekll wird nach
seinem Einbau in den DDC extrazellular wieder abgebaut. Eine mdgliche
Erklarung flr letztere Variante stellen erneut die proliferativen
Spaltungsprozesse innerhalb der ECM eines Glioblastoms dar, insbesondere
die Expression unterschiedlicher MMPs. Diese Mdglichkeit der Prozessierung
von Dystroglykan durch MMPs wird auch stark von den Ergebnissen von
Yamada et al (2001) unterstutzt. Obwohl im Gehirn nicht detektierbar, konnte in
dieser Studie in unterschiedlichen Geweben die spezifische Spaltung der
extrazellularen,  C-terminalen = Domane von  B-Dystroglykan  durch
membranstandige MMPs nachgewiesen werden. Aus dieser Desintegration des
DDC resultiert, dass das an das C-terminale Ende von (-Dystroglykan
gebundene a-Dystroglykan nicht mehr als Rezeptor fur ECM-Komponenten wie
Agrin oder Laminin zur Verfugung steht und somit die physiologisch enorm
wichtige Kommunikation zwischen ECM und Zelle verloren geht. Auch wenn
diese Hypothese mit den in dieser Arbeit angewandten Methoden nicht weiter
vertieft werden kann, liefert das reine Ergebnis des perivaskularen Verlustes
von a-Dystroglykan weitere Einblicke in die vielfaltigen Pathologien eines
Glioblastoms und unterstutzt die mogliche Variante, dass Agrin fur die
Klusterung von AQP4 verantwortlich ist. Da «a-Dystroglykan quasi als
extrazellularer Rezeptor fur Agrin dient und so die Verbindung zwischen
Endothel, ECM und astrozytarem Zytoskelett ermoglich, stellt der Verlust des
Molekuls funktionell betrachtet einen Kommunikationsverlust zwischen allen
BHS-induzierenden Komponenten dar. Sollte Agrin weiter Uber seine Bindung
an a-Dystroglykan und damit an den DDC die Klusterung von AQP4 bewirken
konnen, ware auch diese Verbindung funktionell unterbrochen. Somit wirde
sich auch erklaren, dass der Verlust von a-Dystroglykan in zentralen

Tumorbereichen mit einem OPK-spezifischen Polaritatsverlust der Astrozyten
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und der Umverteilung von AQP4 Uber die gesamte Zellmembran einher geht.
Ob jedoch der Verlust von a-Dystroglykan das erste Ereignis ist und daraufhin
infolge des Mangels eines Bindungspartners Agrin in der glialen ECM-Seite
nicht mehr lokalisiert werden kann, oder ob primar der Verlust von Agrin eine
Auswirkung auf die Expression von ao-Dystroglykan hat, kann mit den

vorliegenden Ergebnissen nicht definitiv entschieden werden.

Astrozyten- Astrozyten-
Endfu Endfu
KOAaD BDSDUOSaD[}D/ kOAQLD BDSDUOSaDBD/ .
Agrin? AgrinT
oD BD oD pD oD BD oD BD aD BD oD D oD pD oD BD aD BD aD D
Endothelzelle Endothelzelle

»~ ASSAASASAASSA~ ~»~ ASSAASASAASSA —

A A A A
S S S S
A A A A
S S S S
A GBM-Zelle AA GBM-Zelle A
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\ ASBDADUBD DUSAS — < ASPDADUBD DUSAS —
Agrin: Agrind
oD oD aD aD aD oD aD oD
Endothelzelle J Endothelzelle

Abb. 14: Schematische Darstellung der physiologischen Lokalisation der untersuchten
Antigene im Astrozytenendfull (oben) und der pathologischen Verdnderungen in einer
Glioblastom-Zelle (unten). Entnommen aus Warth et al., 2004, modifiziert.

oD a-Dystroglykan, A Aquaporin 4, BD B-Dystroglykan, D Dystrophin, O orthogonaler
Partikel-Komplex (OPK), S Syntrophin, TJ Tight-junction, U Utrophin, T hohe Konzentration,
{ geringe Konzentration
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Die Feststellung, dass die beiden Dystroglykane separat voneinander exprimiert
werden konnen, kann zwar momentan nicht weiter vertieft werden, wurde
jedoch auch schon bei anderen pathologischen Prozessen innerhalb des
menschlichen Koérpers nachgewiesen. So konnten Sgambato et al. (2003)
zeigen, dass in primaren Brust- und Prostatatumor-Zellinien sowie in
promyelozytischen Leukamiezellen die Expression von a-Dystroglykan reduziert
ist. In Karzinomen des Kolons konnte bei erhaltener Expression von [-
Dystroglykan ein Verlust von a-Dystroglykan nachgewiesen werden, wobei bei
dieser Beobachtung von den Autoren von einer progressiven Veranderung im
Laufe der Pathogenese des Tumors ausgegangen wird. Dieses Ereignis des o-
Dystroglykan-Verlustes korrelierte in allen untersuchten Gewebeproben mit der
Malignitdt des Tumors und der mittleren Uberlebenszeit der Patienten, was
abermals die wichtige Rolle der Dystroglykane bei Organisations- und
Proliferationsprozessen belegt. Zu nahezu identischen Ergebnissen kommt
auch eine Studie von Henry et al. (2001), in welcher die Expression der
Dystroglykane in primaren Brust- und Prostatatumoren analysiert wurde.
Aulerhalb neoplastischer Gewebe wird ein selektiver Verlust von a-
Dystroglykan lediglich in Muskelbiopsien von Patienten mit kongenitaler
Muskeldystrophie vom Fukuyama-Typ beschrieben (Hayashi et al., 2001), mit
den Folgen einer instabilen und strukturell veranderten Skelett- und
Herzmuskelmembran.

Neben den Dystroglykanen stellen Dystrophin  und Utrophin die
Hauptbestandteile des DDC dar. Jeweils eines der beiden Moleklle verbindet
im Astrozyten das Aktin des Zytoskeletts mit dem N-terminalen Ende von -
Dystroglykan und sorgt so flr eine Stabilisierung und Organisation des
gesamten Zellapparates. Wie die meisten der bereits beschriebenen DDC-
Komponenten kommen auch Dystrophin und Utrophin im Gehirn lediglich in den
astrozytaren Endfullen sowie der Glia limitans superficialis und pericvascularis
vor. Bei Experimenten, in welchen die ECM der Retina durch die Injektion von
Kollagenase aufgelost wurde (Blank et al., 2002), zeigte sich der DDC uber die
gesamte Zellmembran verteilt, was die Theorie zur Klusterung des gesamten
DDC durch ECM-Komponenten bekraftigt. Da sich zu diese Experiment sehr
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ahnliche Veranderungen der ECM auch im Laufe der Genese eines GBM
abspielen, lag zunachst die Vermutung nahe, dass sich auch hier eventuell ein
Polarisationsverlust des DDC analog zur AQP4-Verteilung zeigen konnte.
Durch immunhistochemische Markierungen der Antigene konnte jedoch
nachgewiesen werden, dass trotz des Verlustes von Agrin und der
Umverteilung von AQP4, sowohl Dystrophin als auch Utrophin in polarisierter
Form in den perivaskularen Endfif3en verbleiben (Abb. 12a, schematisch in
Abb. 14). Diese Tatsache beweist nun definitiv, da AQP4 mit keinem der beiden
Molekule in Kolokalisation nachzuweisen war, dass das umverteilte
Wasserkanalprotein in dissoziierter Form auflerhalb der OPKs vorkommen
muss. Dies wird auch von der Tatsache untermauert, dass es im Glioblastom
bei nachgewiesenem Verlust der OPKs (Hatton und Sang, 1990), parallel zu
einer starken Uberexpression von AQP4 kommt. Wie allerdings Dystrophin und
Utrophin ihre Polaritat in den Astrozytenendfuf’en aufrechterhalten, lasst sich
nur spekulativ naher erlautern. Einerseits verbleibt mdglicherweise die
Verbindung zu Aktin, welches die beiden Molekile physiologischerweise
stabilisiert, andererseits besteht die Moglichkeit, dass es neben Agrin weitere
ECM-Bestandteile wie z.B. Laminin gibt, die eine verankernden Funktion auf
den DDC ausuben. Da Laminin im Glioblastom in der gesamten ECM
nachweisbar ist (Abb. 11), mussten moglicherweise in diese Richtung weitere
Versuche angestrebt werden.

Da AQP4 Uber die PDZ-Doméane von Syntrophin mit dem DDC verbunden ist,
ergab sich der nachste logische Schritt durch die Darstellung der Verteilung von
a1-Syntrophin. Aus dieser Versuchsreihe resultierte, dass o1-Syntrophin
gemeinsam mit AQP4 Uber die gesamte Zellmembran der Astrozyten verteilt
auftrat (Abb. 13b, schematisch in Abb. 14), ebenso dissoziiert von den am
Endful  verbleibenden DDC-Komponenten. Obwohl allgemein davon
ausgegangen wird, dass a1-Syntrophin wichtig fur das korrekte Targeting von
AQP4 ist ( Neely et al.,, 2001; Vajda et al., 2002; Amiry-Mogghadam et al.,
2003), kann das Molekul alleine offensichtlich nicht die Umverteilung von AQP4
verhindern. Diese Tatsache deutet an, dass AQP4 und a1-Syntrophin bei ihrer

Umverteilung Uber die gesamte Astrozytenmembran miteinander verbunden
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bleiben und moglicherweise gemeinsam vom DDC dissoziieren, was jedoch mit
Immunprezipitationsexperimenten genauer untersucht werden muss. Sollte dies
der Fall sein, ergabe sich auch die Moglichkeit, dass Agrin AQP4 nicht auf
direktem Wege klustert, sondern uber die Verankerung von a1-Syntrophin den
Wasserkanal auf seiner Position in den OPKs héalt. Bei dieser Variante ist weiter
daran zu denken, dass der erste Schritt im Umverteilungsprozess auch die
Dissoziation von a1-Syntrophin vom DDC sein kdnnte, gefolgt vom Targeting
von AQP4, welches sich an die PDZ-Domane des umverteilten o1-Syntrophins
anlagert. Auch ein primares fehlerhafte Targeting von a1-Syntrophin an den
DDC bleibt als Moglichkeit offen. Da jedoch Uber diese Bindungs- und
Targetingvorgange im Astrozyten bis heute nur sehr wenig bekannt ist, sind
intensive Untersuchungen in dieser Beziehung dringend notwendig, bevor
genauere Ruckschlisse auf die Pathomechanismen gezogen werden kdnnen.

Betrachtet man abschlielRend alle Ergebnisse dieser Arbeit im Zusammenhang,
so zeigt sich in der Pathogenese eines GBM hypothetisch gesehen ein
progressiver Verlauf, welcher zu den aufgezeigten Veranderungen fuhrt. Da ein
Tumor einen enormen Bedarf an Nahrstoffen hat, ist die Angiogenese ein
bedeutender Prozess in seinem Verlauf. Um dem Tumor Wachstum zu
ermoglichen, wird die gefalassoziierte ECM proteolytisch abgebaut und so
Platz fur seine Proliferation geschaffen. Diese Vorgange werden neben der
Sekretion von Kollagenasen und Proteasen im GBM auch durch die massive
Freisetzung von MMPs gewabhrleistet (Forsyth et al., 1999; Raithatha et al.,
2000), von welchen von membranstandigen Varianten in vielen Geweben eine
selektive Abspaltung des C-terminalen Endes von B-Dystroglykan
nachgewiesen werden konnte (Yamada et al., 2001). In der perivaskularen
ECM des Gehirns wurde eine solche Spaltung der Dystroglykane dazu fuhren,
dass die Bindungsstelle fur Agrin, a-Dystroglykan, nicht mehr vorhanden ist und
beide Moleklle ihre Verankerung mit dem DDC verlieren. Somit lagen sie als
Fragmente ungebunden in der ECM vor, wo sie von MMPs weiter prozessiert
werden konnen, was auch den Verlust der beiden Molekile im GBM erklaren
wurde. Als Ergebnis ware selbst bei Anwesenheit von Agrin keine
Klusterungsfunktion des Heparansulfat-Proteoglykans mehr moglich, was in der
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Dissoziation des Wasserkanals AQP4 und a1-Syntrophin vom DDC, sowie dem
Verlust der OPK-spezifischen Polaritat der Astrozyten resultiert. Da diese eine
entscheidende Bedeutung bei der Induktion und Aufrechterhaltung der BHS
zugeschrieben wird (Wolburg 1995a; Wolburg 1995b), ware mit dieser
Hypothese auch der Integritatsverlust der BHS und die daraufhin entstehenden

Odeme zu erklaren.

4.3 Ausblick

Mit den in der vorliegenden Arbeit angewandten Methoden konnten einige
pathologische Prozesse der Odementstehung bei Hirntumoren naher dargestellt
werden. Dennoch bleiben einige Fragen offen, flir deren Klarung weitere

molekulare und physiologische Untersuchungen notwendig erscheinen. Z.B.:

1. Ist die Transportkapazitat des Wasserkanalproteins AQP4 aul3erhalb
der OPKs identisch mit dem physiologischen Durchsatz oder nicht?

2. Welche Auswirkungen hat eine Veranderung der transportierten
Wassermenge auf die Entstehung von Odemen, insbesondere da
AQP4 ja Uber alle Membranoberflachen verteilt ist?

Welche Faktoren regulieren die Expression von AQP4?

Ist AQP4 wirklich der einzige Bestandteil der OPKs oder sind eventuell
noch andere Komponenten wie z.B. a-Dystroglykan an deren Bildung
und Klusterung beteiligt?

5.  Welche Prozesse fuhren zum Verlust von Agrin in der ECM bzw. lasst
sich mdglicherweise eine Inhibition von MMPs analog zu Neoplasien in
anderen Geweben ( Maekawa et al., 1999) therapeutisch nutzen?

6. Welche Funktion hat die endotheliale Expression von a-Dystroglykan

bei Proliferations- und Angiogeneseprozessen?

Die Wissenschaft ist noch weit davon entfernt all diese Fragen zu verstehen,

aber der Nachweis der dynamischen Veranderungen der OPKs und den
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Komponenten des DDC unter den neoplastischen Prozessen des GBM ist ein
weiterer Schritt, detailliertere Einblicke in die zahlreichen Interaktionen
zwischen Endothelzellen, der ECM und den Astrozyten bei der Induktion und
Aufrechterhaltung der BHS-Integritat zu erlangen. Die Arbeitsgruppe um Peter
Agre hat vorgeschlagen, den Komplex aus Syntrophin und AQP4 zur
Vermeidung oder Abschwachung von Odemen therapeutisch zu trennen
(Amiry-Moghaddam et al., 2004). Denn sie fanden, dass in der Syntrophin-
knockout-Maus  gegenuber dem  Wildtyp eine  hypernatriamische

Wasserintoxikation zu einem verzogerten Odem flhrt.

In dieser Arbeit hingegen konnte nahegelegt werden, dass im gliomatdsen
Odem Syntrophin und AQP4 zusammenbleiben und sich dennoch das Odem
als schwere klinische Konsequenz zeigt. Das legt, zusammen mit dem vorher
Aufgezeigten, den Schluss nahe, dass wohl weniger die Spaltung des
Syntrophin-AQP4-Komplexes einen therapeutischen Effekt haben durfte, als
vielmehr der Herunterregulation oder dem wie auch immer zu begrindenden
Verschwinden von Agrin in der ECM Einhalt zu gebieten. Es wird also
vorgeschlagen, Agrin verstarkt in den Fokus einer méglichen Odemtherapie zu

nehmen.
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5. Zusammenfassung

Die Entstehung vasogener Odeme als Folge des Integritatsverlustes der Blut-
Hirn-Schranke ist eines der grofdten klinischen Probleme sowohl bei chemisch-
physikalischen Traumata als auch bei Tumoren des zentralen Nervensystems,
insbesondere bei der Pathogenese des Glioblastoms. Verantwortlich flr diese
Storung des Flissigkeitsaustausches zwischen den einzelnen
Gehirnkompartimenten zeigt sich das Wasserkanalprotein Aquaporin-4 (AQP4),
welches als bisher einzig bekannter Bestandteil der sogenannten orthogonalen
Partikelkomplexe (OPK) in den perivaskularen Endfufien der Astrozyten
geklustert wird. Diese Partikelkomplexe werden ausschliel3lich konzentriert in
Membranbereichen exprimiert, in welchen der Astrozyt mit dem Mesenchym in
Kontakt tritt, wie dies perivaskular oder an der Gehirnoberflache in Form der
Glia limitans superficialis et pericvascularis der Fall ist. Parenchymale
Membranbereiche zeigen immunzytochemisch kein AQP4-spezifisches Signal.
In der vorliegenden Arbeit wurde mittels immunhistochemischer Methoden die
Expression von AQP4 im humanen Glioblastom untersucht und mit dem
Expressionsmuster des extrazellularen Matrix-Heparansulfat-Proteoglykans
Agrin sowie Bestandteilen des Dystrophin-Dystroglykan-Komplexes (DDC),
welcher den Wasserkanal Uber eine PDZ-Domane in der Zellmembran
verankert, korreliert. Zu Kontroll- und Vergleichszwecken wurde jeweils
Gehirngewebe von gesunden Ratten mituntersucht.

Nach Visualisierung der Markierungen mittels Laser-Scan-Mikroskopie (LSM)
zeigte sich, dass das polare Expressionsmuster von AQP4 und seines
Ankermoleklls a1-Syntrophin im Gliomgewebe verloren geht und beide
Molekule Uber alle astrozytaren Membranoberflachen verteilt nachweisbar sind.
Dieser Befund korrelierte positiv. mit dem Verlust bzw. einer endothelial
orientierten Lokalisation von Agrin in der perivaskularen extrazellularen Matrix.
Ebenso konnte eine verminderte bis fehlende Expression des glialen o-
Dystroglykans, des Rezeptormolekuls flr Agrin, dargestellt werden.
Interessanterweise war andererseits eine starke Immunreaktivitat gegenuber a-

Dystroglykan auf der endothelialen Seite von GefalRen nachweisbar. Die
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Expression der Hauptkomponenten des DDC, Dystrophin und Utrophin, blieb
trotz des Polaritatsverlustes bzw. der Umverteilung von AQP4 und al-
Syntrophin  Uber die gesamte Zellmembran ausschliellich auf die
AstrozytenendfulRe beschrankt.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass im Glioblastom eine
raumliche Dissoziation von AQP4 und a1-Syntrophin vom DDC stattfindet und
sich in der Folge beide Molekile in unpolarisierter Form Uber die gesamte
Zellmembran verteilen. Welche spezifischen Auswirkungen dies auf die
Odementstehung im Glioblastom hat, bleibt zu klaren. Da die Dissoziation der
beiden Molekile jedoch positiv mit dem Verlust von Agrin in der extrazellularen
Matrix korreliert, wird mit den vorliegenden Ergebnissen stark die Hypothese
unterstitzt, dass Agrin Uber die Bindung an a-Dystroglykan direkt flr die
Klusterung von AQP4 bzw. mdglicherweise des gesamten DDC in Form der
OPKs verantwortlich ist und somit eine wichtige Rolle sowohl bei
Induktionsvorgangen als auch bei der Aufrechterhaltung der Integritat der Blut-

Hirn-Schranke spielt.
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