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1. Einleitung

1.1 Zur Geschichte der Blut-Hirn-Schranken Forschu  ng

In seiner 1885 erschienenen Studie ,Das Sauerstoff-Bedurfniss des
Organismus. Eine farbenanalytische Studie* machte Paul Ehrlich die zufallige
Beobachtung, dass bei intravitaler Infusion von Farbstoffen wie Alizarin- und
Indophenolblau in den Blutkreislauf des Saugetierorganismus, das Gehirn nur
schwach oder gar nicht, andere Organe hingegen stark angefarbt wurden. Er
kam zu dem Schluss: ,...., dass die die Aufnahme beherrschenden Flachen am
Gehirn,... feinstporése Beschaffenheit besitzen, wahrend im Gegenteil Leber-
und Nierenzellen grobkdrniges Material durchlassen.” (Ehrlich, 1885).

Funfzehn Jahre spater, beschreibt Max Lewandowsky bei seinen Experimenten
zur Wirkung von Strychnin und Natriumferrocyanat auf die Zellen der grauen
Substanz im Saugetierorganismus, dass im Gegensatz zur peripheren bei der
intrathekalen Injektion eine verstarkte Wirkung auftrete: ,Es lasst sich dieser
Widerspruch kaum anders erklaren, als durch die Hypothese, dass die
Capillarwand den Uebertritt bestimmter Stoffe, wie des Natriumferrocyanats
verhindere,..."” (Lewandowsky, 1900).

Lewandowsky wird oft dafir zitiert, den Begriff ,Bluthirnschranke® in seiner 1900
erschienen Vero6ffentlichung gepragt zu haben. Der Begriff kommt aber in dieser
Schrift nicht vor (Bechmann et al., 2006). An dieser Stelle sollte auch die
herausragende Arbeit der Physiologin und Biochemikerin Lina Stern Erwahnung
finden, die sich in lhrer Schrift ,La barriere hémato-encéphalique dans le
condition normales et de la condition patologique.” schon sehr friih zu den
Vorgangen an der Blut-Hirn-Schranke (BHS) aul3erte (Stern, 1921; Dreifuss und
Tikhonov, 2005).

In der mit beeindruckenden Farbtafeln illustrierten Abhandlung ,Vitalfarbung am
Zentralnervensystem® zeigte Ernst Goldmann, ein Schiler Paul Ehrlichs, dass
bei subarachnoidaler Injektion von Trypanblauldsung in die
Zerebrospinalflissigkeit das Gehirngewebe gefarbt wurde und somit in
Zusammenschau mit den Beobachtungen seines Lehrers auf eine
physiologische Barriere zwischen Blut und Gehirn geschlossen werden mulfite
(Goldmann, 1913).



Etwas mehr als flnfzig Jahre spéater veroffentlichen Reese und Karnowsky
(Reese und Karnovsky, 1967) elektronenmikroskopische Aufnahmen, die
zeigen, dass intravenos applizierte Meerrettichperoxidase die
Kapillarendothelien von Hirngefal3en in Mausen nicht Uberwindet. In Hinblick
auf die Versorgung des Gehirns mit grél3eren Molekilen und die ausgepréagte
Barrierefunktion der Tight Junctions (TJ) weisen sie aber auf die Notwendigkeit

differenzierter Transportmechanismen hin.

1.2 Struktur und Funktion der Blut-Hirn-Schranke

Drei Barrieregrenzen limitieren und regulieren den Zutritt molekularer
Bestandteile des Blutes zum Nervengewebe des Gehirns und seiner
Flissigkeitsrdume: 1. Endothelzellen zwischen Blut und der interstitiellen
Flissigkeit (ISF) des Gehirns (endotheliale Blut-Hirn-Schranke), 2. Epithelzellen
des Plexus choroideus (vom Ursprung her Gliazellen) zwischen dem Blut und
der ventrikularen Zerebrospinalflissigkeit (ZSF) (innere (gliale) Blut-Liquor-
Schranke), 3. Epithelzellen der Arachnoidea zwischen Blut und
subarachnoidealer ZSF (duf3ere Blut-Liquor-Schranke). All diesen Barrieren ist
gemein, dass sie durch Tight Junctions abgedichtet sind.

Die gliale-Blut-Liquor-Schranke im Plexus choroideus wund in den
Zirkumventrikularen Organen (ZVOs) ist notwendig, weil die Blutgefal3e in
diesen Organen wegen der fenestrierten Endothelzellen undicht sind und
Blutstoffe in den Liquor und Uber die undichten Ependymzellen ins Hirngewebe
eindringen wirden. Undicht mussen diese Blutgefal3e aber sein, damit die
epithelialen Plexus choroideus-Zellen aus dem Blut den Liquor abscheiden
konnen und in den ZVOs die neurosekretorischen Neurone, z.B. in der
Neurohypophyse, ihre Neurohormone in die Blutbahn abgeben kdnnen.
Eigentlicher Sitz der Blut-Liquor-Schranke sind die Plexus-Epithelzellen und die
Tanyzyten der ZVOs.

Die Tight Junctions, friiher auch Zonulae occludentes genannt, der Blutkapillar-
Endothelzellen grenzen die luminale Seite von der abluminalen Seite ab, die
der Basalmembran zugewandt ist. Dadurch wird die parazellulare Diffusion von
unerwinschten Molekilen verhindert. Zusatzlich sorgen die Tight Junctions fur
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eine Abgrenzung der apikalen von den luminalen Domanen der Endothelzellen
und damit fur polarisierte Eigenschaften: diese sind bedeutsam fur die
Organisation von lonen-Kandlen und Transportern auf der Endothelzell-
Membran.

Jenseits der subendothelialen Basalmembran liegen die Perizyten
(Makrophagen mesenchymalen Ursprungs), die vollstandig von einer
Basalmembran umgeben sind, und die Astrozytenfortsdtze, die sog.
perivaskulare Endfi3e ausbilden. Die Rolle beider Zelltypen fur die Induktion
und Aufrechterhaltung der BHS ist bis heute noch nicht befriedigend aufgeklart
worden. Im Arteriolen- und Venolenbereich bilden die Astrozyten eine eigene
Basalmembran aus, die im Kapillarbereich mit der endothelialen Basalmembran
verschmilzt (Membrana limitans gliae perivascularis). Ahnliche
Endful3strukturen an der Oberflache des Gehirns sorgen fur die Bildung der
Membrana limitans gliae superficialis.

Die parazellulare Diffusionsbarriere geht mit einer extrem geringen
Transzytoserate einher. Grof3e hydrophile Molekile, wie Proteine und Peptide
kénnen nur durch spezifische rezeptorregulierte oder weniger spezifische
adsorptive Transzytose die Endothelzellen betreten. Auf metabolischer Ebene
existiert ebenfalls eine Barriere, bei der durch Ekto-Enzyme wie Peptidasen und
Nukleosidasen und durch intrazellulare Enzyme wie Monoaminooxidasen und
Cytochrom P450, neuroaktive und toxische Verbindungen inaktiviert werden
konnen. Weiter wird eine hohe Anzahl an lonen- und Wasser-Kanélen
exprimiert die zum Erhalt der Homoostase der interstitiellen Flussigkeit beitragt,
um ein optimales Medium zur Funktion der Neurone zur Verfigung zu stellen.
Transporter, zum Beispiel fir Glukose, Nucleoside, Purinbasen und
Aminosauren sorgen fir die Erndhrung des Gehirns (Abbott et al., 2006). Die
BHS verhindert den Ubertritt von im Blut befindlichen Antikérpern, Toxinen und
wenn auch nicht immer gewiinscht, auch einiger Medikamente und dient somit
dem Schutz der Neurone. Gifte, wie das Choleratoxin (Zonula Occludens Toxin)
sind in der Lage, diese Barriere durchlassiger zu machen (Fasano, 2000).
Unpolare, lipophile Stoffe, wie Ethanol, Nikotin, Barbiturate und Narkosegase

kbnnen die BHS Uberwinden. Polare und wasserlosliche Stoffe, wie z.B.



Glukose und Salze bendtigen Transporter und Kandle, um in das Gehirn zu
gelangen. Im Vergleich zu zahlreichen anderen Endothelien, z.B. der Niere,
haben die Endothelzellen des Gehirns keine Fenestrierungen, mit Ausnahme
der Endothelzellen des Plexus choroideus und der ZVOs.

1.2.1 Blut-Hirn-Schranken-Endothel

Endothelzellen kleiden die innere Oberflache der Gefalle im gesamten
Organismus aus. Dabei bilden diese eine Schnittstelle zwischen dem
zirkulierenden Blutstrom und dem umliegenden Hirnparenchym. Die
Endothelzellen der Gehirnkapillaren besitzen eine geringe HoOhe und
interendotheliale Tight Junctions (Reese et al., 1967; Brightman und Reese,
1969). Bis heute wurden viele Tight Junction-Molekdle identifiziert, wie die
Claudine, Occludin, ZO-1 bis Z0O-3, Mitglieder der Ig-Superfamilie und viele
weitere (Wolburg und Lippoldt, 2002; Vorbrodt und Dobrogowska, 2003).
Claudine gelten als die
Bestandteile der BHS, welche fur
die eigentliche Barrierefunktion
& verantwortlich sind (Turksen und
Troy, 2004) und von denen

AstrozytenendfiiRe

inzwischen uber 20 verschiedene

Basallamina . ) L
Moleklle identifiziert werden

Endotheliale b .
Tight-Junction ~ | konnten (Mitic et al., 2000). Von

BHS-Endothelzellen werden

Perizyt

mindestens vier Claudine
exprimiert (Claudin-1, -3, -5 und -
12) (Morita et al., 1999; Liebner

Abb. 1 Aufbau der Blut-Hirn-Schranke am )
Beispiel eines elektronenmikroskopischen Bildes. | €t al., 2000; Nitta et al., 2003;

Wolburg et al, 2003). In
pathologischen Zustanden wie im humanen Glioblastom konnte ein partieller

Verlust von Claudin-1 und -3 nachgewiesen werden (Wolburg et al., 2003). ZO-
1, -2 wund -3 sind periphere Membrankomponenten, welche an
Transmembranproteine, wie die Claudine, gekoppelt sind und groR3e
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Proteinkomplexe bilden, die sogenannten zytoplasmatischen Plaques. ZO-1
war das erste periphere Membranprotein, das in Tight Junctions nachgewiesen
wurde (Stevenson et al.,, 1986). Abluminal, also unmittelbar um die
Endothelzellen der Hirnkapillaren, befindet sich die Basallamina, welche auch
die Perizyten umgibt und zur extrazellularen Matrix zéhlt. Es wére zu einfach,
die Basallamina lediglich als ein statisches Gebilde aufzufassen, welches den
Zellen nur mechanischen Halt verleiht. Es verhdlt sich vielmehr so, dass ihre
Zusammensetzung dynamischen Prozessen unterliegt und unter anderem der
Interaktion mit den Zellen dient und einen Einfluss auf Zellproliferation, -
migration und -differenzierung hat (Hallmann et al., 2005). In der Basallamina
der Gehirn-Endothelzellen lassen sich eine Reihe von Molekilen nachweisen,
wie Agrin, Fibronektin, Kollagenen, Laminin und noch viele weitere (Yurchenco
und Schittny, 1990; Barber und Lieth, 1997; Savettieri et al., 2000). Agrin, ein
Heparansulfat-Proteoglycan (HSPG) wurde erstmals von Nitkin et al. (1987) aus
dem elektrischen Organ von Torpedo californica, einem kalifornischen
Zitterrochen isoliert, und McMahan (1990) identifizierte Agrin als die Substanz,
welche die Acetylcholinrezeptoren an der postsynaptischen Membran der
motorischen Endplatte clustert. In Basalmembranen von Gefal3en mit speziellen
Barriereeigenschaften, wie den Testes und im Thymus, ist das Muster der
Agrinverteilung nicht von jener in Gehirnkapillaren zu unterscheiden (Barber et
al.,, 1997). In einer Studie zur Schadigung von Gehirnkapillaren bei der
Alzheimer Krankheit konnte gezeigt werden, dass ein Zusammenhang
zwischen Agrin-Verteilung und Kapillarschaden besteht (Berzin et al., 2000),
aber auch eine erhthte Konzentration von Agrin in Alzheimer-Plaques wurde
nachgewiesen (Donahue et al.,, 1999). Laminine werden von Astrozyten und
Endothelzellen exprimiert, bilden bis zu 15 verschiedene Isoformen (Chiu et al.,
1991; Hallmann et al.,, 2005) und konnten auch in der neuromuskularen
Endplatte nachgewiesen werden (Sanes et al., 1990). Das Glykoprotein
Fibronektin tritt in zwei verschiedenen Formen auf. Von den Hepatozyten
gebildet, ist es zum einen in seiner léslichen Form in Blut und
Korperflissigkeiten und zum anderen als unl6slicher Bestandteil in der

extrazellularen Matrix nachweisbar (Kosmehl et al., 1996). Fibronektin hat



vielfaltige Funktionen und spielt eine wichtige Rolle bei der Zelladhasion,
Migration, Blutgerinnung, Wundheilung und bei der onkogenetischen
Transformation (Schwarzbauer, 1991). Bei Schadigung der Hirnkapillaren kann
es zur Extravasation von Plasma-Fibronektin kommen, welches dann

immunhistochemisch nachweisbar ist (Nag, 1996).

1.2.2 Astrozyten

a. Historisches

1854 schreibt Rudolf Virchow in einer Arbeit zum histologischen Aufbau des
Gehirns: ..., so muf3 ich schliessen, dass eine weiche, der Bindesubstanz im
Grossen zugehdrende Grundmasse Uberall die Nervenelemente der Centren
durchsetzt und zusammenhélt und dass das Ependym nur der an der
Oberflache Uber die Nervenelemente frei hervortretende Theil davon ist.”
(Virchow, 1854) Vier Jahre spater, in einer 1858 am Pathologischen Institut zu
Berlin gehaltenen Vorlesungsreihe doziert Virchow uber die Eigenschaft des
Ependyms und bemerkt: ,Diese Eigenthumlichkeit der Haut , dass sie
continuirlich in die Zwischenmasse, den eigentlichen Kitt, welcher die
Nervenmasse zusammenhalt, Gbergeht, dass sie in ihrer ganzen Erscheinung
eine von den Ubrigen Bindegewebsbildungen verschiedene Masse
reprasentiert, hat mich veranlasst, ihr einen neuen Namen beizulegen, den der
Neuroglia (Nervenkitt).” (Virchow, 1859). In der gleichen Vorlesung spricht
Virchow auf3erdem uber ,...gewisse sternférmige Elemente,...welche bis dahin
als Nervenzellen betrachtet worden waren,...” und dass diese ,...unzweifelhaft
der Neuroglia angehorten.“ Damit wurden die Sternzellen vorweggenommen,
welche spater durch von Koélliker und Weigert den Namen Astrozyten erhielten
(Weigert, 1895; von Kolliker, 1896).



b. Topologie und Zytoskelett

Heute lassen sich Gliazellen am treffendsten als Nervensystem-spezifische
Nicht-Nervenzellen definieren. Sie gehdéren mit den Oligodendrozyten und den
Ependymzellen zur Makroglia. Diese werden je nach Aussehen und Kontakte
ihrer Zellprozesse Kklassifiziert (Reichenbach, 1989). Astrozyten werden
charakterisiert durch Endftil3e, welche mit der Basallamina um Blutgeféal3e und /
oder der Pia mater oder dem Glaskorper des Auges Kontakt haben. Im
Gegensatz zur Ependymoglia besitzen Astrozyten keinen Kontakt zum
Ventrikelsystem. Die Beschaffenheit dieser Zellen steht in Zusammenhang zu
strukturellen und funktionellen Interaktionen und ist abhangig von ihrem
Mikromillieu. Das klassische Zytoskelettelement der Astrozyten sind die
Intermediarfilamente (10nm Durchmesser), von denen die wichtigsten vom Typ
des sauren fibrillaren Gliafilamentproteins (glial fibrillary acidic protein, GFAP)
sind. Wahrend der Embryonalentwicklung exprimieren Glioblasten allerdings
Vimentin (Stichel et al., 1991), in reifen Astrozyten kommt kein Vimentin mehr
vor. In reaktiven Astrozyten und Gliomzellen wird es reexprimiert (Eliasson et
al., 1999).

c. Gap Junctions

Ein besonders auffalliges Element astroglialer Zellbiologie sind die Gap
Junctions (siehe Abb. 2, A, vergroRerter Ausschnitt). Sie dienen dem
interzellularen Austausch von niedermolekularen Substanzen und Signalstoffen
und bewirken eine elektrische Kopplung (funktionelles Syncytium). Sie
bestehen aus Gap Junction-Proteinen (Connexine), die 4
Transmembrandoméanen mit zwei extrazellularen Loops besitzen und als
Hexamere ein Connexon oder Halbkanal (hemichannel) bilden. Ein
Hemichannel einer Zelle bildet mit dem Hemichannel der Partnerzelle einen
ganzen funktionellen Kanal. Diese sind in einer Membrandoméane stark
geclustert. Erst dieses Cluster nennt man eine Gap Junction. Vermutlich ist die
Clusterung wichtig, um die Wahrscheinlichkeit zu erhdhen, dass die Halbkanéale
beider Partnerzellen an den Loops andocken koénnen. Das hauptséchliche



Connexin der Astrozyten ist das Cx43, ein Protein mit 43 Kilodalton

Molekulargewicht.

d. Orthogonale Partikelkomplexe (OPKSs)

Eine weitere strukturelle Membrankomponente der Astrozyten sind die
sogenannten Orthogonalen Partikelkomplexe (OPK). Es sind Cluster von
Untereinheiten, die einen Durchmesser von 7nm haben und nur mit Hilfe der
Gefrierbruch-Technik dargestellt werden konnen (Wolburg, 1995), siehe Abb. 2.
Ihr Hauptmerkmal ist die ungleiche Verteilung tber die Zelloberflache: bei
direktem Kontakt mit der Basallamina (Membrana limitans superficialis et
perivascularis) ist die Dichte 10-mal héher als im Neuropil. Diese Polaritat geht
in der Zellkultur, aber auch in Gliomzellen und Uberhaupt in reaktiven
Astrozyten verloren oder wird reduziert. Viele Jahre lang waren die OPKs
ausschlief3lich in der Gefrierbruchreplika erkennbar. Seitdem man weil3, dass
die OPKs das Wasserkanalprotein Aquaporin-4 (AQP4) enthalten, lassen sie
sich auch immunzytochemisch mit Antikdrpern gegen AQP4 nachweisen (Rash
et al., 1998; Rash et al., 2004).

Abb. 2 Schema zur Verdeutlichung der Gliovaskularen Beziehungen. Abb. 2A: AEF
(AstrozytenendfiiRe), EZ (Endothelzelle), TJ (Tight-Junction, schwarz gepunktet), PZ
(Perizyt), rote Kastchen: OPKs (Orthogonale Partikelkomplexe, enthalten AQP4), GJ (Gap-
Junction, gelb markiert), BL (Basallamina) Abb. 2B: Elektronenmikroskopische Aufnahme
der Astrozytenendfu3struktur mit OPKs.




e. Physiologie und Polaritat der Astrozyten

Eine wichtige Funktion von Astrozyten ist der Erhalt der K*-Homgostase im
extrazellularen Raum (Kuffler und Nicholls, 1966). Da sich bei Aktivitat der
Neurone die K'-Konzentration extrazellular erhéht, muss diese schnell
abgepuffert werden. Dies ist wichtig, um die Nervenzellen erregbar zu halten.
Am effektivsten ist die raumliche Pufferung. Dadurch wird K™ extrazellular von
einem Gebiet hoher Konzentration auf Grund hoher neuronaler Aktivitét in ein
Gebiet niedriger Konzentration umverteilt. Grundvoraussetzung ist eine hohe
Kalliumleitfahigkeit der Gliazellmembran in synapsenfernen Gebieten.

Die Unterteilbarkeit der astroglialen Oberflache in Endfuldoméanen und
parenchymale Domanen, die durch stéarkere oder schwéachere Anwesenheit von
Kalium- und Wasserkanédlen definiert ist, begrindet eine Polaritat des
Astrozyten. Diese Polaritat ist von enormer physiologischer Bedeutung und
ermoglicht der Zelle die Fahigkeit zu raumlicher Pufferung des extrazellularen
Kaliums. Strukturell &ul3ert sich diese Polaritat, wie oben schon beschrieben, in
einer Anhaufung der OPKs in der EndfuBmembran. Bemerkenswert ist die
Beobachtung, dass, wo die astrogliale Membran den Kontakt zur perivaskularen
Basalmembran verliert, die Dichte der OPKs drastisch abfallt. Also muss in der
Basalmembran ein Prinzip wirksam sein, das die Polaritat induziert.

In der Basalmembran sind, wie oben schon erwéhnt, zahlreiche extrazellulare
Matrixkomponenten wie Laminin, Fibronektin, Kollagene, und Heparansulfat-
Proteoglycane enthalten. Unter letzteren scheint Agrin besonders interessant zu
sein, weil es in Gehirn-Mikrogefallen akkumuliert, und zwar um den Zeitpunkt
der BHS-Etablierung (Tag 20). Da im humanen Glioblastom die
Immunreaktivitéat gegen Agrin stellenweise verloren geht (wobei nicht klar ist, ob
wegen einer Herunterregulation oder einer enzymatischen Degradierung), und
an diesen Stellen 1. die Tight Junction-Molekile im benachbarten Endothel
teilweise verschwinden (Rascher et al., 2002) und 2. AQP4 und Molekile des
Dystrophin-Dystroglycan-Komplexes (DDC) (a-Syntrophin und a-Dystroglycan,
siehe Abb. 3) umverteilt werden (Warth et al., 2004), wurde die
Arbeitshypothese aufgestellt, dass Agrin fur die Polarisierung des Astrozyten



eine Uberragende Rolle spielt und diese Polarisierung wiederum fur die

Aufrechterhaltung der endothelialen Blut-Hirn-Schranke.

Laminin

Agrin

—===={if

Syn

a-DB \
C

Dystrophin/Utrophin PDZ

Abb. 3 Aufbau des Dystrophin-Dystroglycan Komplexes: a-DG (a-Dystroglycan), B-DG (B-
Dystroglycan), AQP4 (Aquaporind), a-DB (a-Dystrobrevin), Syn (Syntrophin), N (N-
terminales Ende), C (C-terminales Ende), PDZ (postsynaptic density protein (PSD),
drosophila disc large, zonula occludens protein (ZO-1))

Da im Gliom einerseits die Umverteilung und Heraufregulation von AQP4
(Saadoun et al., 2002), andererseits eine Abnahme der OPK-Dichte (Neuhaus,
1990) beobachtet wurde, wurde angenommen, dass AQP4 auch aul3erhalb der
OPK-Struktur vorkommen kann (Warth et al., 2004). Diese Situation kdnnte im
Zusammenhang mit einer Dysregulation der rdumlichen Pufferung indirekt zur
Unterstitzung der Entwicklung eines zytotoxischen und/oder vasogenen

Odems fuhren.
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1.3 Die Blut-Hirn-Schranke im Hirntumor

Wie jeder Tumor auch aufRerhalb des Gehirns, ist das Astrozytom und
Glioblastom bestrebt, seine Proliferation und Migration dadurch zu férdern und
zu stabilisieren, dass es GefalRwachstum stimuliert. Das geschieht in erster
Linie durch die Ausschittung von VEGF, dem vaskuldren endothelialen
Wachstumsfaktor, dessen Rezeptoren auf der abluminalen Seite des Endothels
sitzen (Machein et al., 1999). Dadurch proliferieren die Endothelzellen nicht nur,
sondern werden durch Bildung von Fenestrierungen auch permeabel (Roberts
und Palade, 1997; Esser et al., 1998). Parallel zu diesem angiogenetischen
Weg verlieren im Hirntumor die Astrozyten Uberwiegend ihre Polaritat. Die im
reifen und normalen Gehirn auftretenden orthogonalen Partikelkomplexe (OPK),
besitzen im Verhaltnis zum Neuropil eine 10-mal héhere Dichte in direktem
Kontakt zur Basallamina der Blutgeféal3e (Membrana limitans perivascularis) und
zur Basallamina an der Oberflache des Gehirns (Membrana limitans
superficialis). Unter Zellkulturbedingungen ist diese typische Polaritat
aufgehoben und in Hirntumoren stark reduziert (Neuhaus, 1990). Ob und wie
diese beiden Phé&nomene, Bildung von Fenestrierungen und Verlust der
Polaritat, miteinander kausal verkntpft sind, ist nicht bekannt. Jedenfalls geht
zusatzlich die endotheliale Barrierefunktion verloren. Rascher et al. (2002)
konnten zeigen, dass im humanen Glioblastom Agrin stellenweise verloren geht
und dort, wo es fehlt, auch eines oder sogar mehrere Tight Junction-Proteine im
entsprechenden Endothel verloren gingen. Auf3erdem wird in den
pathologischen GefalRen das extrazellulare  Glykoprotein  Tenascin
hochreguliert. Die Expression von Occludin und Claudin-5 ist in Gehirntumoren
herunterreguliert (Liebner et al., 2000; Papadopoulos et al., 2001b) und auch
Claudin-3 wurde sowohl im Glioblastom als auch wahrend der Entziindung des
ZNS vermindert bis gar nicht mehr nachgewiesen (Wolburg et al., 2003). Warth
et al. (2004) konnten dann auf glialer (bzw. gliomatoser) Seite eine
Umverteilung von Proteinen beobachten, die normalerweise nur an der
perivaskularen Endfumembran vorkommen. Durch die oben genannten
Vorgéange wird die Entstehung eines Hirnbdems begunstigt, welches auf den
Verlust der endothelialen Barrierefunktion zuriickgeht und zu einem Einstrom
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von Flussigkeit in das umliegende Hirngewebe fuhrt. Dies wiederum erhéht die
Morbiditat und Mortalitdt unter Patienten, die an Hirntumoren leiden (Thapar et
al., 1995; Papadopoulos et al., 2001a). Eine effektive immuntherapeutische
Behandlung von Gehirntumoren ist nahezu unmdglich, da in kleinen
Hirntumoren die BHS noch intakt ist und erst unter fortgeschrittenem
Tumorwachstum die Kapillaren zunehmend permeabel werden (Fidler et al.,
2002; Bauer et al., 2005).

1.3.1 Humane Gliome

Unter Gliomen versteht man eine heterogene Gruppe von Hirntumoren, die sich
von den Gliazellen ableiten. Maligne Gliome zeigen ein invasives
Wachstumsmuster und werden von der WHO in vier prognostische Grade
eingeteilt, die auch fir die Therapie eine Rolle spielen: Grad | (pilozytisches
Astrozytom), Grad Il (diffuses Astrozytom), Grad Ill (anaplastisches Astrozytom)
und Grad IV (Glioblastom) (Louis et al., 2007). Das pilozytische Astrozytom tritt
bevorzugt in der Kindheit auf und wachst langsam. WHO Grad I, Il und IV
Gliome wachsen diffus-infiltrativ und kénnen als verschiedene Grade maligner
Progression aufgefasst werden. Das Glioblastom, als bdsartigster Tumor, ftritt
zur Zeit der Diagnose im Median mit 64 Jahren auf. Manner sind, was das
Auftreten maligner Gliome insgesamt angeht, 40% hé&ufiger betroffen als
Frauen (CBTRUS, 2008). Die mittlere Uberlebenszeit betragt trotz optimaler
Behandlung fir das Glioblastom nur 12 bis 15 Monate und 2 bis 5 Jahre fiur das
anaplastische Astrozytom (Wen und Kesari, 2008). Fur die Mehrzahl maligner
Gliome konnte bisher keine auslosende Ursache gefunden werden. Ein
Zusammenhang besteht aber fir kraniale Bestrahlung (Fisher et al., 2007). Bei
5% der Patienten mit malignen Gliomen besteht eine positive
Familienanamnese, von denen wiederum einige mit seltenen genetischen
Syndromen, wie Neurofibromatose, oder dem Li-Fraumeni Syndrom assoziiert
sind (Farrell und Plotkin, 2007). Gliome prasentieren sich klinisch am haufigsten
durch das Auftreten von Kopfschmerzen, Krampfanféllen, fokalen
neurologischen Defiziten, Gedachtnisverlust, oder auch Personlichkeits-
veranderungen (Weller und Thomas, 2003; Wen et al.,, 2008). Uber die
12



Therapieform des Tumors entscheidet der WHO-Grad des Glioms, die
Lokalisation des Tumors, das Alter des Patienten und der Allgemeinzustand
des Patienten (Weller, 2005). Die Standardtherapie fir maligne Gliome
beinhaltet die chirurgische Resektion, sofern ausfuhrbar, Bestrahlung und
Chemotherapie (Wen et al., 2008).

1.3.2 Das RG2-Gliom

Um die Pathologie humaner Gliome am Tiermodell studieren zu kdnnen
induzierten Koestner et al. (1971) an Fischer-Ratten durch intravenose
Verabreichung von Nitrosoharnstoffverbindungen kinstliche Hirntumore
(Swenberg et al., 1972; Ko et al., 1980; Aas et al., 1995). Bei der systemischen
Applikation von Nitrosoverbindungen, wie N-ethyl-N-nitrosourea (ENU) bzw. N-
methyl-N-nitrosurea (MNU), soll es vor allem im Nervensystem zur Alkylierung
der DNA-Basen aufgrund eines verminderten DNA-Reparaturmechanismus
kommen. Die alkylierten Basen fihren dann zu Basenfehlpaarungen und
Punktmutationen, die wiederum eine unkontrollierte Expression von Onkogenen
und Wachstumsfaktor-Rezeptoren mit daraus resultierender ungehemmter
Zellproliferation zur Folge haben (Bilzer et al., 1989). Durch Klonierung dieser
Tumorzellen wurde eine Zelllinie mit der Bezeichnung RG2 (rat glioma 2)
entwickelt, welche auch den Namen D74-RG2 oder D74 tragt und seitdem in
experimentellen Tumoren Verwendung findet. RG2-Tumore werden fur eine
gro3e Anzahl unterschiedlicher Studien genutzt, in denen zum Beispiel die
Gefal3permeabilitat, regionale Blutflussmessungen, der Tumormetabolismus
und wie in der vorliegenden Arbeit in vivo Tumorwachstum und seine Effekte
auf die BHS erforscht werden sollen (Barth, 1998). Die biologische
Charakteristik von RG2-Gliomen gleicht humanen WHO Grad Il und IV
Tumoren. Sie zeichnet sich in lhrer Neuropathologie und in ihrem Wachstum
durch zellularen Pleomorphismus, erhdhte mitotische Aktivitat, Proliferation von
Blutgefallen, Nekrosen, Invasivitat und lhrer Beeintrachtigung der BHS aus
(Bilzer et al., 1989).
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1.4 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Nach wie vor ist die Beziehung zwischen Tumormaliginitdt und
Schrankenstérung nicht gut genug geklart. In dieser Arbeit sollte daher im
Rattengliom, das als Modellsystem des humanen Glioblastoms gilt, die
Verteilung von BHS-relevanten Molekilen wie Agrin und AQP4, aber auch
Mitgliedern des Dystrophin-Dystroglycan-Komplexes und Tight Junction-
Molekulen untersucht werden. Begleitend sollten auch Veranderungen an den
Tight-Junction Molekilen ZO-1 und Claudin-5 beschrieben werden.

2. Material und Methoden
2.1 Immunhistochemie und Histologie

Untersucht wurden vier Gehirne von 7 Wochen alten, mannlichen Fischer-344-
Ratten. Die Gehirne wurden von Herrn PD Dr. B. Erdlenbruch (Zentrum fur
Kinderheilkunde und Jugendmedizin der Georg-August-Universitat Gottingen)
zur Verfigung gestellt. Den Tieren wurden die Gehirne am 13. bzw. 14. Tag,
nach Injektion von RG2-Tumorzellen (LGC Promochem GmbH, Wessel;
American Type Culture Collection) in die rechten Grof3hirnhemisphéaren,
entnommen. Die GrofR3hirne wurden anschlie3end durch einen medialen Schnitt
in die zwei Hemisphéren geteilt und unmittelbar danach in Tissue-Tec (Sakura
Fintek Europe B.V., Zoeterwoude, Niederlande) eingefroren. Vor den
immunhistochemischen Farbungen wurden die in Tissue-Tec eingebetteten und
bei —180CT gefrorenen Grol3hirnhemispharen mit einem Gefriermikrotom
(Kryostat 2800 Frigocut-E, Reichert-Jung, Nussloch) in 9 pym feine Scheiben
geschnitten. Boxentemperatur: -26C, Objektragertem peratur: -21C. Die
Schnitte wurden auf Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager (60mm x 20mm),
die zuvor auf einer Warmeplatte (Gerhardt, H22 electronic, Bonn) bei 37C
angewarmt wurden, aufgebracht. Die mit Gewebeschnitten versehenen
Objekttrager wurden anschliel3end nach folgendem Protokoll gefarbt: Fixierung
mit Ethanol fur 5min bei 4C im Kihlschrank, anschlie3end Fixierung flr 1min
mit Aceton bei Raumtemperatur, zweimal 5min mit TBS waschen, blocken fur

30min mit skimmed milk / Triton. Inkubation mit Primarantikbrper in
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Dimethylsulfoxid (DMSO) oder skimmed milk / Triton im Kihlschrank bei 4C
Uber Nacht oder fiur 1h bei Raumtemperatur. Dreimal 5min waschen mit TBS.
Anschliel3end Inkubation mit Sekundarantikérper fur 1h bei Raumtemperatur.
Dreimal 5min waschen mit TBS. Eindecken mit Glycerol (MP Biomedicals,
Aurora, Ohio, USA) plus 10% TBS oder Fluorescent Mounting Medium (Dako
Cytomation). Die Fluoreszenz wurde mit einem konfokalen Laser Scanning
Mikroskop (Axiovert 135M, Zeiss, Oberkochen) untersucht. Die Bilder wurden
anschlieBend mit Adobe Photoshop nachbearbeitet (Version 5.5, Adobe,
Mountain View, CA).

Fiur die histologische Darstellung der Gewebeproben wurde ein Hamatoxylin-
Eosin-Farbungsverfahren durchgefiihrt: nach Lufttrocknung der Schnitte, farben
fur 15min in Hamatoxylin-Lésung (Merck), 10min blauen in Leitungswasser,
spulen in Aqua destillata, gegenfarben fir 2min mit Eosin (Merck), entwassern
uber Ethanol 96% und 100%, klaren mit Xylol (Merck) und eindecken in Pertex
(medite, Borgdorf). Die Hamatoxylin-Eosin Schnitte wurden anschlieend mit

einem Durchlichtmikroskop (Axioplan, Zeiss, Oberkochen) untersucht.

2.2 Agenzien und Puffer

- TBS-Puffer: 30,3g Trizma Base (Sigma), 44,09 NaCl (Merck) und 0,735g
Calciumchlorid-Dihydrat (Merck), in 4500ml Aqua Destillata I6sen, am
pH-Meter mit 32% HCI (Merck) auf pH 7,4 einstellen, Erlenmeyerkolben
bis 5000ml auffillen.

— Block-Puffer: 10g Magermilchpulver (Merck), 800ul 10% Natrium-Azid,
6ml 10% Triton-X 100 (Serva), in 200 ml TBS lésen; pH auf 7,4 einstellen
und bei leichter Warme eine Stunde rihren.

- PBS-Puffer: 8,0g NaCl (Merck), 0,2g KCI (Merck), 1,449 Na,HPO,
(Merck), 0,2g KH,PO,4 (Merck) in 1000ml Aqua Destillata I6sen, am pH-
Meter mit 32% HCI (Merck) auf pH 7,4 einstellen.

— Poly-L-Lysin-Lésung: 20ml Poly-L-Lysin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
mit 180ml Aqua bidestillata verdiinnen.
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2.3 Antikorper

Folgende Priméarantikérper wurden verwendet:

Anti-Aquaporin-4, monoklonal, gezogen in der Maus, Verdinnung 1:50
(Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen)

Anti-Agrin, monoklonal, gezogen im Kaninchen, Verdinnung 1:200
(freundlicherweise Uberlassen von Prof. Markus Riegg (Eusebio et al.,

2003), Biozentrum Universitat Basel)

Anti-B-Dystroglycan, monoklonal, gezogen in der Maus, Verdinnung
1:100 (Novocastra Laboratories Ltd.,, Newcastle upon Tyne,
Grol3britannien)

Anti-Claudin-5, polyklonal, gezogen im Kaninchen, Verdinnung 1:200
(freundlicherweise Uberlassen von Dr. Stefan Liebner (Liebner et al.,
2000), Universitat Frankfurt)

Anti-ZO-1, monoklonal, gezogen in der Maus, Verdinnung 1:100
(ZYMED Laboratories Inc., San Francisco, USA)

Anti-Fibronektin, polyklonal, gezogen im Schaf, Fluorescein Isothiocyanat
(FITC)-konjugiert, Verdinnung 1:600 (BIOTREND Chemikalien GmbH,
Kdln)

Anti-Pan-Laminin, polyklonal, gezogen im Kaninchen, Verdinnung 1:200
(DAKO Deutschland GmbH, Hamburg)

Folgende Sekundarantikérper wurden verwendet:

Esel anti-Hase, konjugiert mit Cy2, Verdinnung 1:50 (Dianova GmbH,
Hamburg)

Ziege anti-Kaninchen, konjugiert mit Cy3, Verdinnung 1:400 (Dianova
GmbH, Hamburg)

Esel anti-Maus, konjugiert mit Cy3, Verdinnung 1:100 (Dianova GmbH,
Hamburg)
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Ziege anti-Maus, konjugiert mit Cy3, Verdinnung 1:100 (Dianova GmbH,
Hamburg)

Ziege anti-Kaninchen, konjugiert mit Alexa Fluor 488, Verdiinnung 1:100
(MoBiTec, Gottingen)
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3. Ergebnisse

Um einen ersten Eindruck von den Gewebeproben zu erhalten, wurden
Hamatoxilin-Eosin-Farbungen beider Hemispharen aller vier Rattenhirne
angefertigt. Die Tumoren waren in den rechten Hemispharen schon mit blo3em
Auge gut vom restlichen Gewebe abgrenzbar und sehr zellreich. Im
Durchlichtmikroskop waren neben der hohen Zelldichte mit vielen Mitosen, auch
nekrotische Areale, Blutungen und Fibrinausfallungen zu erkennen. Die Gefalie
waren vor allem im Tumorzentrum dilatiert, mit teilweise glomerular, blind
endenden Strukturen.

Die Praparate in Abb. 4 sollen die fur die spateren immunhistochemischen
Farbungen gewahlten Bildausschnitte verdeutlichen. Die tumorfreie linke
Hemisphare wurde dabei als Kontrolle zum Vergleich mit dem Tumor

»

herangezogen.
Tumortragende Tumorfreie
rechte Hemisphéare linke Hemisphéare

Abb. 4 Reprasentative Schnitte durch Rattenhirn-Hemispharen zur Verdeutlichung der
Bildausschnitte in den Immunhistochemischen Aufnahmen anhand von Hamatoxilin-Eosin-
Farbungen. A Tumortragende rechte Hemisphare 1 RG2, 2 Ubergang von Tumor in
angrenzendes Gewebe, 3 Randbereich RG2-RB B 1 Bildausschnitt aus der tumorfreien
linken Hemisphéare (TfH). (Balken: 400 um)

18



3.1 Die immunhistochemische Struktur der Blut-Hirn- Schranke im
Rattengliom

3.1.1 Endothel und Extrazellulare Matrix

Als Endothelmarker dienten Antikorper gegen Fibronektin bzw. Pan-Laminin.
Die Immunreaktivitdt gegen Fibronektin war tber die gesamte Tumormasse in
allen Gewebeproben netzartig-diffus verteilt und endete abrupt zum Rand des
Tumors hin (Abb. 8, E). Die BlutgefaRe im Bereich des Tumors waren oft
hyperplastisch dilatiert (Abb. 5 und 8, H) und zum Teil geschlangelt (Abb. 5, H).
Gefalle wie im tumorfreien Gewebeanteil waren seltener zu finden. Das
Verteilungsmuster von Laminin war dem des Fibronektin ahnlich (Abb. 6, 7 und
9, E). Die netzartige Verteilung war aber im Tumor weniger ausgepragt. In den
gegen Laminin gefarbten Proben waren ebenfalls dilatierte Gefal3e zu finden
(Abb. 9, H). Der Anti-Laminin AK zeigte eine hodhere Affinitdt als der Anti-
Fibronektin-AK, was sich in den Aufnahmen der tumorfreien Hemisphéren
widerspiegelt (Abb. 6, 7 und 9, B). Bei den Tight-Junction Molekilen lasst sich
sagen, dass Claudin-5 vor allem in zentralen und dilatierten TumorgefalRen
(Abb. 8, I) eine im Verhaltnis zu gesunden Hirnkapillaren (Abb. 8, C) eher
plumpe Verteilung aufweist. Bei ZO-1 war der Unterschied weniger stark
ausgepragt. Hier zeigten auch die Tumorgefalle noch ein relativ feines
Verteilungsmuster (Abb. 9, I), wie die Gefal3e in der tumorfreien Halfte (Abb. 9,
C).

3.1.2 Astrogliamarker

Die Farbung gegen das HeparansulfatProteoglycan Agrin erbrachte in der
tumorfreien Hemisphare eine gute Abgrenzbarkeit des roten Signals vom
restlichen Gewebe und war gleichmaflig um die Hirnkapillaren verteilt (Abb. 5,
C). Im Tumor jedoch fehlte das Signal stellenweise vollig oder war, wie in der
Abb. 5, | zu sehen nur sehr schwach nachweisbar. Fur die Markierung von
AQP4 kann ahnliches gesagt werden. In Abb. 6, | ist die Immunreaktivitdt um
die Gefale im Tumor nahezu aufgehoben. Im gesunden Gewebe jedoch findet
sich das Signal fur AQP4 regelmallig um die Kapillaren verteilt (Abb. 6, C).

19



Dieses Verteilungsmuster ist sehr schon im Ubergangsbereich von Tumorrand
zu Tumorzentrum nachvollziehbar (Abb. 6, F). B-DG zeigt im Tumor ein diffuses
Verteilungsmuster im gesamten Tumorgewebe, wobei GefalRe im Tumor noch
ein gut erkennbares Signal fur B-DG aufweisen (Abb. 7, I). Der Ubergang von

Tumor zu gesunden Gewebe ist jedoch nicht so scharf demarkiert (Abb. 7, F).
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RG2-RB TfH

RG2

Agrin/Fibr. Fibronektin Agrin

Abb. 5 Immunhistochemische Farbung mit Antikérpern gegen Agrin (rot) und
Fibronektin (griin) im RG2, jeweils an der tumorfreien linken und tumortragenden
rechten Grofl3hirnhemisphére. A Gewebe der linken Tumorfreien Hemisphare (TfH). D
RG2-Randbereich (RG2-RB), auRerhalb der Tumormasse. G Ausschnitt aus dem
zentralen Bereich des RG2, aus der rechten Hemisphéare. B, E und H Separate
Darstellung des griinen Kanals. C, F und | Separate Darstellung des roten Kanals.
Das dilatierte Tumorgefall (G, H und 1) zeigt im roten Kanal nur noch ein sehr
schwaches Agrin-Signal (1). In der tumorfreien linken Hemisphare (C) und im
angrenzenden Gewebe auferhalb der Tumormasse (F) zeigen sich im roten Kanal
keine Veranderungen in der Immunreaktivitat fir Agrin. (Balken: 25 um)
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Ubergang TfH

RG2

AQP4/Lam. Laminin

Abb. 6 Immunhistochemische Farbung mit Antikérpern gegen AQP4 (rot) und
Laminin (grin) im RG2, jeweils an der tumorfreien linken und der tumortragenden
rechten GroRRhirnhemisphéare. A Gewebe der linken Tumorfreien Hemisphéare (TfH). D
Ubergangsbereich von tumorfreiem Gewebe in die Tumormasse. G Ausschnitt aus
zentralem Bereich des Tumors. B, E und H Separate Darstellung des griinen Kanals.
C, F und | Separate Darstellung des roten Kanals. A Gesundes Gefal3. G Dilatiertes
Tumorgefal3, welches im roten Kanal nur noch ein sehr schwaches AQP4-Signal
zeigt (1). Die BlutgefalRe in D, welche in Richtung Tumorzentrum ziehen, zeigen
ebenfalls ein deutlich abgeschwachtes Signal, im Gegensatz zu den Gefal3en, die
nicht von Tumorgewebe umgeben sind. In der tumorfreien linken Hemisphéare (C)
hingegen zeigen sich im roten Kanal keine Veranderungen in der Immunreaktivitat.
(Balken: A-C und G-I 25 pym, D-F 50 ym)
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Ubergang

B-DG/Lam. Laminin B-DG

Abb. 7 Doppel-immunfluoreszenzfarbung mit den Basallamina-Protein Laminin
(grin) und B-DG (rot) im RG2, jeweils in der linken tumorfreien und der rechten
tumortragenden Hemisphare. A Gewebe der linken Tumorfreien Hemisphare (TfH). D
Ubergangsbereich von Tumorgewebe in tumorfreies Gewebe (Grenze durch
gestrichelte Linie markiert). G Ausschnitt aus zentralem Bereich des Tumors. B, E
und H Separate Darstellung des griinen Kanals. C, F und | Separate Darstellung des
roten Kanals. A Gesundes Gefal3. H und | Im griinen und im roten Kanal ist das
Signal fur Laminin und B-DG diffus im Tumorgewebe um die BlutgefaRe verteilt.
(Balken: A-C und G-I 25 ym, D-F 50 ym)
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Ubergang

RG-2

Clau-5/Fib Fibronektin Claudin-5
. _ 5 ‘

Abb. 8 Doppel-Immunfluoreszenzfarbung mit dem Basallamina-Protein Fibronektin
(grin) und dem Tight Junction-Molekil Claudin-5 (rot) im RG2, jeweils in der linken
tumorfreien und der rechten tumortragenden Hemisphare. A Gewebe der linken
Tumorfreien Hemisphare (TfH). B Ubergangsbereich von Tumorgewebe in
tumorfreies Gewebe (Grenze durch gestrichelte Linie markiert). C Ausschnitt aus
zentralem Bereich des Tumors. B, E und H Separate Darstellung des griinen Kanals.
C, F und | Separate Darstellung des roten Kanals. A Gesundes Gefal3. D, E, G, H
Fibronektin weist im Tumorbereich eine diffuse Verteilung auf. H Die GefalR3e im
Tumor wirken verplumpt. | Claudin-5 tritt an dilatierten TumorgeféaRen in einem fleck-
und punktférmigen Muster auf. F Kleinere TumorgefédRe zeigten aber Uberwiegend
noch ein fein strukturiertes Signal fir Claudin-5, siehe Pfeile (Balken: A-C und G-I 25
pm, D-F 50 pym)

24




Z0O-1/Lam Laminin Z0-1

Ubergang

RG2

Abb. 9 Doppel-Immunfluoreszenzfarbung mit dem Basallamina-Protein Laminin
(grin) und dem Tight Junction-Protein ZO-1 (rot) im Rattengliom RG2, jeweils in der
tumorfreien linken (TfH) und der tumortragenden rechten Hirnhemisphare (RG-2). A
Aufnahme aus der tumorfreien gesunden Hemisphare. D Aufnahme aus dem
Ubergangsbereich. G Aufnahme aus dem Bereich des Tumorgewebes. B, E, H
Separate Darstellung des griinen Kanals. C, F, | Separate Darstellung des roten
Kanals. | Das ZO-1-Signal an Gefalien im Tumorgewebe ist gleich stark ausgepragt
wie im gesunden Gewebe. Im Tumorgewebe ist das ZO-1 Signal auch diffus im
umliegenden Gewebe zu sehen. (Balken: 25 um)
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4. Diskussion

4.1 Zur Rolle der Astrozyten bei der Induktion und Aufrechterhaltung der
Blut-Hirn-Schranke

Die Eigenschaften der Blut-Hirn-Schranke (BHS), das Gehirn vor toxischen
Substanzen und UnregelméaRigkeiten in der Blutzusammensetzung zu
schitzen, entwickeln sich im Laufe der Embryogenese allmahlich. Die
entscheidenden Strukturen fir diese Barrierefunktion stellen die Tight Junctions
dar. Sie verhindern die parazellulare Diffusion von Wasser und wasserléslichen
Substanzen durch das Endothel der Gehirnkapillaren vorbei in das neuronale
Parenchym des Gehirns.

Die Versperrung des parazellularen Weges impliziert nun aber die
Notwendigkeit, dass im Blutplasma geloste Nahrstoffe, wie Glukose und
Aminosauren, die Neurone erreichen mussen. Aul3erdem muss uberflissiges
Wasser, welches beim Glukosemetabolismus anféllt, das Gehirnparenchym
wieder verlassen kénnen, und unerwiinschte Substanzen missen wieder in das
GefalBlumen  zurlcktransportiert und  UnregelmaRigkeiten in  der
Elektrolytzusammensetzung abgepuffert werden. Um all diese Aufgaben zu
erfillen, sind spezielle Transporter und Kanale notwendig, die an der luminalen
und abluminalen Seite der Endothelzellen lokalisiert sind. Aber nicht nur die
Endothelzellen mit Ihrer komplexen Ausstattung, sondern auch die Astrozyten
mit ihren Gap Junctions, Aquaporin- und Kaliumkanalen an ihren
Endful3strukturen leisten einen entscheidenden Beitrag zur Wasser- und
Elektrolythomoostase. Da zur BHS auch die Endful3strukturen der Astrozyten
zahlen und die Endothelzellen des Gehirns eine so hohe Spezialisierung
aufweisen, stellt sich nun die Frage, in wieweit Astrozyten an der Entwicklung
und Aufrechterhaltung der BHS beteiligt sind.

Wie schon erwahnt, ist die Ausbildung der Barriereeigenschaften der BHS ein
gradueller Prozess, der nicht einfach zu einem bestimmten Zeitpunkt
unvermittelt auftritt, sondern allmahlich und auch nicht in allen Teilen des ZNS
synchron ablauft. Wakai und Hirokawa (1978) untersuchten die Reifung der
BHS am Beispiel der Embryonal-Entwicklung des Huhnchens. Dafur wurde in
die Allantoisvene von Hihnchenembryonen Meerrettichperoxidase injiziert und
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anschlieBend licht- und elektronenmikroskopisch die Penetration des Markers
vom Blut- in das Interstitium von Kleinhirn und Ruckenmark untersucht. Erst um
den 15. Tag war keine Permeabilititt von Meerrettichperoxidase in das
Interstitium des Gehirns mehr nachweisbar. Zahlreiche weitere in vivo- und in
vitro- Experimente konnten den Einfluss von Astrozyten auf Endothelzellen
nachweisen: Transplantationsversuche von Stewart und Wiley (1981) zeigten,
dass Endothelzellen aus Zélomgewebe, welche in gefalRloses Gehirngewebe
einsprossen, BHS-Eigenschaften gewinnen. Umgekehrt bilden Endothelzellen
aus ZNS-Gewebe, das in avaskulares mesodermales Gewebe vordringt,
undichte Kapillaren aus. In einem weiteren Modell demonstrierten Hamm et al.
(2004), dass die transendotheliale Permeabilitat fir Meerrettichperoxidase bei
bovinen Gehirn-Endothelzellen die mit Rattenastrozyten in Co-Kultur gehalten
wurden, erhoht war, wenn die Co-Kultur vorzeitig unterbrochen wurde.
Interessanterweise wurde bei der Offnung der endothelialen Tight-Junctions
aber keine sichtbare Veranderung in der molekularen Zusammensetzung TJ-
assoziierter Proteine, wie Claudin-5 und ZO-1 beobachtet.

Nun zu den Veranderungen an Astrozyten wahrend der BHS-Reifung:
Astrozyten entwickeln nicht nur Fortsatze zu den Endothelzellen, sondern auch
zu Synapsen und den Ranvier-Knoten, besonders aber zur mesenchymalen
Grenze an der Oberflache des Gehirns. Neben verschiedenen Transportern
konnte in der astroglialen EndfulBmembran der Dystrophin-Dystroglycan
Komplex (Blake und Krdger, 2000), das Wasserkanalprotein AQP4 (Amiry-
Moghaddam et al., 2004a), der Kalium-Kanal Kir4.1, welcher eine bedeutende
Rolle bei der raumlichen Pufferung von Kalium nach neuronaler Exzitation spielt
(Kofuji und Newman, 2004), und die Orthogonalen Partikel Komplexe (OPKs,
siehe Abb. 2, B) (Wolburg, 1995) nachgewiesen werden. Im Huhnchengehirn
wurde die erste Expression von AQP4 zusammen mit dem ersten Auftreten der
OPKs beobachtet (Nico et al., 2001). Das AQP4 Bestandteil der OPKs ist wurde
in verschiedenen Studien bewiesen: Interessanterweise scheint diese
Korrelation im Sauger nicht gegeben zu sein: im Mausgehirn wurde die
Expression von AQP4 auf Proteinebene friher (etwa ab E15) als die Bildung

der OPKs (um die Geburt herum) beobachtet (vorlaufige Beobachtung im
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Rahmen der Dissertation von Jorg Vollmer). Es gilt trotzdem festzuhalten, dass
zum einen in der AQP4-knockout-Maus keine OPKs in den Astrozyten
vorkommen (Verbavatz et al.,, 1997), zum anderen in mit AQP4-cDNA
transfizierten Ovarialzellen des chinesischen Hamsters OPKs gebildet werden
(Yang et al., 1996). Zusatzlich wiesen Rash et al. (1998) durch direkte
Immunogoldmarkierung von Gefrierbruchreplikas nach, dass Antikorper gegen
AQP4 in Astrozytenmembranen von Rattenhirn 84% der OPKs markierten. Die
OPKs sind an den perivaskularen Endfumembranen um den Faktor 10
haufiger (100-400/um?), als in den parenchymalen Membranen im Neuropil (10-
20/um?) (Neuhaus, 1990). Die Ungleichverteilung bedingt eine Polaritat der
Astrozyten, die fur die Aufrechterhaltung der BHS von essentieller Bedeutung
zu sein scheint. Wahrend der Entwicklung des Rattengehirns zeigten Barber
und Lieth (1997), dass sich Agrin um die Zeit der Entwicklung der BHS in den
Gehirnkapillaren anreichert. Die entwicklungsbedingte Agrin-Expression im
vaskularen Bereich muss als Hinweis darauf gewertet werden, dass dieses
Molekdl eine wichtige Rolle bei der Formation und Erhaltung der BHS spielt. Im
nachsten Kapitel soll die Bedeutung der Astrozyten-Polaritat fur die BHS
diskutiert werden.

4.2 Molekulare Grundlagen der Astrozytenpolaritat

Die Polaritat der Astrozyten auf3ert sich, wie oben schon erwéhnt, in der
ungleichen Verteilung der Orthogonalen Partikelkomplexe auf der Oberflache
der Astrozytenmembran (siehe Abb. 2, A und B) und tritt begleitend mit der
Reifung der BHS auf (Nicchia et al., 2004). Wahrend die epitheliale Polaritat im
Unterschied zwischen apikaler und basolateraler Membran besteht, die
voneinader durch Tight Junctions abgegrenzt werden, besteht sie beim
Astrozyten im Unterschied zwischen basaler Membran- und der
parenchymalen Membrandoméne. Beide werden hier aber nicht durch Tight
Junctions voneinander getrennt, die es bei Sauger-Astrozyten gar nicht gibt,
sondern die Polaritat ergibt sich durch den vorhandenen oder nicht-
vorhandenen Kontakt mit der Basallamina. Der molekulare Aufbau der

Endfulmembran, die mit der Basallamina Kontakt hat, wird in Abb. 3
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verdeutlicht. Agrin und Laminin als Bestandteile der Extrazellularen Matrix
binden an a-Dystroglycan (Gee et al., 1994). a-DG wiederum bindet an B-DG,
das die mechanische Stabilitdt der Membrankomponenten untersttitzt und Gber
Dystrophin zwischen der Extrazellularen Matrix und dem Aktin-Zytoskelett
vermittelt (Higginson und Winder, 2005). Dystrophin seinerseits bindet auf der
zytoplasmatischen Seite an a-Dystrobrevin, an dem bis zu vier a-Syntrophin-
Molekule binden kdnnen, von denen jedes eine PDZ-Doméane (PSD95 - Discs
large - ZO1) besitzt, welche unter anderem als Adapter fir Membrankanale
dient, und an das C-terminale Ende von AQP4 oder den Kalium-Kanal Kir4.1
bindet (Peters et al., 1997; Neely et al., 2001; Connors et al., 2004). In Mausen,
die kein a-Syntrophin exprimieren, stellten Neely et al. (2001) fest, das die
Gesamtmenge fur AQP4 gleich blieb, die Verteilung des Wasserkanals in
Hinblick auf die Polaritat der Astrozyten sich jedoch verédnderte: In
hochauflosenden Immunogold-Markierungen war die AQP4 Expression an den
EndfuBmembranen merklich reduziert, an Membranen im Neuropil jedoch
erhoht.

4.3 Veranderung der molekularen Ausstattung der Bl ut-Hirn-Schranke im
Hirntumor beim Menschen und im RG2 in Hinblick auf den Verlust der

Astrozytenpolaritat

Da jede intakte Blut-Hirn-Schranke mit hoch-polaren Astrozyten assoziiert sind,
muss man davon ausgehen, dass diese Polaritat fundamental mit einer intakten
Ausbildung der Barriereeigenschaften der Blut-Hirn-Schranke im gesunden
Gehirn einhergeht und damit Basis fur die Funktionstiichtigkeit des ZNS ist. In
den folgenden Ausfiihrungen soll nun auf die pathologischen Verdnderungen
der Astrozytenpolaritat in Gliomen naher eingegangen werden. Hirntumore
aul3ern sich unter anderem in einer Zunahme des intrakraniellen Druckes, der
nicht nur durch eine reine Massenzunahme infolge des Tumorwachstums,
sondern auch durch die Ausbildung vasogener Odeme entsteht. Diese
Odembildung steht im Zusammenhang mit einer Stérung des durch die
Aquaporine geregelten Wasserflusses. Es folgt zunéachst eine Diskussion zur
Agrin-, beta-DG und AQP4-Verteilung an den Astrozyten:
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Warth et al. (2004) konnten im humanen Glioblastom eine Umverteilung von
AQP4 und a-Syntrophin nachweisen. Ob AQP4 dabei noch mit a-Syntrophin
verbunden bleibt, muss allerdings noch in Immunprazipitationsversuchen
bestétigt werden. Die Restriktion von AQP4 an die EndfuBmembran war nur
erhalten, wenn Agrin ebenfalls an der perivaskularen Basallamina nachweisbar
war. Dabei trat AQP4 nicht mehr auf die perivaskularen Astrozytenendfll3e
beschrankt auf, sondern war Uber die gesamte Oberflache der Zelle umverteilt.
B-DG blieb im humanen Glioblastom an die glialen EndfifRe gebunden (Warth
et al., 2004). Im RG2-Gliom war -DG zwar auch perivaskular nachweisbar, es
fand sich jedoch auch ein diffuses Signal im restlichen Tumorgewebe (Abb. 7,
1), das aber vermutlich unspezifische Hintergrundfarbung darstellt.

Saadoun et al. (2002) untersuchten immunhistochemisch die AQP4-Expression
in humanen gesunden Hirngewebe und humanen ddematésen Gehirntumoren.
AQP4 war in vier hochgradigen Tumoren (Daumas-Duport Il oder IV) massiv
hochreguliert und in einem nicht nachweisbar. Diese Ergebnisse sind in soweit
von Interesse, als dass bei Saadoun et al. (2002), wie bei Warth et al. (2004) im
Uberwiegenden Teil der hochgradigen Gliome von einer massiven
Hochregulation von AQP4 respektive Umverteilung die Rede ist, in einem der
hochgradigen Gliome bei Saadoun et al. (2002) jedoch kein AQP4-Signal
nachweisbar war. In der vorliegenden Arbeit im RG2-Gliom war ebenfalls die
Immunreaktivitat fur AQP4 im Tumorgewebe und an den Tumorgefalen nicht
bis allenfalls nur sehr schwach zu sehen (Abb. 6, 1). Vor allem im Ubergangs-
bereich lasst sich dieser Verlust der Immunreaktivitat sehr gut nachweisen
(Abb. 6, F). Eine Koexpression von Agrin und AQP4, wie bei Warth et al.
(2004), bestatigte sich auch im RG2-Gliom. Agrin wies in der Immunfluoreszenz
im Tumor ein vergleichbar schwaches bis nicht mehr wahrnehmbares Signal,
wie bei AQP4 auf (Abb. 5, | und Abb.6, I).

Agrin  scheint fur die Anbindung von AQP4 an die perivaskulare
AstrozytenendfuBmembran eine entscheidende Rolle zu spielen: Noell et al.
(2007) zeigten in Astrozytenkulturen, die in Agrin-konditionierten Medium
gehalten wurden, eine Zunahme der AQP4-spezifischen Farbung, und in

Gefrierbruchstudien zeigte sich eine vermehrte Klusterung orthogonaler
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Partikelkomplexe, wenn statt der nicht-endothelialen Agrin-Isoform AOBO die
neuronale Isoform A4B8 Verwendung fand. In der gleichen Arbeit konnte in
Schwellversuchen gezeigt werden, dass die Wassertransportkapazitat erhéht
war, wenn die Astrozyten mit neuronalem Agrin kultiviert wurden, unter dem
vermehrt die AQP-Isoform M23 hochreguliert wurde. Interessanterweise hat
diese AQP4-Isoform M23 eine wesentliche hohere Wassertransportaktivitat als
die Isoform M1 (Silberstein et al., 2004).

Da nun AQP4 im Tumor massiv hochreguliert und umverteilt wird (Saadoun et
al.,, 2002; Warth et al., 2004), aber gleichzeitig der absolute OPK-Anteil
reduziert ist (Neuhaus, 1990), bleibt nur noch der Schluss, dass mindestens
unter pathologischen Bedingungen eines Hirntumors AQP4 aul3erhalb der
OPKs auftritt.

Es ist naheliegend, dass der Verlust von Agrin zu einer Reduktion der
OPK/AQP4 bezogenen Polaritat der Astrozyten fuhrt, was auf3erhalb der OPK-
Struktur zu einer Umverteilung von freiem AQP4 zur Folge haben muss.

Die Polaritat der Astrozyten auf3ert sich nicht nur in Hinblick auf die Verteilung
von AQP4 in den OPKs, sondern auch hinsichtlich der Verteilung des
Kaliumkanals Kir4.1, der wie AQP4 ebenfalls tUber sein C-terminales Ende an
die PDZ-Domaéane von a-Syntrophin Anschluss an den DDC findet. Dies wurde
in Immunpréazipitationsexperimenten dargestellt (Connors et al., 2004). Kir4.1
tritt sowohl in Mullerzellen der Retina (Newman und Reichenbach, 1996), als
auch in Gliazellen des ZNS auf und spielt eine wichtige Rolle bei der raumlichen
Pufferung und dem Syphoning von Kalium im Interstitium des Gehirns. In alpha-
Syntrophin Null-Mausen fuhrte der Verlust der AQP4 Polaritdt zu einer
verzogerten Kalium clearance (Amiry-Moghaddam et al., 2003b). Da nun AQP4
und Kird.1 Gber alpha-Syntrophin mit dem DDC verbunden sind, treten beide
Kanale in enger Nachbarschaft auf, was zu der Annahme flhrte, dass
lonenflisse an den Wasserfluss gekoppelt sind (Nagelhus et al., 2004; Simard
und Nedergaard, 2004). Schlie3lich belegen immunhistochemische
Untersuchungen an humanen Glioblastomen, dass es nicht nur zu einer
Umverteilung von AQP4, sondern auch von Kir4.1 an Astrozyten kommt (Warth

et al., 2004; 2005). Bei gestortem K-Efflux ist mit einer erhéhten intrazellularen
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K-Konzentration zu rechnen, die wiederum einen in die Zelle gerichteten
Wasserflux zur Folge hat und zu Zellschwellung fiihrt (Zytotoxisches Odem)
(Nagelhus et al., 2004). Neuere Untersuchungen zeigen eine Korrelation
zwischen der AQP4-Verteilung und der Entstehung von epileptischen Anfallen:
Transgene Mause denen AQP4 fehlt, haben eine signifikant l&angere
Anfallsdauer im Vergleich zu Wildtyp-Mausen, was mit einem Defizit bei der

Kalium-Clearance einhergeht, die an Kir4.1 gekoppelt ist (Hsu et al., 2007).

4.4 Veranderung der molekularen Ausstattung der Bl ut-Hirn-Schranke im
Hirntumor beim Menschen und im RG2 in Hinblick auf das

Expressionsmuster der Tight Junctions

Der folgende Abschnitt diskutiert die Expression der Tight Junction Molekile
Claudin-5 und ZO-1 an Endothelzellen in humanen Gliomen und im RG2-Gliom.
Unter den Tight Junction Molekllen erfillen die Claudine die entscheidende
Aufgabe der Etablierung einer parazellularen Barriere im Endothel der
Gehirnkapillaren (Turksen et al., 2004). Die Claudine 1 und 2 wurden in der
Forschungsgruppe um Furuse und Tsukita aus Hihnchen-Leber isoliert (Furuse
et al.,, 1998a). Claudin-5 ist wie urspringlich angenommen nicht nur auf
Endothelzellen begrenzt (Morita et al., 1999), sondern findet sich auch in den
Epithelien von Magen und dem Intestinaltrakt (Rahner et al., 2001). ZO-1 wurde
von Stevenson (1986) aus TJ-angereichertem Rattenleber-Extrakt isoliert und
stellt ein auf die zytoplasmatische Seite der TJ beschranktes Molekul dar,
welches zwischen Occludin bzw. den Claudinen und dem Aktin-Zytoskelett
vermittelt. Bis jetzt sind drei Zonula-Occludens Isoformen bekannt. Die
Morphologie und Topologie der Tight Junctions lasst sich in
Gefrierbruchreplikas anhand der Komplexitat des Maschenwerkes der Tight
Junction-Strange und der Assoziation der Tight Junction-Partikel mit der
protoplasmatischen Lipidschicht (P-Face) bzw. der extraplasmatischen
Lipidschicht (E-Face) der Zellmembran untersuchen: In der reifen BHS des
gesunden Rattenhirns sind die TJ-Partikel ungefahr gleich stark mit der P- wie
mit der E-face assoziiert (Wolburg et al., 1994; Liebner et al., 2000). Isoliert

man Endothelzellen in vitro, bilden sie Tight Junctions aus, die fast nur noch mit

32



der E-face assoziiert sind, und damit eine Morphologie annehmen, die der von
peripheren Blutgefal3-Endothelien in vivo &hneln. Damit kann schon vermutet
werden, dass es das Gehirnmilieu ist, das die E-face/P-face-Verteilung steuert.
Tatsachlich kommt es zu einer verstarkten P-face Assoziation der TJ-Partikel,
wenn bovine Gehirnendothelzellen mit Astrozyten kokultiviert oder in einem
astrozytenkonditioniertem Medium kultiviert werden. Mit der P-face-Assoziation
steigt auch der transendotheliale elektrische Widerstand (TER) an, und die
Permeabilitdt der Endothelzellkultur fir das Polysaccharid Inulin sinkt. Dies
zeigt, dass ein Zusammenhang zwischen der endothelialen Barrierefunktion
und der zytoplasmatischen Verankerung von TJ-Partikeln bestehen muss
(Wolburg et al., 1994). Hinzu kommt, dass L-Fibroblasten nach Transfektion mit
Claudin-1 oder Claudin-3 P-Face assoziierte, nach Transfektion mit Claudin-2
oder Claudin-5 mit der E-Face assoziierte TJs bilden (Furuse et al., 1998Db).
Das lasst vermuten, dass die gegenuber peripheren Endothelzellen
unterschiedliche Morphologie der BHS-Tight Junctions eine bestimmte
Stochiometrie der Tight Junction-Proteine widerspiegeln (namlich Claudin-3, 5-
und 12), die vom Hirnmikromilieu genau kontrolliert wird. Dabei scheinen die
unterschiedlichen Claudine fir Stoffe unterschiedlicher Molekulargewichte eine
unterschiedliche Permeabilitdt zu besitzen: Nitta et al. (2003) zeigten, dass ein
niedermolekularer Marker, aber nicht der hohermolekulare Marker
Mikroperoxidase in Claudin-5 knock-out Mausen zu einer Extravasation in das
umliegende Interstitium fihrte.

In humanen Glioblastomen konnten Liebner et al. (2000) in der Mehrheit der
Tumorgefal3e Claudin-5 in Tight Junctions nachweisen. In hyperplastischen
Gefallen wurde Claudin-5 jedoch nie direkt in den Tight-Junctions, sondern in
einem punktférmigen Muster intrazellular gefunden. Im RG2-Gliom war ein
ahnliches Muster zu sehen: Auch hier wiesen die TumorgefalRe Claudin-5 in
Tight Junctions auf, wohingegen in dilatierten Tumorgefal3en ebenfalls fleck-
und punktférmige Signale im Bereich der Endothelzellen zu sehen waren (Abb.
8, 1), kleinere TumorgefalRe zeigten aber Uberwiegend noch ein fein
strukturiertes Signal fur Claudin5 (siehe Abb. 8, F, Pfeile). Desweiteren zeigten

Liebner et al. (2000), dass die Expression von Claudinl in der Mehrheit der
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Tumorkapillaren verloren gegangen war, bei unveranderter Immunreaktivitat far
ZO1. Im vorliegenden RG2-Gliom war ZO1l auch im Tumor unverandert
nachweisbar (Abb. 9, [). Veradnderungen der Tight-junction-Morphologie
korreliert aber auch mit dem Verlust der Agrin-immunreaktivitdt: Rascher et al.
(2002) konnten zeigen, dass die Tight Junction-Molekile Occludin, Claudin-5
und Claudin-1 in endothelialen Zellen fehlten, wenn Agrin nicht mehr in der
Basallamina von Tumorgefal3en nachweisbar war. Dies ist auch im RG2-Gliom
nachvollziehbar: Wenn man das nur noch sehr schwach ausgepragte Agrin-
Signal an einem dilatierten Tumorgefal® in Abb. 5, | mit der Expression von
Claudin-5 in einem &hnlich veranderten Tumorgefald vergleicht (Abb. 8, 1), fallt
auf, dass Claudin-5 dort in einem fleck- oder punktférmigen Muster auftritt, wo
die Expression von Agrin gestort ist.

In den Farbungen gegen Fibronektin im RG2-Gliom fallt auf, das im Tumor ein
fein verteiltes Signal fur Fibronektin im Parenchym auftritt (Abb. 5 H und 8 H).
Auf dem Hintergrund des Verlustes der Tight Junction-Integritat ist dieses
Farbemuster gut nachvollziehbar: Auch bei Nag et al. (2000) wurde in Gehirnen
von Ratten die Undichtigkeit und der Zusammenbruch der BHS durch den
Nachweis von Fibronektin aus dem Blutplasma beschrieben. Die gleiche
Arbeitsgruppe zeigte auch bei Ratten nach einem Kalteschaden im Kortex,
nach kurzer Zeit eine erhéhte Permeabilitat fur Fibronektin (Nag et al., 2001).
Zusammengefasst lassen sich bei Mensch und Ratte vergleichbare
Veranderungen in Hinblick auf die Barrierefunktion der BHS im Hirntumor
feststellen.

4.5 Veranderung der molekularen Ausstattung der Bl ut-Hirn-Schranke im
Hirntumor beim Menschen und im RG2, Implikationen f ar die

Entstehung von Odemen im Hirntumor

Igor Klatzo (1967) klassifizierte erstmals Gehirnédeme in zytotoxische und
vasogene Typen. Das Gehirnddem ist Zeichen eines gestorten Wasserflusses,
bei dem ein Wassertberschuss im Extrazellularraum oder/und eine
Zellschwellung vorliegt und verschiedene Formen unterschieden werden
mussen (Papadopoulos et al., 2004b; Papadopoulos und Verkman, 2007): Beim
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zytotoxischen Odem dringt Wasser aus dem interstiellen Raum in das
intrazellulare Gehirnkompartiment ein, wobei die BHS intakt bleibt, der
Extrazellularraum aber reduziert wird. Grund kann der Ausfall der Na/K-ATPase
oder der Abfall der extrazellularen Natrium-Konzentration sein. Das
zytotoxische Odem tritt in der Frilhphase einer zerebralen Ischamie, bei
Hypoxie und Hyponatridmie auf.

Beim vasogenen Odem ist die BHS undicht. Proteinreiches Exsudat aus dem
Plasma fuhrt zur VergréRerung des Extrazellularraumes. Zum vasogenen
Hirnédem kommt es bei Hirntumoren und bei Gehirnabszessen. Zuletzt
unterscheidet man noch das Odem bei Hydrozephalus. Dabei fihrt ein zu hoher
Druck der  Zerebrospinalflissigkeit zu einer  Extravasation von
Zerebrospinalflussigkeit durch das Ependym in das periventrikulare
Gehirnparenchym.

Insgesamt fuhrt die Schwellung des Gehirns im nicht dehnbaren Schadel dann
zur Erhéhung des intrakraniellen Druckes, was zu Ischamie, Herniation und
zuletzt zum Tod des Individuums fihren kann.

In der gegenwartigen wissenschaftlichen Diskussion werden fur die Entstehung
des Gehirnédems beim Gehirntumor zum einen das vasogene Odem durch den
Zusammenbruch der BHS-Barriere mit Herunterregulation der Tight Junctions
verantwortlich gemacht, und zum anderen eine Umverteilung der AQP4- und
Kir4.1- Kanédle mit Stérung der Kaliumclearance und folgendem zytotoxischem
Odem diskutiert (Warth et al., 2005). Durch die Coexpression von Kir4.1 und
AQP4 wurde schon ein Zusammenhang in Volumenanderungen des Gehirns
vermutet (Nagelhus et al., 2004). Die polare Verteilung von Kir4.1 an der
Astrozytenmembran ist beteiligt an der rdumlichen Pufferung von Kalium.
Normalerweise besteht die raumliche Pufferung von Kalium darin, dass dort, wo
viel Kalium extrazellular entlassen wird, also im synaptischen Bereich, dieses
sofort weggeschafft werden muss, um die Gefahr einer Dauererregung der
Neurone zu vermeiden. Die Astrozyten sind die hauptsachlichen Elemente, die
Kalium aus dem Extrazellularraum aufnehmen. Osmotisch wird Wasser
nachgezogen. Sowohl Kalium wie Wasser missen aber den Astrozyten wieder

verlassen, damit er arbeitsfahig bleiben kann. Dies geschieht mdglichst weit
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weg von synaptischen Regionen, d.h. an der Hirnoberfliche oder an den
GefalRen, wo ausreichend viel extrazellularer Raum vorhanden ist, um Kalium
und Wasser abzugeben, also an den EndfulBmembranen. Kann Kalium die
Gliazelle an der Endfumembran nicht mehr verlassen, weil Kir4.1 umverteilt
ist, fuhrt ein darauf folgender Wassereinstrom in die Zelle zu einer
Zellschwellung. Ist AQP4 umuverteilt, ist eine Zellschwellung maoglich, da der
Kaliumflux an den Wasserflux gekoppelt ist (Wolburg et al., 2008). Kir4.1 ist wie
AQP4 Uber eine PDZ-Doméne an a-Syntrophin gebunden, wodurch eine
Verbindung zum DDC besteht und dadurch auch Kontakt hat zu Agrin. Die
Agrin-Immunreaktivitat war im RG2-Gliom (Abb.5I) nicht bis sehr schwach
ausgepragt. Um die molekularen pathologischen Zusammenhange in der
Entstehung des Hirnédems zu beleuchten, wurden verschiedene
Gehirnddemmaodelle in der Ratte entwickelt.

Dabei zeigte sich ein Zusammenhang zwischen AQP4-Verteilung und
Hirnédemen: Wie bei Warth et al (2004), so ist auch im RG2-Gliom (Abb. 6l)
AQP4 nicht mehr perivaskular lokalisiert. Dieses Verteilungsmuster spielt in
weiteren Studien ebenfalls eine Rolle: AQP-4 defiziente Mause hatten bei
akuter Wasserintoxikation in einem Gehirnddem-Modell eine hdhere
Uberlebensrate als Wildtyp Mause (Manley et al., 2000). Die Wasserintoxikation
erzeugte bei den Mausen eine Serum-Hyponatridmie, die in Folge eines
erhéhten osmotischen Gradienten wiederum zu einem erhdhten Wasserfluss in
das Gehirn fiihrte und ein zytotoxisches Odem zur Folge hatte. War kein AQP4
vorhanden, unterblieb dieses zytotoxische Odem, und die knockout-Tiere
Uberlebten wesentlich besser als die Wildtyp-Tiere. Andere Versuche zeigten
einen Zusammenhang zwischen der Verankerung von AQP4 und der
Komplexierung von AQP4 mit DDC-Komponenten: a-Syntrophin-Null M&use,
die eine verminderte AQP4-Expression an den astrozytaren Endfulmembranen
haben, entwickeln, &ahnlich wie die AQP4-knockout-Tiere, eine reduzierte
Gehirnschwellung nach zerebraler Ischamie und Wasserintoxikation (Amiry-
Moghaddam et al., 2003a; 2004b).

Um das vasogene Hirnddem zu simulieren, wurden drei Modelle entwickelt: 1.

Intraparenchymale Infusion von isotoner kinstlicher Zerebrospinal-Flissigkeit.
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Hierbei kann das Hirnédem kontrolliert induziert werden, ohne die Barriere-
Eigenschaften der BHS zu beeinflussen. 2. Ein durch Kalteapplikation
hervorgerufenes Gehirngewebetrauma (freeze-injury-Modell), welches eine
erhohte und gut reproduzierbare BHS-Permeabilitdt hervorruft, und 3. die
Implantation von Hirntumoren (Papadopoulos et al., 2004a). Im
Hirntumormodell mit implantierten Melanomzellen bei AQP4-knockout Méausen,
entwickelte sich ein schlechteres neurologisches Outcome und hohere
intrakranielle Drucke (ICP) als bei den Wild-Typ (WT) Kontrolltieren. Diese
Experimente zeigten einen Zusammenhang zwischen AQP4-Deletion und
begrenzter Hirnschwellung beim zytotoxischen Hirnédem und verstarkter
Hirnédementwicklung im vasogenen Odem.

In einer Studie, bei der 189 humane Gliome, WHO Grad I-IV untersucht
wurden, lie3en sich die Schlussfolgerungen, die am Tiermodell erhoben worden
waren, nicht ohne weiteres auf den Menschen ubertragen: Die protektive Rolle
von AQP4 fur das vasogene Hirnddem wurde in Frage gestellt (Warth et al.,
2007). Grund war die Beobachtung, dass kein signifikanter Zusammenhang
zwischen AQP4-Expression und Uberlebenszeit in keiner der untersuchten
WHO-Gruppen nachgewiesen werden konnte. Demzufolge ist kein AQP4-Effekt
wirksam, der einer Tumorddementwicklung entgegenwirken kodnnte. Diese
Ergebnisse haben unmittelbaren Einfluss auf die Entwicklung von

Therapiestrategien, wie sie im abschlieRenden Kapitel diskutiert werden sollen.

4.6 Ausblick: kann die morphologische Analyse von Zellen der Blut-Hirn-

Schranke Vorschlage zur Therapie des Hirnbdems able  iten?

Bisher beinhaltet die Hirnddem-Therapie folgende Optionen: Verabreichung von
Sedativa, hyperosmolaren Ldsungen, wie Mannitol und hypertoner
Kochsalzlosung, Gabe von Corticosteroiden bei Hirntumoren, chirurgische
Resektion ausloésender Lasionen und in extremen Féllen eine
dekomprimierende Kraniektomie. Bei kritisch erkrankten Patienten wird zur
Optimierung der Therapie auch noch der intrakranielle Druck und der zerebrale
Perfusionsdruck invasiv Uberwacht. Viele dieser Therapien sind schon tber 50

Jahre alt. Hauptstiitze der Therapie von Odemen bei glialen und nicht—glialen
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Hirntumoren stellen seit 1960 die Kortikosteroide dar. Sie haben zu einer
entscheidenden Reduzierung der perioperativen Mortalitat und Morbiditat
gefuhrt.

Gegenwartig werden zahlreiche experimentelle Anséatze verfolgt, einige sind
noch im praklinischen Stadium und andere in frihen klinischen Studien. Zu
diesen Therapieansatzen zahlen der Einsatz von Boswellia-Sauren,
Thrombinantagonisten, Corticotropin releasing Faktor, VEGF-Inhibitoren und
die Gabe von COX2-Hemmern. In der Behandlung von Hirnédemen konnten
diese Substanzen aber keine Uberlegenheit zu Kortikosteroiden aufweisen
(Stummer, 2007).

Der Vorschlag von Papadopoulos et al. (2007), im Falle des vasogenen Odems
im Gliom AQP4 evtl. therapeutisch zu induzieren, wurde in der Studie an
humanen Gliomen von Warth et al. (2007) fur die Therapie im Menschen in
Frage gestellt, da keine protektive Rolle fur AQP4 im vasogenen Odem bei
Gliomen nachgewiesen werden konnte. Im Falle des zytotoxischen Odems
konnte eine Herunterregulation von AQP4 aber dennoch einen protektiven
Effekt aufweisen, wie bei der Studie an AQP4-Null Mausen, die im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen nach Wasserintoxikation ein besseres neurologisches
Outcome zeigten (Manley et al.,, 2004). Eine weitere Maoglichkeit der
Odemtherapie konnte auch eine pharmakologische Einflussnahme auf die
Integritat der Tight Junction Molekile Occludin, Claudin-3 und Claudin.-5
darstellen, die aber leider bisher nicht bekannt ist. Auch in der Therapie der
Epillepsie ist eine medikamentdse Therapie, die die AQP4 Expression
moduliert, grundsatzlich denkbar, da AQP4 in Verbindung mit Kir4.1 die
neuronale Excitabilitat mit beeinflusst (Hsu et al., 2007). Allerdings mussen
hierbei auch all die ungewtinschten Nebeneffekte mit einkalkuliert werden, da
AQP4 auch in vielen anderen Organen, wie im Ohr, dem Auge und der Niere,

exprimiert wird.
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5. Zusammenfassung

Die Aufgabe der Blut-Hirn-Schranke besteht im Schutz des Gehirns vor
toxischen Substanzen und UnregelmafRigkeiten in der Blutzusammensetzung.
Dabei leisten Tight Junctions und die Verteilung von Kalium- und
Wasserkandalen einen wichtigen Beitrag zur Elektrolyt- und Wasserhomdostase.
Um dies zu gewébhrleisten ist eine Polarisierung der Astrozyten notwendig, die
sich durch den Kontakt mit der Basallamina etabliert und die Basis fur die
Funktionstiichtigkeit des ZNS darstellt. Das RG2-Gliom gleicht humanen WHO
Grad Il und IV Tumoren und dient, wie in der vorliegenden Arbeit, als Modell
zur Untersuchung der pathologischen Vorgange und Effekte auf die BHS.
Wichtig dabei ist, dass Hirntumore ihre destruktive Wirkung nicht nur durch
reine Massenzunahme entfalten, sondern auch durch die Ausbildung vasogener
Odeme.

Mit immunhistochemischen Methoden wurde in dieser Arbeit deshalb zun&chst
die Verteilung des Wasserkanals AQP4 und des Heparansulfat-Proteoglycans
Agrin im RG2-Gliom untersucht. Beide Proteine waren im Tumor nicht mehr
perivaskular lokalisiert, was auf einen Verlust der Astrozytenpolaritat hinweist.
AQP4, welches normalerweise in den Orthogonalen Partikelkomplexen (OPK)
an den perivaskularen Endful3membranen organisiert ist, wird durch den Verlust
von Agrin au3erhalb der OPK-Struktur umverteilt.

Das Tight-Junction-Molekil Claudin 5 zeigte an dilatierten Tumorgefal3en ein
fleck- und punktférmiges Verteilungsmuster, wohingegen ZO1 auch im Tumor
unverandert nachweisbar war. Der Verlust der Tight Junction-Integritat erklart
die Extravasation des loslichen Fibronektins. Beide Veranderungen, der Verlust
der Astrozytenpolaritat und die gestorte Tight-Junction-Integritat, kbnnten so zu
einem Zusammenbruch der BHS-Barriere fuihren.

Eine therapeutische EinfluBnahme auf die AQP4-bedingte Polaritat scheint
weniger das vasogene, als vielmehr das zytotoxische Odem zu betreffen, da fur
AQP4 keine protektive Rolle im vasogenen Odem bei Gliomen beschrieben
wurde. Im Falle des zytotoxischen Odems koénnte eine therapeutische
Herunterregulation von AQP4 einen protektiven Effekt aufweisen, da AQP4-Null
Méause im Vergleich zu Wildtyp-Mausen nach Wasserintoxikation ein besseres
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neurologisches Outcome zeigten. Hauptsachlich aber wére eine Re-Induktion
der astroglialen Polaritat, vielleicht durch Stimulierung der Agrin-Produktion,
eine winschenswerte Therapie, deren klinische Realisierung jedoch noch in

weiter Ferne liegen durfte.
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