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ZUSAMMENFASSUNG

Gehirntumoren, allen voran Gliome, stellen eine heterogene Zellpopulation aus
transformierten Zellen und einwandernden Leukozyten dar. Bis zu 45% der
Tumormasse sind Makrophagen und Mikroglia, die auch als Makrophagen des
Gehirns bezeichnet werden. Die Funktion dieser Fresszellen innerhalb des
Tumors ist noch weitestgehend unklar und wird als wachstumsfordernd, aber auch
tumorbekampfend angesehen. Die vorliegende Arbeit sollte zur Klarung dieser
Frage beitragen. Es sollte untersucht werden, ob murine, primare Mikroglia in vitro
in der Lage sind, nach Aktivierung toxisch auf Gehirntumorzellen zu wirken. Es
zeigte sich, dass Mikroglia nach Priming mit IFN-y und Aktivierung mit LPS
toxische Komponenten sezernieren, die in drei verschiedenen Gliomzelllinien
Apoptose hervorrufen. Die untersuchten Zellen starben - abhangig von der
Zelllinie - einen bis vier Tage nach der Behandlung. Der Zelltod wurde weder
durch Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-o noch durch Stickstoffmonoxid (NO)
ausgelost; eine Beteiligung von Interferon (IFN)-f konnte nicht eindeutig
ausgeschlossen werden. Inwieweit solche toxischen Effekte jedoch in vivo
ausgeubt werden konnen, ist unklar. Durch vom Tumor sezernierte,
immunsupprimierende Substanzen wird die Immunkompetenz der Mikroglia
wahrscheinlich unterdriickt. Daher muiussen Wege gefunden werden, diese
potenziell toxischen Zellen in situ zu aktivieren. Eine Mdglichkeit bietet der Einsatz
onkotroper parvoviraler Vektoren, die Uber ein bis mehrere Transgene eine
Aktivierung des Immunsystems einleiten kénnten. Als Vorarbeit dazu wurde im
Rahmen dieser Arbeit die Infektion von murinen, primaren Gliazellen mit dem
murinen Parvovirus MVM untersucht. Es zeigte sich, dass sowohl Astrozyten als
auch Mikroglia in der Lage sind, das Virus zu internalisieren. Replikation der
viralen DNA und Expression von viralen Proteinen findet in nur 5-10% der
Astrozyten, nicht aber in Mikroglia statt. MVM hat keinen Einfluss auf die
Aktivierung beider Zelltypen mit LPS und IFN-y; die Zytotoxizitat der Mikroglia
gegen Hirntumorzellen wird weder positiv noch negativ beeinflusst.

Die vorliegende Arbeit bietet eine Grundlage fur eine mogliche Gentherapie von
Gehirntumoren. Mikroglia kdnnten innerhalb der Tumormasse aktiviert werden und
so Apoptose der transformierten Zellen auslosen. Die Aktivierung der Zellen

konnte mit Hilfe parvoviraler Vektoren gezielt unterstitzt werden.






SUMMARY

Brain tumors (glioma) are a heterogeneous cell population composed of
transformed cells and infiltrating leukocytes. Up to 45% of the overall tumor mass
consists of macrophages and microglia, the macrophages of the brain. The
function of these phagocytes - being endowed with tumor-promoting as well as
with tumor-destructive capacities - inside the tumor is largely unknown. The aim of
this work was to try and decipher the role of microglia in the biology of the tumor.
The ability of murine primary microglia to exert toxic effects against brain tumor
cells after activation in vitro was investigated. The results show that microglia, after
priming with IFN-y and triggering with LPS, indeed secrete toxic compounds that
induce apoptosis in three different glioma cell lines. These cells died, depending
on the cell line, within one to four days after treatment with culture supernatant of
activated microglia. Cell death was neither mediated by Tumor Necrosis Factor
(TNF)-a nor by nitric oxide (NO); involvement of Interferon (IFN)-B in inducing
apoptosis could not be definitely ruled out. Whether microglia can exert these toxic
effects in vivo remains to be analyzed. Tumor-derived, immunosuppressive factors
such as transforming growth factor (TGF)-f or Prostaglandin E, (PGE;) could
likely disable immunocompetent microglia. Therefore new ways for activating in
situ these potentially toxic cells have to be found. A promising strategy lies in the
use of the oncotropic parvoviral vectors, that could — via the transduction of one or
more transgenes into tumor cells — initiate or support an immune response against
the tumor. The capacities of murine primary astrocytes (the cell type from which
glioma derive) and microglia to be infected by the autonomous parvovirus MVM
and possible effects of the parvovirus on their immunocompetence were
investigated. Astrocytes as well as microglia internalize the virus. However,
replication of the viral DNA and expression of viral proteins took place in only 5-
10% of the astrocytes, but not in microglia. MVM had no influence on the
activation of both cells with LPS and IFN-y; cytotoxic properties of microglia
against brain tumor cells were neither positively nor negatively affected.

This thesis provides a basis for a possible therapeutical approach for brain tumors
involving parvovirus-based gene therapy. According to this in vitro study, microglia
might be activated inside the tumor mass and thereby induce apoptosis of
transformed cells. Activation of microglia might be selectively supported by means

of parvoviral delivery of immunostimuli.
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I EINLEITUNG

1 Das Immunsystem und Anti-Tumor-Immunitat

Der menschliche Korper stellt ein System genau aufeinander abgestimmter
Prozesse dar, in dem jedes Organ und jedes Zellsystem eine definierte Aufgabe
ubernimmt. Krankheiten, die z.B. durch Pathogene ausgelost werden, kdnnen
dieses System storen und damit zum Zusammenbruch des Organismus fuhren.
Viele verschiedene Gewebe, Zellen und Zellprodukte bilden zusammen das
Immunsystem, das Krankheitserreger, die die naturlichen Barrieren des Korpers
(Haut, Schleimhaute) Uberwunden haben, erkennt, bekadmpft und eliminiert. Man
unterscheidet zwei Teile, das natirliche (angeborene) und das adaptive

(erworbene) Immunsystem.

1.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem umfasst eine Reihe rasch wirkender und relativ
unspezifischer Komponenten, deren Hauptaufgabe es ist, ,Fremd“-Antigene z.B.
auf eindringenden Pathogenen zu erkennen und den Trager dieser Antigene zu
eliminieren. Zum angeborenen Immunsystem zahlt man neben dem
Komplementsystem eine Reihe zellularer Bestandteile. Granulozyten und
Makrophagen gehen aus einer gemeinsamen, der myeloiden Vorlauferzelle
hervor. Die Granulozyten konnen in drei Untergruppen unterteilt werden.
Eosinophile und basophile Zellen téten eindringenden Pathogene Uber Sekretion
toxischer Stoffe, sind aber auch maldgeblich an allergischen Reaktionen beteiligt.
Die neutrophilen Zellen stellen neben den Makrophagen professionelle
Phagozyten (Fresszellen) dar, die Oberflachenmolekuile auf z.B. Mikroorganismen
erkennen und diese daraufhin internalisieren und verdauen. Naturliche Killer (NK)-
Zellen, die durch Freisetzung lytischer Granulen in der Lage sind, u.a. virus-
infizierte Zellen zu téten, sind dagegen lymphoiden Ursprungs. Auch
professionelle Antigen-prasentierende Zellen, v.a. die dendritischen Zellen (DCs),
tragen zur natlrlichen Immunitat bei. Sie entwickeln sich je nach Subtyp aus
myeloiden (interstitielle und Langerhans DCs) oder lymphoiden Vorlaufern

(plasmazytoide DCs), die im Blut zirkulieren.
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DCs sind die wichtigsten Ausléser einer T-Zell-vermittelten Immunantwort und
bilden so ein wichtiges Bindeglied zwischen angeborenem und erworbenem

Immunsystem [firr einen Uberblick siehe 192].

Angeborenes = e Adaptives
Immunsystem -~ Dendritische  yaqtelie e |
y : ZeIIe \ — Immunsystem
J .,
Makrophage Q‘”O /'\ B-Zelle

::'____\: . ; @« v8_T Z?Ile © T-Zelle

/ Naturllche/ -~

- Killer o5 \ 4 &
| (NK)-Zelle %2 O, 0 so- | 'ﬁf \ﬂ\%’ / \
_ ¥ , | VAPERS |
\ phile | :
Komplement- Zelle /)
| proteln Antlkorper 0 (
osinophile QK"T CD4'  CD8"
. Zelle
Zelle Granulozyt o T-Zelle T-Zelle

s Neutrophile G \\/
Zelle ¢ - -

Abb.1: Zellulare und humorale Bestandteile des Immunsystems
[verandert nach 1]

Die Zellen der angeborenen Immunantwort erkennen generelle ,Fremd-Antigene®,
die sogenannten PAMPs (pathogen associated molecular pattern), Uber spezielle
Rezeptoren, die PRR (Pattern Recognition Receptors). PAMPs sind konservierte
Strukturen auf der Oberflache von pathogenen Mikroorganismen und kommen auf
eukaryotischen Zellen i.d.R. nicht vor. Zu den PRRs zahlt man u.a. die toll-like
Rezeptoren (TLRs), eine Gruppe von Rezeptoren, die mehr und mehr in das
Interesse der Forschung ruckt. Sie wurden erst 1997 beschrieben [2], sind aber
seither Gegenstand zahlreicher Forschungsprojekte. Die bisher bekannten 11
TLRs bilden eine Familie von Rezeptoren, die spezifisch gegen verschiedenste
bakterielle oder virale Komponenten gerichtet sind. Der erste beschriebene TLR
[2] — jetzt TLR4 genannt - erkennt z.B. das Lipopolysaccharid (LPS) gram-
negativer Bakterien. TLR2 erkennt bakterielle Lipoproteine, TLR3 doppel- und
TLRY7 einzelstrangige RNA, TLR9 schlieRlich die CpG-Motive bakterieller DNA.
Die Ligation aller TLRs fuhrt mit einer intrazellularen Signalweiterleitung, die
entweder abhangig oder unabhangig vom Adaptorprotein MyD88 zu einer

Aktivierung von MAP-Kinasen fluhrt.
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Diese aktivieren ihrerseits NF-xB und induzieren so die Expression pro-
inflammatorischer Zytokine wie Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) -a, Interleukin (IL)-1,
IL-6 und IL-12 [fiir einen Uberblick siehe 3].

Zu den PRRs zahlen weiterhin u.a. der Scavenger-Rezeptor oder der Mannose-
Rezeptor, der mannosylierte Proteine auf der Oberflache von Pathogenen wie

Candida albicans erkennt [fur einen Uberblick siehe 4].

1.2 Das adaptive Immunsystem

Zusatzlich zur angeborenen Immunantwort kann der menschliche Korper
spezifische Abwehrmechanismen gegen Pathogene entwickeln. Das adaptive
Immunsystem bedient sich hierzu zweier Zellsysteme, die aus einer
gemeinsamen, der allgemeinen lymphatischen Vorlauferzelle hervorgehen, jedoch
unterschiedliche Reifungsorte und Antigenrezeptoren aufweisen: Die B-
Lymphozyten reifen im Knochenmark und differenzieren nach ihrer Aktivierung zu
antikorperbildenden Plasmazellen. Diese produzieren jeweils einen einzigen,
bestimmten Typ Antikorper, der perfekt zu einem bestimmten Antigen passt. Sie
bilden damit den humoralen Teil der erworbenen Immunitat. Die T-Lymphozyten
reifen im Thymus und stellen den zellularen Teil der adaptiven Immunantwort dar.
Gereifte T-Zellen wandern in die lymphatischen Organe und treffen dort auf ihre
Antigene. Diese mussen Uber den MHC (major histocompatibility complex)
prasentiert werden, um T-Zellen zu aktivieren. Man unterscheidet zwei Klassen an
MHC-Molekulen, die auch von verschiedenen T-Zell-Subtypen erkannt und
gebunden werden. MHC-Klasse I-Moleklle nehmen Peptide auf, die im Zytosol
der betroffenen Zelle selbst synthetisiert wurden, also zellulare oder virale
Proteine. Alle Korperzellen exprimieren MHC-I auf ihrer Oberflache. Zytotoxische
T-Zellen binden sie Uber ihren T-Zell-Rezeptor (TCR) und den Korezeptor CDS8.
Prasentiert das MHC-I-Molekul Fremd-Antigene, so fuhrt dies zur Ausschittung
toxischer Komponenten wie Perforin durch die CD8" T-Zellen, die die Zielzelle
abtoten. MHC-Klasse II-Molekile prasentieren vesikulare Peptide, die z.B. durch
Phagozytose in Makrophagen aufgenommen wurden. Sie werden von
professionellen Antigen-prasentierenden Zellen exprimiert und von einer weiteren
Unterklasse der T-Lymphozyten, den Helfer-T-Zellen, erkannt. Als

charakteristisches Merkmal tragen diese den Korezeptor CD4.
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Je nachdem, welche Art von Zellen sie ihrerseits aktivieren, unterscheidet man
Ty1- und Ty2-Zellen. Ty1-Zellen rekrutieren und aktivieren Makrophagen,
veranlassen in diesen die Fusion von Lysosomen mit Phagosomen und
stimulieren weitere antimikrobielle Antworten der Makrophagen. Zellen des Tn2-
Typs aktivieren B-Zellen, Antikorper zu bilden, und tragen so zu einer Eliminierung

extrazelluldrer Antigene bei [fiir einen Uberblick siehe 192].

1.3 Angeborene Anti-Tumor-Immunitat

Der ganze Organismus und seine einzelnen Zellen haben zahlreiche
Mechanismen entwickelt, um die Entstehung von Tumoren zu verhindern. Die
.Jmmunuberwachungs“-Hypothese von Burnet [4; 5] besagt, dass das
Immunsystem den menschlichen Koérper permanent Uberwacht, nach entarteten
Zellen absucht und diese nach Maoglichkeit eliminiert oder ihr Wachstum verringert.
Begrindet wurde diese These lange Zeit mit der Tatsache, dass
immunsupprimierte Menschen eine hohere Rate an virus-induzierten Neoplasmen
aufweisen als die normale Bevolkerung. Fur nicht-virus-induzierte Tumoren, die
die Mehrheit der menschlichen Krebserkrankungen ausmachen, konnte eine
solche Relation jedoch nicht eindeutig gezeigt werden. Dies trug dazu bei, dass
die Hypothese im Laufe der Zeit etwas aus der Mode kam. Zudem zeigen
sogenannte nude Mause, denen der Thymus und damit das T-Zell-Kompartiment
fehlen, keine erhdhte Anfalligkeit flr nicht-virus-induzierte Tumoren. Neuere
Forschungen belegen jedoch, dass andere Zellen v.a. der angeborenen
Immunantwort far die Antitumorimmunitat von Bedeutung sind, was Burnets

Theorie zu neuer Popularitat verhalf.

1.3.1 NK-Zellen

Naturliche Killer (NK)-Zellen haben prinzipiell zwei Mdglichkeiten, transformierte
Zellen zu erkennen.

Zum einen sind normale Korperzellen Uber bestimmte Markerproteine
gekennzeichnet; fehlen diese, so fuhrt dies zu einer Erkennung durch NK-Zellen
(missing-self recognition). Normale Zellen exprimieren MHC-I-Molekile und

prasentieren diese an ihrer Zelloberflache.
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NK-Zellen binden an diese Uber zwei unterschiedliche Rezeptoren: KIR (killer cell
immunoglobulin-like receptors) und CD95/NKG2A. KIR bindet direkt an klassische
MHC-I-Molekule. CD95/NKG2A bindet dagegen ein kleines Peptid des
klassischen MHC-I, welches Uber ein MHC-I-dhnliches Molekul, das HLA-E
(Mensch), prasentiert wird [fir einen Uberblick siehe 7]. Beide Rezeptortypen
wirken inhibitorisch auf NK-Zellen und verhindern so einen Angriff dieser Zellen
auf normale Zellen. Viele Tumorzellen verlieren die Expression von MHC-|
wahrend der Transformation und kénnen so von NK-Zellen als ,fremd“ oder
besser ,nicht-selbst” identifiziert werden.

Zum anderen kénnen Korperzellen auch als fremd erkannt werden, wenn sie
Molekule exprimieren, die eine normale Zelle nicht besitzt. In diese Kategorie
fallen die Liganden fur den aktivierenden Rezeptor NKG2D. NKG2D ist ein ,C-type
lectin-like“ Rezeptor, der von NK-Zellen, yd T-Zellen und zytotoxischen T-Zellen
synthetisiert wird. Im Gegensatz zum klassischen, sehr spezifischen T-Zell-
Rezeptor, bindet er redundant an verschiedene Oberflachenproteine, die weitlaufig
mit MHC-I-Molekulen verwandt sind. Zu diesen Liganden zahlt man beim
Menschen die MICA/B (MHC class | chain-related proteins A and B), sowie UL16-
bindende Proteine (ULBP1-4); in der Maus dienen die Proteine Rae-1 und H60 als
Liganden. Sie werden charakteristischerweise vermehrt von Zellen unter Stress
(Hitzeschock, Transformation) oder nach Infektion mit Viren oder Bakterien
(Mycobakterien) produziert und prasentiert. Tumorzellen exprimieren ebenfalls
Liganden fur NKG2D und koénnen so durch NK-Zellen erkannt werden.
Prostaglandin E2, das viele Tumoren sezernieren, unterdruckt jedoch NK-Zell-
Aktivitat [8], was moglicherweise erklart, warum die Erkennung von

transformierten Zellen durch NK-Zellen nicht immer zur Eliminierung ersterer fuhrt.

1.3.2 NKT-Zellen

Naturliche Killer T-Zellen sind Zellen, die in sich Charakteristika von NK- und T-
Zellen vereinen und damit an der Grenze zwischen angeborener und adaptiver
Immunantwort stehen (vgl. Abb.1.1). So exprimieren sie sowohl den NK-Zell-
Rezeptor NK1.1 als auch einen speziellen, nicht variablen T-Zell-Rezeptor, der
spezifisch fur das nicht-klassische MHC-I-Molekul CD1d ist.
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CD1d prasentiert Glykolipide im Gegensatz zu den klassischen MHC-Moleklilen,
die Peptide prasentieren. Nach Stimulation sezernieren NKT-Zellen hohe Mengen
an pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen wie IL-4, IL-10, IL-13, TNF-a und
Interferon (IFN)-y. Alle NKT-Zellen exprimieren FasL und kdnnen Uber dieses
zytotoxisch zu wirken. Auch Perforin, das sie nach Stimulation freisetzen, hat
diesen Effekt. Zudem aktivieren NKT-Zellen NK-Zellen und DCs [fUr einen
Uberblick siehe 9; 10].

1.3.3 yd T-Zellen

vd T-Zellen bilden eine kleine Population der Thymozyten (1-5% aller T-Zellen), die
sich ebenfalls im Thymus entwickeln [11]. Sie haben einen ungewdhnlichen,
heterodimeren y6 T-Zell-Rezeptor. Dieser ist in seiner Bindespezifitat nicht auf den
MHC beschrankt wie der klassische af3-TCR. Die meisten y3 T-Zellen exprimieren
weder CD4 noch CD8, was dazu beitragt, dass sie unabhangig vom MHC aktiviert
werden konnen; es gibt jedoch auch CD8" y§ T-Zellen. Der klassische Ligand fir
den ungewoéhnlichen TCR sind sogenannte Phosphoantigene, die von
Mykobakterien, jedoch nicht von Eukaryonten exprimiert werden. Tumoren wie
Daudi Lymphomzellen kdnnen durch yd T-Zellen aufgrund von ungewdhnlichem
Isopentenyl-Pyrophosphat, einem Metabolit des Mevalonat-Stoffwechsels, erkannt
werden. DarUber hinaus exprimieren auch yd T-Zellen NKG2D (vgl. 1.4.1) und
konnen Tumoren daher Uber deren Expression von MICA/B erkennen und

bekdmpfen [fiir einen Uberblick siehe 12].

1.3.4 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen entstehen neben Makrophagen und Granulozyten aus
myeloiden Vorlauferzellen; ein kleiner Anteil der DCs entwickeln sich aber auch
aus lymphoiden Vorlaufern zu den sogenannten plasmazytoiden DCs (pDCs).
Myeloide DCs sind durch die Expression des Markerproteins CD11c
gekennzeichnet, das pDCs fehlt. Letztere sind durch den Rezeptor fur IL-3
charakterisiert. Weiterhin unterscheiden sie sich in ihrer in vitro Abhangigkeit von

Wachstumsfaktoren:

10
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myeloide DCs bendtigen GM-CSF (granulocyte/macrophage colony stimulating
factor), um zu proliferieren, wahrend pDCs auf IL-3 und IFN-a angewiesen sind.

DCs koénnen Zellschrott von toten Tumorzellen phagozytieren. Dabei ist die Art
des Tumorzelltodes von Bedeutung: wahrend die Aufnahme nekrotischer
Tumorzellen DCs aktiviert, fuhrt die apoptotischer Zellen eher zu einer
Deaktivierung. Dendritische Zellen sind die wichtigsten Antigen-prasentierenden
Zellen. Sie wandern in die lymphatischen Organe, prasentieren dort den T-Zellen
die Antigene uber MHC-Il und konnen - auch naive - T-Zellen stimulieren. Dadurch
konnen sie in einer Anti-Tumor-Immunantwort eine wichtige Rolle spielen.
Tumoren haben jedoch einige Strategien entwickelt, der Erkennung Uber DCs zu
entgehen: Sie setzen Faktoren, wie VEGF (vascular endothelial growth factor) und
IL-10 frei, die zu einer abnormalen Differenzierung myeloider Zellen fuhrt. Dies
setzt die Zahl der reifen, myeloiden DCs herab und die unreifer im Organismus
herauf. Lymphoide DCs bleiben unbeeinflusst [fiir einen Uberblick siehe 13]. Auch
die Freisetzung von Zytokinen durch DCs kann durch Tumorzellen unterdriickt
werden [14]. Viele Studien zielen darauf ab, Dendritische Zellen fur eine
Tumortherapie nutzbar zu machen. Sie werden ex vivo stimuliert, mit
Tumorantigenen beladen und in den Patienten reinjiziert. So sollen sie eine

Immunantwort gegen den Tumor hervorrufen.

1.3.5 Neutrophile Granulozyten und Makrophagen

Neutrophile Zellen und Makrophagen sind die professionellen Phagozyten des
Immunsystems. Tumoren sind durch einen hohen Anteil an einwandernden
Leukozyten charakterisiert. Makrophagen haben dabei einen grof3en, Neutrophile
einen eher kleinen Anteil an der Tumormasse, was bereits 1863 durch Rudolph
Virchow beschrieben wurde. Die Funktion der Neutrophilen innerhalb eines
Tumors ist noch weitgehend unklar, es gibt jedoch Modelle, in denen ihnen
transformierende Eigenschaften nachgewiesen wurden [15]. Die Funktion von
Makrophagen innerhalb von Tumoren wird kontrovers diskutiert. Es gibt Belege
daflr, dass sie auf der einen Seite das Tumorwachstum férdern, auf der anderen
Seite aber auch zytotoxische Effekte austben koénnen. Im Folgenden sollen

Argumente fur beide Seiten vorgestellt werden.
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1.3.5.1  Chronische Entziindung als Ausldser fir Tumorentstehung

Im Zuge einer Erkrankung — sei sie durch Pathogene ausgelost oder z.B. eine
Wunde — werden Makrophagen durch zahlreiche Wachstumsfaktoren, wie M-CSF
(macrophage colony stimulating factor), GM-CSF oder TGF-B1(transforming
growth factor-f1), und Chemokine, wie MCP1-3 (monocyte chemoattractant
protein) oder MIP-1a (macrophage-inflammatory protein), an den Ort der
Entzindung gelockt. Dort aktivieren sie weitere Immunreaktionen und fuhren somit
zur Eliminierung von Krankheitserregern oder tragen zur Wundheilung bei. Als
Reaktion auf Pathogene setzen Makrophagen u.a. reaktive
Sauerstoffverbindungen (ROS) und Stickstoffoxid (NO) frei. NO ruft genotoxischen
Stress in Zielzellen hervor, indem zum ersten karzinogene Nitrosamine gebildet
werden, zum zweiten die DNA direkt geschadigt und zum dritten DNA-Reparatur-
Systeme inhibiert werden. Im Fall von chronischen Entzindungen fuhrt nun die
permanente Schadigung des Gewebes am Ort des Geschehens zur Anhaufung
von Fehlern im genetischen Code, wie Punktmutationen, Deletionen oder
Neuanordnungen [16]. Sind Protoonkogene oder Tumor-Suppressor-Gene von
diesen Mutationen betroffen, ist der Grundstein zu einer Entartung der Zellen
gelegt. Heute werden 15% aller weltweiten Tumoren mit chronischen Infektionen
in Verbindung gebracht, wie Hepatitis C mit Hepatokarzinomen, Schistosoma-
Infektionen mit Blasenkrebs und Colorektalem Karzinom oder Helicobacter pylori
mit Magenkrebs [fiir einen Uberblick siehe 17]. Auch permanente Schadigungen
von Gewebe wie z.B. durch Asbest kann Uber chronische Entziindungsreaktionen
des Korpers zur Entartung von Zellen fuhren. Die Mikro-Umgebung am

Entzindungsherd fordert zusatzlich das Wachstum dieser Zellen.

1.3.5.2 Tumor-assoziierte Makrophagen sind wachstumsfordernd fir Tumoren

Sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Zytokine aktivieren Makrophagen, die
mit unterschiedlichen Antworten auf diese Stimuli reagieren. Da sie zwei
unterschiedliche Seiten der Immunantwort reprasentieren, spricht man auch von
polarisierten Makrophagen des Typs | (pro-inflammatorisch) und Typs Il (anti-

inflammatorisch).

12
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Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM) sind zu Typ Il polarisierten Makrophagen
zu zahlen, da sie von Faktoren wie IL-10 oder IL-4 - entweder von Tumorzellen,
infiltrierenden T-Zellen oder ihnen selbst sezerniert - beeinflusst werden. Sie sind
durch geringe NO- und ROS-Produktion gekennzeichnet. Weiterhin sezernieren
sie hohe Mengen an IL-10, TGF-B1 und Prostaglandinen, jedoch wenig IL-12. Auf
Stimulation mit LPS oder IFN-y reagieren sie kaum [fiir einen Uberblick siehe 18].
Diese Tumor-assoziierten Makrophagen produzieren eine Reihe
Wachstumsfaktoren, die zur Angiogenese und Tumorzellproliferation beitragen.
Vom Tumor freigesetztes M-CSF lockt Makrophagen nicht nur an, es induziert in
ihnen auch die Produktion von VEGF [19]. Von TAM sezerniertes TNF-o induziert
autokrin die Expression von sogenannten Matrix-Metalloproteasen, mit deren Hilfe
die Extrazellulare Matrix (ECM) aufgelost wird [20]. So wird die Neubildung von
Blutgefalken, aber auch Metastasierung erst ermdglicht. TAM sezernieren
auBerdem Wachstumsfaktoren wie Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF),
Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF), PDGF (platelet-derived growth factor) oder
TGF-B, die die Tumorzellteilung fordern [fiir einen Uberblick siehe 18; 21].

1.3.5.3 Makrophagen als Effektorzellen im Kampf gegen Tumoren

Makrophagen sind in der Lage, Pathogene anzugreifen und zu zerstéren. In den
letzten Jahren wurde auch die Kapazitat dieser Zellen, Tumoren anzugreifen,
intensiv erforscht. Es zeigte sich, dass aktivierte Makrophagen in der Tat
zytotoxisch auf transformierte Zellen wirken kdnnen, auch auf solche, die gegen
herkdbmmliche Chemotherapeutika oder Zytostatika resistent sind. Makrophagen
des Typs | (vgl. 1.3.5.2) kdnnen durch Molekiile wie LPS oder durch Zytokine wie
IFN-y und GM-CSF aktiviert werden und zeichnen sich dann durch erhéhte MHC-
[I-Expression und Freisetzung von u.a. TNF-qa, IL-6 und Stickstoffoxid aus. Diese
Verbindungen kénnen direkt auf Tumorzellen wirken, was unter 1.4 genauer

vorgestellt werden soll.
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Um tumortoxisch wirken zu kénnen, missen Makrophagen die transformierten
Zellen zunachst als ,fremd” erkennen. So wird Phosphatidylserin (PS) von vielen
Tumorzellen im Vergleich zu normalen Zellen vermehrt exprimiert, was zu einer
erhdhten Phagozytose fiihrt [fiir einen kritischen Uberblick siehe 22]. Zudem
haben veranderte Zellen haufig ungewodhnliche Zuckerreste auf ihrer
Zelloberflache [23], welche durch spezielle Lektin-ahnliche Rezeptoren auf
Makrophagen gebunden werden konnen. Aktivierte Makrophagen exprimieren
dartber hinaus NKG2D (vgl. 1.3.1). Makrophagen kénnen auf zwei verschiedene
Weisen toxisch auf Tumorzellen wirken: (i) Uber Antikdrper-abhangige zellulare
Zytotoxizitat (ADCC) und (ii) Uber Makrophagen-vermittelte Tumor-Zytotoxizitat.
ADCC folgt auf eine Fc-Rezeptor-vermittelte Erkennung von Antikorper-bedeckten
Zielzellen und wird vermutlich durch ROS, TNF-o, IL-1 und
Komplementsystemfaktoren vermittelt. Der toxische Effekt des zweiten Typs tritt
langsam nach 1-3 Tagen auf und ist abhangig von Zell-Zellkontakt. Tumorzellen
reagieren unterschiedlich auf diese Art von Zytotoxizitat, was scheinbar mit der
Expression des interzellularen Adhasionsmolekuls-1 (ICAM-1) in Zusammenhang
steht [24].

1.4 Zytokine und Wachstumsfaktoren

Damit eine Immunantwort kontrolliert und genau ablauft, bedarf es eines
Orchesters an verschiedenen Signalstoffen, Uber die die einzelnen Zellen des
Immunsystems miteinander und mit ihren Zielzellen kommunizieren kdnnen. Diese
Zytokine, Chemokine und Interferone, aber auch reaktive Sauerstoff- und
Stickstoffverbindungen werden zelltypspezifisch produziert und wirken in
bestimmter Art und Weise auf ihre Zielzellen. Im Folgenden sollen einige, auch fur
diese Arbeit relevante Vertreter und ihre Rolle bei Tumorentwicklung und -therapie

vorgestellt werden.

1.4.5
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Vertreter der TNF-Superfamilie und Apoptose

Bereits 1868 konnte der deutsche Mediziner P. Bruns zeigen, dass bakterielle
Infektionen zu Tumorregression bei seinen Patienten fluhrte. 1944 wurde LPS als
das Tumorzelltod auslésende Agens in Bakterienpraparationen identifiziert. 1968
wurde gezeigt, dass Lymphozyten nach Behandlung mit LPS einen Faktor,
Lymphotoxin, freisetzen, der Tumorzellen abtotet. 1975 wurde ein weiterer Faktor
beschrieben, der von Marophagen produziert wird und zu Nekrose in Tumoren
fuhrt — Tumor Nekrose Faktor (TNF). Eine Verwandtschaft der beiden Faktoren
konnte erst 1984 durch genauere Praparationen und Sequenzierung bewiesen
werden. Sie wurden daraufhin umbenannt in TNF-a und TNF- (vorher
Lymphotoxin). In den letzten 20 Jahren kamen weitere verwandte Molekule hinzu,
so dass die TNF-Superfamilie heute 19 Vertreter umfasst [fiir einen Uberblick
siehe 25]. Im Folgenden soll nur auf TNF-a, TRAIL/Apo2L und CD95L/FasL als fur
diese Arbeit wichtigste Vertreter eingegangen werden. Fur alle anderen Mitglieder

der Familie sei auf [25] verwiesen.

1.4.1.1 Tumor-Nekrose-Faktor-a

Die meisten normalen und transformierten Zellen besitzen zwei unterschiedliche
Rezeptoren fur TNF-o, TNFR1 und TNFR2, die durch eine Cystein-reiche,
extrazellulare Domane charakterisiert sind. TNF-a wird von Makrophagen, NK-, T-
und B-Zellen freigesetzt. TNF-a kann so unterschiedliche Effekte wie Apoptose,
Differenzierung oder Proliferation in den Zielzellen hervorrufen, abhangig davon,
an welchen der Rezeptoren es bindet. Wahrend Ligation von TNFR1 Uber
intrazellulare Proteinkomplexe wie TRADD (TNF receptor associated death
domain) und FADD (Fas associated death domain) zur Aktivierung von Caspasen
und damit zu Apoptose flhrt, resultiert Binden von TNFR2 in einem anderen
Signaltransduktionsweg. TRAF2 (TNF receptor associated factor) wird aktiviert
und dadurch werden Transkriptionsfaktoren wie AP-1 und NF-xB, aber auch

p38MAP-Kinase positiv reguliert [fir einen Uberblick siehe 25].
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Auch wenn TNF-o ursprunglich als zelltodférderndes Agens in Tumoren
beschrieben wurde, zeigt sich heute, dass viele Tumoren resistent gegen den
Faktor sind und er eher forderlich als hinderlich wirkt. V.a. NF-xB ist hier von
Bedeutung, flhrt es doch zur Expression u.a. von Matrix Metalloproteasen und
VEGF, die zur Invasion und Angiogenese beitragen. NF-kB kann auflierdem
Apoptose unterdricken, was das Tumorwachstum weiter unterstiutzt. Resistente
Hirntumorzelllinien konnten zwar mit dem Zellgift Cisplatin fur TNF-o— induzierte
Apoptose sensitiviert werden [26]; aufgrund von hohen systemischen
Nebenwirkungen in klinischen Tests wird der Faktor jedoch wahrscheinlich in

naher Zukunft keinen Einsatz in Tumortherapien haben.

1.41.2 ,TNF-related apoptosis-inducing ligand“ (TRAIL)

Zwei unterschiedliche Gruppen charakterisierten TRAIL/Apo2L (im weiteren nur
TRAIL genannt) 1995 und 1996 als einen Faktor, der in vitro praferentiell
transformierte Zellen abtotet [27; 28]. Es existiert eine membrangebundene Form,
die jedoch proteolytisch abgespalten werden kann. TRAIL-Expression kann durch
IFN-B in zytotoxischen T-Zellen, NK-Zellen und DCs ausgeldst werden (vgl.
1.4.2.1). Ligation der zwei funktionalen Rezeptoren fur TRAIL, TRAIL-R1 und
TRAIL-R2, fahrt Gber FADD und Caspasen zur Aktivierung der Caspase3 und zu
Apoptose [29]. Der zugrundeliegende Mechanismus flr diese Tumor-Selektivitat
ist noch nicht geklart. Nicht alle Tumoren konnen mittels TRAIL abgetotet werden,
jedoch sprechen Studien dafur, dass Zytostatika synergistisch mit TRAIL auch in

resistenten Zelllinien Apoptose induzieren kénnen [fir einen Uberblick siehe 30].

1.4.1.3 CD95L/FasL

Ein weiteres, Apoptose-auslosendes Kompendium aus Ligand und Rezeptor
bilden CD95L/Apo-1L/FasL und CD95/Apo-1/Fas (im weiteren wird nur von FasL
bzw. Fas gesprochen). Der Rezeptor Fas wird von vielen verschiedenen Zelltypen

exprimiert (aktivierte Lymphozyten, lymphoide Gewebe, aber auch Tumorzellen).
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Sein Ligand FasL liegt in einer membrangebundenen und einer |6slichen Form vor
und wird hauptsachlich von aktivierten T-Zellen exprimiert. Wie TRAIL fuhrt
Ligation von Fas zu Apoptose-Induktion tber FADD und Caspasen [25].

Die Hauptaufgabe des Systems ist es, Uberreaktionen des Immunsystems zu
verhindern, indem autokrin oder parakrin Zelltod ausgelost wird. Auch Tumorzellen
exprimieren FasL. Es wird angenommen, dass sie so einwandernde T-Zellen
abtoten, um einer Eliminierung durch das Immunsystem zu entgehen. Die
Relevanz dieser Theorie in vivo konnte jedoch bisher nicht geklart werden.
Herkdmmliche Chemotherapeutika nehmen haufig Einfluss auf das Fas/FaslL-
System. Fur eine zielgerichtete Tumortherapie schien Verabreichen von Fas
Agonisten besonders attraktiv zu sein. Aufgrund von hohen Nebenwirkungen wie
Leberversagen bis hin zu Todesfallen scheiterten diese Ansatze jedoch bereits in
experimentellen Tumormodellen [fir einen Uberblick siehe 30]. Nichtsdestotrotz
konnte eine Fas/FaslL-gerichtete, jedoch zellbasierte Therapie flr Tumoren

greifen.

1.4.2 Interferone

Die Interferone werden in zwei Untergruppen eingeteilt: die Typl-Interferone mit
IFN-o und IFN-B, sowie Typll-Interferon IFN-y.

1.4.2.1 Typl-Interferone

Isaacs beschrieb Typl-Interferone erstmals 1957 als anti-viral wirkende Stoffe.
Beim Menschen existieren 12 verschiedenen IFN-a-Subtypen, ein IFN-B, ein IFN-
o sowie ein IFN-k, die alle von einem Gencluster codiert werden. Wahrend INF-a
in lymphoiden Zellen nach viralen Infektionen induziert wird, kann IFN-B von allen
Zelltypen produziert werden. Urspringlich galten die Typl-Interferone
ausschliefRlich als anti-virale Substanzen, da sie in Zellen autokrin zu reduzierten
Infektionen fUhren kdnnen. Seit mehr als 20 Jahren wird IFN-a jedoch in der
Therapie fur menschliche Tumoren eingesetzt, worauf oft eine Regression der
Neoplasmen folgt. Nicht alle Tumoren sprechen auf diese Therapie an, weswegen
in den letzten Jahren verstarkt erforscht wird, wie Typl-Interferone auf Zellen

wirken kdnnen.
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Lange Zeit war unklar, wie Viren und Bakterien in Zellen die Expression von IFN
auslosen. Seit der Entdeckung der foll-like Rezeptoren (TLR) [2] (vgl. 1.1)
scheinen sich jedoch zumindest einige Mechanismen erklaren zu lassen. So kann
z.B. Ligation der TLR3 und 4 zur Produktion von IFN fihren [31]. Uber die
intrazellularen  Adaptorproteine MyD88/TRAF6 (TNF receptor associated
factor)/TRIFF (toll/IL-1 receptor domain-containing adaptor inducing IFN-£) werden
die Transkriptionsfaktoren IRF3 (IFN responsive factor 3) und NF-kxB aktiviert.
Diese treiben die Transkription des IFN-B-Gens voran. IFN- wird von der Zelle
sekretiert und stimuliert dann autokrin Uber Bindung des IFN-a-Rezeptors und den
intrazellularen JAK/STAT1/2-Signalweg [31] die Bildung des Transkriptionsfaktors
ISGF3 (IFN stimulated gene factor 3). Dieser steuert zusammen mit IRF7 die
Synthese von IFN-o. und anderen IFN-stimulierten Genen (ISG) [fur einen
Uberblick siehe 3]. Mikroarray-Analyse hat gezeigt, dass Uber 300 verschiedene
Gene Uber diesen Mechanismus aktiviert werden.

IFN des Typs |, vor allem aber IFN-B, kdnnen in zwei verschiedenen Weisen anti-
tumoral wirken. Zum einen konnen sie direkt das Tumorzellwachstum negativ
beeinflussen, zum anderen kénnen sie aber auch indirekt zur Eliminierung von
Neoplasmen beitragen, indem sie das Immunsystems aktivieren oder die
BlutgefaRbildung (Angiogenese) unterdriicken [fir einen Uberblick siehe 32]. IFN-
B induziert in zytotoxischen T-Zellen, NK-Zellen und DCs die Expression von
TRAIL und FasL, in NK-Zellen zusatzlich von Perforin. Auch in Endothelzellen
kann direkt Apoptose ausgeldst werden, was die anti-angiogenetische Wirkung
des IFN erklart. IFN-B kann anti-proliferativ wirken, da es mehrere Cycline und
Cyclin-abhangige Kinasen (cdks) inhibiert und somit den Zellzyklus, v.a. die S-
Phase blockiert. Viele ISGs codieren jedoch flr Apoptose-induzierende Faktoren,
die in der Lage sind, Tumorzellen in den Zelltod zu treiben. Zu ihnen gehoren u.a.
TRAIL [33], Fas/FasL, die Caspasen —4, -7 [34; 35] und -8 und die sogenannten
RID (regulators of IFN induced death) [fur einen Uberblick siehe 32]. Durch IFN
induzierter Zelltod vollzieht sich langsam (>48h) und ist haufig von der Herkunft
der Zielzellen abhangig. So konnten therapeutisch gute Erfolge in der Behandlung
von Melanomen und Ovarialkarzinomen erzielt werden, wahrend andere Tumoren
nicht oder kaum auf IFN ansprechen. Vermutlich fehlen ihnen Komponenten des

Signaltransduktionsweges.
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1.4.2.2 Typll-Interferon

Typll-Interferon ist evolutionar unabhangig von Typl-Interferonen entstanden und
wird von einem anderen Gen codiert. Es gibt nur einen Vertreter, IFN-y. Es wird
von zytotoxischen T-Zellen, Tp1-Zellen und NK-Zellen freigesetzt; diese
Produktion wird durch professionelle Antigen-prasentierende Zellen mit Hilfe von
IL-12 und IL-18 eingeleitet. IFN-y bindet an einen Rezeptor, der aus zwei
Untereinheiten besteht: Die Untereinheit IFNGR1 bindet das Interferon, wahrend
die Untereinheit IFNGR?2 fiir die Signalweiterleitung tiber JAK/STAT1 sorgt. Uber
y-aktivierte Transkriptionsfaktoren (GFA) werden y-aktivierte Sequenzen (GAS)
gebunden, was zur Transkription von IRF1 flhrt. Dieses aktiviert seinerseits |[FN-
regulierte Gene (IRG), die z.B. fur die induzierbare Stickstoffoxid-Synthase (INOS)
oder IFN-B codieren [fiir einen Uberblick siehe 36].

IFN-y hat vielfaltige Effekte auf Zellen. Es steigert die Antigenprasentation, indem
es die Expression von MHC-I, TAP-Transporter und Tapasin erhoht. Aulderdem
favorisiert die Zelle unter dem Einfluss von IFN-y ein spezielles Immunproteasom,
wodurch die Prozessierung der zu prasentierenden Peptide optimiert wird. IFN-y
erhoht die Expression von MHC-Il auf B-Zellen, Dendritischen Zellen und
Makrophagen. Auch hier werden fur die Antigenprozessierung und MHC-II-
Beladung wichtige Proteine wie die invariante Kette oder lysosomale Cathepsine
vermehrt hergestellt. In  Makrophagen speziell steigert IFN-y die
Phagozytosekapazitat und induziert die Expression mehrerer pro-
inflammatorischer Gene. IFN-y stellt in Makrophagen die Weichen flir eine
optimale LPS-induzierte  Signalweiterleitung, indem Komponenten des
Signalweges, wie TLR4, MyD88 und das akzessorische MD-2 vermehrt gebildet
werden (,Priming“). Auch unter suboptimalen Bedingungen kdnnen Makrophagen
so effektiv aktiviert werden [fiir einen Uberblick siehe 36]. IFN-y induziert aber
auch die Expression von Caspasen und Fas/FasL [37 und darin enthaltene
Referenzen] und kann Zellen damit entweder direkt in den Zelltod treiben oder sie
fur andere Apoptose-induzierende Agenzien sensitivieren.

IFN-y schitzt den Organismus vor Tumorentwicklung, wie Untersuchungen an
IFNGR1™- und IFN-y"-Méausen zeigten. Systemisch injiziert hat es jedoch hohe

Nebenwirkungen.
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Neue Tumortherapien, die auf eine IFN-y-stimulierte, spezifische Immunantwort
abzielen, verwenden meist autologe, ex vivo transduzierte, IFN-y-produzierende

Tumorzellen.
1.4.3 Interleukine
Interleukine ist ein Uberbegriff fir die Gesamtheit aller von Leukozyten

produzierten Zytokine. Im folgenden soll ein kurzer Uberblick Uber einige

Interleukine gegeben werden, die im Rahmen dieser Arbeit, im Kontext der

Makrophagen (M®) oder Tumoren interessant sind [siehe auch 1 und 192].

Produzierende | Biologische | Rolle in Tumor- Einsatz in
Bezeichnung
Zellen' Wirkung entwicklung Tumortherapie
Fordert Invasion
M, DCs, NK-
IL-1 Aktiviert MO und -—-
Zellen ,
Angiogenese
Induziert Typll Ja,
IL-4 T-Zellen polarisierte --- systemisch
Md und lokal
Fordert Benotigt fur |
a,
Wachstum chemisch .
IL-6 M®d systemisch
von T- und B- induzierte
und lokal
Zellen Lymphome
T-Zellen,
IL-10 Inhibitiert M® - geplant
M®, Tumoren
Aktiviert NK- Inhibiert Ja,
Mo, DCs, )
IL-12 Zellen, fordert chemische systemisch
Neutrophile .
Ty1-Zellen Karzinogenese und lokal
IL-18 Fordert Ty1-
Mo --- geplant
Zellen

Tab.1: Ubersicht Uber Interleukine, ihre biologische Wirkung und ihren Einsatz als anti-
Tumor-Therapeutika. Tabelle wurde verandert nach [1] und #243

' Aus Platz- und Logikgriinden werden hier nur Zellen der angeborenen Immunantwort
aufgeflhrt, sofern die produzierenden Zellen nicht ausschliellich der adaptiven Immunantwort

angehoren.
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1.4.4 Stickstoffoxid

Stickstoffoxid (NO) wird aus L-Arginin durch das Enzym NO-Synthase (NOS)
freigesetzt. Es existieren drei verschiedene Isoformen der NOS: nNOS (neuronal)
und eNOS (epithelial) sind konstitutiv aktiv und abhangig von Ca**, wogegen iNOS
nur nach Stimulation der Zellen mit Zytokinen exprimiert wird und Ca?*-
unabhangig arbeitet. NO ist sehr instabil und zerfallt in wassriger Losung nach 5-
30s zu Peroxynitrit. NO werden verschiedenste Wirkungsweisen zugesprochen,
die v.a. von der Konzentration des Molekils abhangig sind. In chronischen
Entzindungen wird es v.a. als genotoxisches Agens gesehen, welches zur
Transformation von Zellen beitragt (vgl. 1.3.5.1). Innerhalb von Tumoren kann NO
auf zwei unterschiedliche Weisen wirken: auf der einen Seite 16sen hohe Dosen
des Molekuls in Zellen Apoptose aus. Dies resultiert in einer hoheren
Phosphatidyl-abhangigen Phagozytose von Makrophagen, welche zu einer
allgemeinen Deaktivierung und damit einhergehender geringerer iINOS-Aktivitat
fuhrt. Auf der anderen Seite induziert NO die Expression von PGE; im Tumor und
daneben verringerte T-Zell-Proliferation. Die Anti-Tumor-Immunantwort wird durch
beide Mechanismen unterdriickt [fiir einen Uberblick siehe 16]. Generell wird NO
jedoch als toxischer Faktor erachtet, der v.a. bei der Eliminierung von

Pathogenen, mdglicherweise aber auch von Tumoren eine Rolle spielt.

2 Das Gehirn, seine Zellen und Neoplasmen

21 Die Anatomie des Nervensystems und seine Zellen

Das menschliche Nervensystem gliedert sich in das periphere (PNS) und das
Zentralnervensystem (ZNS). Das PNS mit den Ganglien und den peripheren
Nerven kann funktionell in  motorisches Nervensystem, das die
Muskelbewegungen steuert, und autonomes Nervensystem, welches die inneren
Organe innerviert, gegliedert werden. Das ZNS lasst sich in Ruckenmark und
Gehirn einteilen. Das Gehirn ist die Steuerzentrale des Organismus. Es verarbeitet
mit seinen geschatzten 100 Milliarden Nervenzellen alle einstromenden Reize und
lasst uns zielgerichtet darauf reagieren. Es bildet unser Gedachtnis und koordiniert

Bewegungen.
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Da dieses Organ so wichtig fur den ganzen Korper ist, muss es und seine
Funktion besonders geschutzt werden. Anatomisch ist das Gehirn neben dem
knochernen Schadel von drei sehr feinen Membranen, der festen Hirnhaut (Dura
mater), der Spinnwebenhaut (Arachnoidea) und der weichen Hirnhaut (Pia mater)
umgeben. Sie werden auch unter dem Begriff ,Meningen® (Hirnhaute)
zusammengefasst. Um bei Bewegungen und Schlagen eine zusatzliche Pufferung
zu haben, wird das Gehirn durch die Cerebrospinalflissigkeit (CSF) geschuitzt. Die
CSF befindet sich in einem Spalt zwischen der Arachnoidea und der Pia mater.
Aber auch physiologisch muss es vor Krankheiten, ebenso wie vor Ubermafigen

Immunreaktionen geschitzt werden (siehe 2.2).

Der wohl am besten untersuchte Zelltyp des Gehirns ist das Neuron, das etwa
10% der Zellen ausmacht und fur die Informationsweiterleitung zustandig ist. Die
restlichen 90% der Zellen stellen die Gliazellen, die weit mehr als Kitt sind, wie ihr
Name suggeriert (griechisch glia = Leim, Kitt). Morphologisch lassen sich drei
Zelltypen unterscheiden: Mikroglia, Oligodendrozyten und Astrozyten. Neben
Neuronen und Gliazellen gibt es im Gehirn die Ependymzellen, die die Ventrikel
auskleiden, und die Choroidalen Zellen, die die innerste Schicht des Plexus
choroidei bilden und die CSF absondern. Neuronen, Oligodendrozyten und
Astrozyten sind neuroektodermalen Ursprungs und entwickeln sich aus einer
gemeinsamen Vorlauferzelle, der neuronalen Stammzelle [fir einen Uberblick
siehe 38]. Ausgehend von dieser werden auch adulte neuronale Stammzellen
gebildet, die im Hippokampus und der Subventrikularzone lokalisiert werden
konnen. Sie ermdglichen dem Gehirn - zumindest bis zu einem gewissen Grad -
sich zu regenerieren und bieten Ansatzpunkte fiur die Therapie von

neurodegenerativen Krankheiten wie Parkinson oder Alzheimer [39].

Mikroglia sind die immunkompetenten Zellen des Gehirns. Da sie eine zentrale
Rolle in dieser Arbeit spielen, werden sie in einem gesonderten Kapitel behandelt
(vgl. 2.2.2).

Die Oligodendrozyten sind spezialisierte Zellen, die die Myelinschicht der
Neuronenaxone bilden und somit an der saltatorischen Signalweiterleitung

beteiligt sind.

22



EINLEITUNG

Astrozyten sind die mit Abstand haufigsten Gliazellen mit einem weiten Spektrum
an Aufgaben, die von Entwicklung Uber Aufrechterhaltung und Regeneration des
Gehirns reichen. Sie weisen eine sternformige Morphologie auf und bilden im
Gehirn ein Syncytium aus Einzelzellen, die Uber viele tausend sog. Gap Junctions
verbunden sind. Wahrend der Entwicklung stellen Astrozyten die radiale Glia,
entlang derer neugebildete Neuronen an ihren Bestimmungsort wandern [38]. Sie
bringen durch asymmetrische Zellteilung aber auch Neuronen hervor [40]. Im
adulten Gehirn bilden Astrozyten zusammen mit den Uber Tight Junctions
verbundenen Endothelzellen die Blut-Hirn-Schranke, die das Ubertreten von
Leukozyten und Mediatoren wie Zytokinen oder auch Toxinen vom Blut in das
Hirnparenchym verhindert. Sie sind an der SignalUbertragung der Neuronen
beteiligt, indem sie Neurotransmitter (Glutamat) und lonen (K') aus dem
Extrazellularraum aufnehmen, Uber Glutamatfreisetzung selbst Neuronen
aktivieren und die Plastizitat der Synapsen aktiv beeinflussen [fiir einen Uberblick
siehe 41]. Fur die Bewaltigung dieser Aufgaben kommunizieren die Astrozyten
sowohl intrazellulér iiber Ca?*-Wellen, als auch extrazellular iber ATP-Freisetzung
miteinander. Astrozyten spielen eine wichtige Rolle bei zahlreichen pathologischen
Bedingungen im Gehirn, wie Ischamie, Schlaganfall oder neurodegenerativen
Krankheiten. Verletzungen fuhren zu erhohter Proliferation und Migration von
Astrozyten [42], die mal3geblich an der Bildung von Narbengewebe beteiligt sind.
Astrozyten unter pathologischen Bedingungen werden 2zu sogenannten
,reaktiven“ Astrozyten und tragen zum Schutz der Neuronen bei, indem sie z.B.
reaktive Sauerstoffspezies Uber zellulare Antioxidantien wie Glutathion
unschadlich machen. Daruber hinaus koénnen sie trophische Faktoren fur
Neuronen und Oligodendrozyten sezernieren und Neurogenese und Re-
Myelinisierung von Axonen unterstitzen. Da diese aktivierten Zellen aber
gleichzeitig auch grundlegende Aufgaben wie lonen- oder
Neurotransmitteraufnahme sehr viel schlechter wahrnehmen als unaktivierte
Astrozyten, kdnnen sie so zu einer Ubermaligen Erregung von Nervenzellen
beitragen, was diese schadigen kann. Aktivierung von Astrozyten ist also sowohl
neuroprotektiv als auch —degenerativ [43]. Weiterhin sind Astrozyten aber auch
immunkompetente Zellen des Gehirns. Diese Aufgabe soll unter 2.2.1 naher

vorgestellt werden.
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2.2 Das Immunprivileq des Gehirns

Das Gehirn wurde lange Zeit als ein Organ erachtet, in dem keine oder nur sehr
begrenzte Immunreaktionen ablaufen kénnen. Dieses  sogenannte
Lmmunprivilegierte“ Organ kann Transplantate sehr viel schlechter abstolzen als
der restliche Korper. Es besitzt nur wenige Antigen-prasentierenden Zellen, wobei
die scheinbar undurchdringliche Blut-Hirn-Schranke ein zusatzliches Hindernis in
Bezug auf Einwanderung von Leukozyten darstellt. Es gibt kein regulares
Lymphsystem im Gehirn, was eine Aktivierung von T-Zellen, die ja im
Lymphknoten stattfindet, fast unmdglich macht. Dieses Konzept ist in seiner
endgultigen Form heute nicht mehr tragbar, hat sich doch gezeigt, dass das
Gehirn sehr wohl immunkompetente Zellen besitzt [44] (siehe 2.2.1 und 2.2.2),
und auf systemische Injektionen mit immunogenen Stimuli reagieren kann [45].
Zusatzlich kénnen weitere Leukozyten aus dem Blut auf bestimmten Wegen in das
Gehirn einwandern [46]. Das Gehirn unterdrickt jedoch aktiv eine Ubermallige
Immunreaktion [fiir einen Uberblick siehe 47; 48]. Die meisten Leukozyten finden
sich in der CSF mit 3000 Leukozyten/ml, hauptsachlich T-Zellen (80%, in der
Mehrheit central memory T-cells), wenige Monozyten (5%), kaum B-Zellen (1%)
und keine Neutrophilen Granulozyten. Es wird vermutet, dass im sogenannten
Virchow-Robin-Raum der Perivaskularzone Interaktionen zwischen Lymphozyten
und Antigenprasentierenden Zellen stattfinden kdnnen; diese Region des Gehirns
wird daher als Ort der ,Immuniberwachung“ angesehen [fiir einen Uberblick siehe
46].

2.2.1 Immunkompetenz von Astrozyten

Astrozyten waren die ersten Zellen des ZNS, fur die eine Expression von MHC-II
bewiesen wurde [49]. Fir eine effektive Antigenprasentation ist dartiber hinaus die
Expression von kostimulatorischen Molekulen wie Vertretern der B7-Familie oder
CD40 notig. Beides ist flr Astrozyten kontrovers beschrieben. Wahrend fur
humane Astrozyten keine konstitutive Expression von B7.1 und B7.2
nachgewiesen wurde, konnte fur murine Astrozyten noch kein klares Bild
gezeichnet werden. B7.2 wurde als konstitutiv beschrieben, sowohl B7.1 als auch

B7.2 in anderen Studien als induzierbar mit IFN-y oder nicht induzierbar [flr einen
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Uberblick siehe 50]. In der neuesten Studie zu diesem Thema legten Girvin und
Kollegen (2002) dar, dass murine, primare Astrozyten nach Stimulation mit IFN-y
sowohl MHC-Il als auch B7.1, nicht jedoch B7.2 exprimieren [51]. Auch die
Ergebnisse fur CD40 sind kontrovers, allerdings scheint gesichert, dass reaktive
Astrozyten nach Ruckenmarksverletzungen CD40 exprimieren [52]. Weiterhin ist
die molekulare Maschinerie, die zu einem effektiven Prozessieren und
Prasentieren von Antigenen notwendig ist (Invariante Kette, lysosomale
Proteasen), in Astrozyten weniger aktiv als in Mikroglia [53]. Zusammenfassend ist
also ihre Fahigkeit zur Antigenprasentation und damit zur Stimulation von T-Zellen
bis heute unklar. Neuere Studien sehen Astrozyten als Ty2-, nicht jedoch Ty1-
stimulierende Zellen [54]. Fehlende kostimulierende Molekule konnten daruber
hinaus zur Anergie in naiven T-Zellen fuhren. Auch auf Mikroglia konnen
Astrozyten  deaktivierend wirken. So sind Mikroglia zwar  fahig,
Amyloidablagerungen (,amyloid plaque cores®) bei der Alzheimer’schen Krankheit
zu phagozytieren; von Astrozyten sezernierte Faktoren unterdricken aber diese
Kapazitat [55]. Auch die IL-12-Produktion durch aktivierte Mikroglia kann durch
bisher undefinierte Faktoren, moglicherweise TGF-f, verringert werden [56].

Astrozyten konnen als immunkompetente Zellen im Gehirn bezeichnet werden, da
sie in der Lage sind, auf verschiedene Zytokine zu reagieren, diese aber auch
selbst zu sezernieren. Sie exprimieren TLRs [57], wobei hier die beschriebenen

Expressionsmuster zwischen verschiedenen Studien differieren (vgl. Tab.2.1).

Herkunft der Zellen Beschriebener TLR Referenz
Human, fotal TLR3 [49]
Human, adult, gesund TLR2 und 3 [58]
Human, gdult, Patienten mit TLR3 und 4 58]
multipler Sklerose
Murin, Balb/c
TLR2,4,5und 9 [59]

Tab.2.1: Ubersicht Uber beschriebene TLR-Expression in Astrozyten verschiedener
Herkunft
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Aus diesen Studien geht klar hervor, dass TLRs zelltypspezifisch exprimiert
werden. Astrozyten haben nur ein geringes Spektrum an PAMPs, auf die sie
reagieren konnen. Sie konnen Uber ihre TLR aktiviert werden. Auf Ligation mit
LPS (TLR4) und Poly I:.C (TLR3) reagieren sie mit Sekretion von pro-
inflammatorischen Zytokinen wie IL-6, TNF-a, IFN-oo und IFN-B sowie mit
Expression von iNOS. Stimulation der selben Zellen mit Zytokinen der adaptiven
Immunantwort (TNF-a, IFN-y) fUhrte zu geringerer Produktion der genannten
Komponenten. Nur Stimulation mit TNF-a oder IFN-y hatte in dieser Studie die
Expression von MHC-II und die Aktivierung von CD4"-T-Zellen zur Folge [60].
Auch die Expression von M-CSF und GM-CSF wurde fir aktivierte Astrozyten
beschrieben [fur einen Uberblick siehe 44]. Eine interessante Rolle spielt die
Produktion von PGE; nach Stimulation mit IL-1 oder TNF-a: das Prostaglandin
wirkt anti-inflammatorisch und inhibiert die Zytokinproduktion von Ty1-Zellen.
Weiterhin reduziert es die IL-12-Ausschittung aus aktivierten Mikroglia, sowie die
IL-12-Rezeptor-Expression in T-Zellen [fir einen Uberblick siehe 61] und
unterdrickt so die Glia-T-Zell-Kommunikation (vgl. hier auch Abb.2.1).

Humane Astrozyten (fotal und adult) exprimieren sowohl Fas als auch FasL. Die
Expression der beiden Molekule wird durch IL-1, IL-6 und TNF-a erhoht. Beide
Komponenten sind funktionell und ldsen in Zielzellen, z.B. T-Zellen (Uber Fasl)
und Astrozyten (Uber Ligation von Fas) Apoptose aus. Zudem fuhrt Behandlung
dieser Zellen mit IL-1 und TNF-a zur Expression von TRAIL [62].
Zusammenfassend kann man sagen, dass Astrozyten wohl eher an der
Terminierung und Kontrolle als an der Initierung von Immunantworten im Gehirn

beteiligt sind.

2.2.2 Mikroglia als immunkompetente Zellen des Gehirns

5-15% der Gehirnzellen sind Mikroglia [63]. Sie entstehen aus myeloiden
Vorlauferzellen, die wahrend der Embryonalentwicklung in das Gehirn
einwandern. Sie sind also mit Makrophagen verwandt, exprimieren viele
Makrophagen-Markerproteine, wie CD45 (gemeines Leukozytenantigen), F4/80,
Mac1/CD11b/Complement Rezeptor Typ 3 (CR3) und den Fc-Rezeptor und

werden daher auch als ,Makrophagen des Gehirns“ bezeichnet.
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Man kann grundsatzlich zwei Populationen unterscheiden: die parenchymalen,
ramifizierten Mikroglia und die perivaskularen Mikroglia. Die perivaskularen Zellen
sind kurzlebig und werden standig durch Vorlauferzellen aus dem Knockenmark
ersetzt. Sie exprimieren, wie Makrophagen, viel CD45, wahrend parenchymale
Mikroglia ein niedrigeres Expressionsniveau aufweisen [64]. Letztere bilden eine
stabile Population, die sich selbst aus Vorlauferzellen erneuert [65]. Diese
Vorlauferzellen stammen — wie Untersuchungen an Mausen zeigten - aus dem
Dottersack und sind ab Embryonaltag 8 im Gehirn nachweisbar [66]. Mikroglia und
deren Vorlauferzellen kénnen vielfaltige andere Zelltypen hervorbringen, wie in
einigen Studien dargelegt wurde. So zeigten Yokoyama et al. [67], dass reine,
primare Mikroglia-Kulturen aus neonatalen Ratten nach einer aufwandigen
Prozedur dedifferenzieren und dann Neuronen, Astrozyten und Oligodendrozyten
bilden kénnen. Die Effizienz der De- und Neudifferenzierung war in dieser Studie
jedoch abhangig vom verwendeten FCS [67]. In einer anderen Studie wurden
neonatale und adulte parenchymale Mikroglia als nicht terminal differenzierte
Zellen beschrieben, die, abhangig von den verwendeten Kulturbedingungen,

dendritische oder Makrophagen-ahnliche Zellen hervorbringen kénnen [68].

2.2.21 Aktivierung von Mikroglia

Mikroglia werden als ,unreife” Antigenprasentierende Zellen angesehen [64],
zeichnen sich jedoch dadurch aus, dass sie durch viele verschiedene Signale, wie
Pathogene, Absterben von Zellen oder Zytokine aktiviert werden konnen. Im Zuge
dieser Aktivierung erlangen sie einen Status, der es ihnen ermoglicht, weitere
Abwehrmechanismen in Gang zu setzen.

Als Zellen der angeborenen Immunantwort besitzen Mikroglia eine Vielzahl an
PRRs, mit denen sie Pathogene wie Viren und Bakterien erkennen kénnen. So
exprimieren Mikroglia den Mannose-Rezeptor [69; 70; 71], den LPS-Rezeptor
CD14 [72] und alle bisher bekannten TLRs [73]. Mikroglia werden durch Ligation
des TLR3 [73], sowie TLR2, 4 und 9 aktiviert [74]. Uber Fc-Rezeptoren sind sie in
der Lage, opsonierte Pathogene zu erkennen und zu phagozytieren [fur einen
Uberblick siehe 75]. Apoptotische Zellen kénnen (ber den Phosphatidylserin-

Rezeptor gebunden werden [76], was unter 2.3.2.2 genauer dargestellt wird.
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Im Zuge einer Immunreaktion kommunizieren Immunzellen Uber die Sekretion
|6slicher Substanzen wie der Zytokine miteinander. Mikroglia kbnnen z.B. mit IFN-
v (val. 1.4.2.2), TNF-a (vgl. 1.4.1.1), IL-1 und moglicherweise anderen Zytokinen
wie IL-12 und IL-18 aktiviert werden [fiir einen Uberblick siehe 75] und sezernieren
daraufhin eine Reihe von Zyto- und Chemokinen (vgl. 2.2.2.2).

Innerhalb des Gehirns muss eine Immunantwort genau reguliert werden, um die
Balance zwischen Neuroprotektion und Neurodegeneration zu erhalten. Daher ist
es nicht verwunderlich, dass die Mikroglia-Aktivitat u.a. durch Neuronen beinflusst
werden kann. Neurotrophine, Norepinephrine und andere Neuropeptide wirken
einer Aktivierung durch z.B. IFN-y oder LPS entgegen, indem sie die mikrogliale
Expression von MHC-II, iINOS oder proinflammatorischen Zytokinen unterdricken.
Auch Zell-Zellkontakt Uber das membrangebundene Glycoprotein OX2 (auf
Neuronen) und dessen Rezeptor OX2R (auf Mikroglia) kann die Makrophagen des
Gehirns deaktivieren (siehe [75] fiir einen Uberblick, vgl. auch Abb.2.1).

2.2.2.2 Produktion von Zytokinen und Chemokinen

Mikroglia sind in der Lage, nach Aktivierung eine Reihe von pro- und anti-
inflammatorischen  Zytokinen, aber auch Stickstoffoxid und reaktive
Sauerstoffverbindungen zu produzieren. In vitro wird die Sekretion haufig durch
LPS induziert und moglicherweise durch IFN-y verstarkt (vgl. hierzu auch Abb.2.1).
Tabelle 2.2 gibt einen Uberblick tber die von Mikroglia produzierten pro-
inflammatorischen Zytokine und ihre Funktionen. Mit ihnen, v.a. aber mit IL-12,
fordern Mikroglia eine Ty1-Antwort des Immunsystem und damit die Freisetzung
von IL-2, IFN-y und TNF-B durch CD4"-Zellen. Nicht nur Stimuli wie LPS und IFN-y
konnen die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine durch Mikroglia ausldsen.
Vielmehr sind auch Ty1-, nicht jedoch Ty2-Zellen in einem antigenabhangigen
Prozess in der Lage, z.B. IL-12 in Mikroglia zu induzieren [fiir einen Uberblick
siehe 61].
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Pro-inflammatorisches o . .
Zytokin Funktion im ZNS/bei Immunreaktion
L1 Induziert Leukozytenextravasation, T-Zell- und
Makrophagen-Aktivierung
Induziert Leukozytenextravasation, wirkt toxisch auf
TNFo Neuronen und Oligodendrozyten
IL-6 Fordert T-Zell-Wachstum und Differenzierung
IL-12 und IL-18 Stimuliert von NK- und Ty1-Zellen
Aktiviert NK und CD8*-T-Zellen,
15 IL-2-&hnlich

Tab.2.2: Uberblick tber die pro-inflammatorischen Zytokine, die von aktivierten
Mikroglia freigesetzt werden

In den letzten Jahren wurde verstarkt erkannt, dass Mikroglia auch anti-
inflammatorische Zytokine sezernieren kénnen. Eine Ubersicht gibt Tab.2.3. Sie
unterdrucken sowohl Mikroglia-Aktivierung als auch eine Ty1-Antwort und fordern
Th2-Zellen, die daraufhin IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 freisetzen. Auch Ty1- und bis
zu einem gewissen Grad Ty2-Zellen kdnnen die Produktion von PGE; induzieren
[61]. Damit sind Mikroglia mit einer autokrinen Deaktivierung auch an einer

Terminierung der Immunantwort im Gehirn beteiligt .

Anti-inflammatorisches
Funktion im ZNS/bei Immunreaktion

Zytokin
Inhibiert Mikroglia-Aktivierung; unterdruckt Ty1-
TGF-p
Antwort
IL10 Inhibiert Mikroglia-Aktivierung; unterdrickt Ty1-
Antwort

IL-1 Rezeptor . o ) )
Wirkt antagonistisch zu IL-1 ohne Signaltransduktion

Antagonist

Fordert Th2-Antwort, reduziert IL-12 Produktion

PGE
? durch Mikroglia, reduziert MHC-II auf Mikroglia

Tab.2.3: Uberblick Uber die anti-inflammatorischen Zytokine, die von aktivierten
Mikroglia freigesetzt werden
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Neben Zytokinen kdnnen aktivierte Mikroglia eine Reihe an Chemokinen wie IP-10
(interferon-inducible protein 10), MIP-1a und RANTES (regulated upon activation,
normal T cell expressed and secreted) sezernieren und auf diese Weise T-Zellen
(v.a. Tu1), Makrophagen und Dendritische Zellen an den Entzindungsort im
Gehirn leiten. Auch Mikroglia werden, da sie ebenfalls viele Chemokinrezeptoren

besitzen, aus anderen Regionen des Gehirns rekrutiert [75].

2.2.2.3 Regulation von T-Zell-Antworten

Um eine effektive Immunantwort einleiten zu kdénnen, mussen Mikroglia in der
Lage sein, Antigene fur T-Zellen zu prasentieren, um diese so zu aktivieren.
Wichtig fur die Prasentation von z.B. Tumorantigenen ist die Expression von MHC-
II, kostimulatorischen Molekulen (B7, CD40) und Adhasionsmolekulen (ICAM-1).
Im gesunden Gehirn exprimieren v.a. perivaskulare Makrophagen MHC-II,
wahrend das Parenchym weitgehend negativ fir diesen Marker ist. Nach
Aktivierung durch Zytokine oder im Zuge einer Erkrankung regulieren ramifizierte
Mikroglia jedoch rasch die Expression von MHC-II hoch [63]. IFN-y z.B. erhdht
zusétzlich die Menge an CD11a, CD40, CD54, B7.1 und B7.2 [fir einen Uberblick
siehe 61]. In dieser Weise stimulierte Mikroglia exprimieren zudem die
lysosomalen Cystein-Proteasen Cathepsin S und L, die an der Prozessierung der
invarianten Kette und damit an der MHC-II-Beladung beteiligt sind [53]. Auch GM-
CSF induziert ein Genexpressionsprofil, das zur erhéhten Antigenprasentation
beitragt [77]. Mit IFN-y stimulierte Mikroglia sind in der Lage, Antigene effektiv zu
prasentieren und so sowohl Ty1- als auch Tu2-Zellen zu aktivieren [54]. Welche
Art der polarisierten T-Zellen von den Mikroglia angesprochen wird, durfte von
mehreren Umstanden abhangen. Zum einen kénnten verschiedene Untergruppen
von Mikroglia unterschiedliche T-Zellantworten stimulieren; zum anderen ist es
denkbar, dass auch das umgebende Milieu eine entscheidende Rolle spielt. IFN-y
reprasentiert eine hoch inflammatorische Umgebung und férdert damit Ty1-Zellen.
Diese sind mit einer Reihe von Krankheiten des Gehirns wie Multipler Sklerose
assoziiert. Anti-inflammatorische Zytokine wie TGF-f konnten eher die

gegenteilige Wirkung haben [fiir einen Uberblick siehe 75; 78].
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und

Abbildung 2.1 fasst das komplizierte Zusammenspiel von Gehirn-
Immunzellen und Zytokinen anschaulich zusammen:
Makrophage
:_‘: — -,:-
IFN-y 11— 1
Ti1-Zelle TGFp
IL-10
o . | PGE;,
MHC-II/
B7/CD40
IL-12 Mikroglia
IL-18 OX2/0X2R
N
MHC-II/ Neuron
B7/CD40 O
IL-1 II_||__‘}1o
TNF-a
PGE, o
/ Tn2-Zelle
MHC-II/
B7/CD40 (?)
Chemokine
Astrozyt L
\__> Chemokine —p Rekrutierung von
Leukozyten

Abb.2.1: Interaktionen zwischen Gehirn- und CD4" T-Zellen, verandert nach [75]

2.3 Tumoren im Zentralnervensystem

Tumoren des zentralen Nervensystems und speziell des Gehirns sind aus

verschiedenen Grunden zu den schlimmsten Krebserkrankungen des Menschen

zu zahlen. Sie machen zwar nur 1,5% aller Krebsfalle aus, sind aber die

zweithaufigste Tumorart bei Kindern. 60% dieser Neoplasmen sind maligne. Eine

Behandlung ist de facto kaum mdglich: Die Lage innerhalb des Schadels und die

meist hohe

Entfernung des Tumorgewebes kritisch bis unmdglich.

Infiltrierung des normalen Gewebes machen eine komplette
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Einer Chemotherapie sind sie durch die Blut-Hirn-Schranke kaum zuganglich;
auch eine Bestrahlung gestaltet sich schwierig. Fur die Patienten ist dies
verheerend: Die mittlere Uberlebenszeit nach Diagnosestellung eines

Glioblastoma multiforme (s.u.) betragt weniger als ein Jahr.

2.3.1 Klassifizierung und Entwicklung

Von allen Zellen des ZNS kdnnen sich Tumoren ableiten. Man unterscheidet
prinzipiell Neurome, Meningiome und Gliome. Gliome ihrerseits werden u.a. in
Oligodendrozytome, gemischte Gliome, Ependymome und Astrozytome (AZ)
untergliedert. Letztere stellen die haufigsten Gliome dar. Man unterscheidet
gutartige und bosartige Formen (WHO-Grad I-1V?). Die aggressivste Form des AZ
bei Erwachsenen ist das Glioblastoma multiforme (GBM, WHO 1V).

Wie fir Mamma- und Tumoren des hamatopoietischen Systems wurden 2004
auch fur Hirntumore Krebsstammzellen [79 firr einen Uberblick] aus GBM und
Medulloblastomen isoliert [80; 81; 79]. Diese Stammzellen exprimieren, gleich
neuronalen Stammzellen, das Markerprotein CD133. |hr Anteil an der
Tumormasse korreliert mit deren Aggressivitat und liegt bei 6-30%. Singh et al.
[81] trennten die Stammzellen von den anderen Tumorzellen und zeigten, dass
nur CD133" Zellen in M&ausen zu Tumoren auswachsen kdnnen, wahrend sich
CD133" Zellen nicht teilen und wahrscheinlich vom Immunsystem eliminiert
wurden. Uberraschend zeigten die durch CD133" Zellen gebildeten Tumoren nach
kurzer Zeit enorme Ahnlichkeit zu der Geschwulst, aus der sie urspriinglich isoliert
wurden: Sie enthielten verschiedene CD133" Zelltypen (Astrozyten, Neuronen)
sowie einen Anteil an Stammzellen. Mdglicherweise sind also diese Zellen am
erneuten Auswachsen von Hirntumoren nach operativen Eingriffen maf3geblich
beteiligt. Neue Therapien konnten gezielt diese Zellen angreifen und eliminieren,

um so die Lebensqualitat der Patienten verbessern und die —dauer zu erhdhen.

? Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) klassifiziert Tumoren anhand ihrer Malignitat; | ist
dabei die gutartigste, IV die bdsartigste Form.
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Jede Krebserkrankung beginnt mit der Veranderung eines oder mehrerer Gene,
die den betroffenen Zellen einen Wachstumsvorteil gegenuber anderen Zellen
verschafft. Die am haufigsten mutierten Gene lassen sich in drei Gruppen
einteilen: Wachstumsfaktor-Rezeptoren, Komponenten der Zellzyklusmaschinerie
und Apoptose-regulierende Faktoren. Einen Uberblick, auch Uber die Haufigkeit,
gibt Tab.2.4, sowie folgende Ubersichtsartikel: [82; 83; 84].

ggu. Apoptose

. Haufigkeit der
Betroffene(s) Amplifiziert (+)
Funktion Mutation in
Gen(e) oder verloren (-)
GBM
Konstitutiv aktiv in
GBM; vermehrtes
EGF-Rezeptor + 40-50%
Wachstum von
Astrozyten/GBM
Vermehrtes
PDGF und PDGF-
+ Wachstum; auch k.A.
Rezeptor
autokrin stimuliert
Zellzykluskontrolle - (z.B.Rb) Vermehrtes 66% (15%RD,
(Cycline, cdk, Rb) + (z.B. cdk4) Wachstum 15% cdk4 u.a.)
Regulation von 25%, (weitere
p53 - Zellzyklus und Mutationen
Apoptose notig)
Mdm2 Degradation von 5-12%
+
ARF und INK4A p53 30-57%
Aktivierung von
PTEN - AKT; Resistenz 5-30%

Tab.2.4: Mutationen, die mit der Entstehung von Glioblastoma multiforme assoziiert
sind; abgeandert und erweitert nach [84]

33




EINLEITUNG

Die genaue Entwicklung der GBM in Bezug auf die akkumulierenden Mutationen
ist noch weitgehend unklar. Mutationen im p53-Gen alleine fuhrt z.B. nicht zu einer
erhdhten Rate an AZ [siehe 82 und Referenzen]; jedoch ziehen weitere
Veranderungen wie z.B. Uberexpression von PDGF maligne Transformationen
nach sich. Mutationen im Rb-Signalweg sind fir AZ-Formierung ausreichend;
zusatzlicher Verlust des PTEN-, aber nicht des p53-Gens verursacht allerdings
eine erhohte Aggressivitat der Tumoren [85]. Ein tieferes Verstandnis uber das
Zusammenspiel einzelner Faktoren wahrend der Tumorgenese konnte zu

gezielteren und besseren Therapieansatzen beitragen.

2.3.2 Mikroglia und Makrophagen als Bestandteile von Hirntumoren

Hirntumoren sind durch einen hohen Anteil an infiltrierenden Leukozyten
charakterisiert, wobei dieser mit dem Grad der Malignitat zu korrelieren scheint
[78]. Mikroglia bzw. Makrophagen kéonnen dabei bis zu 45% der Tumormasse
stellen. lhre Rolle ist unklar und wird bis heute kontrovers diskutiert (vgl. 1.3.5) [fUr
Ubersichtsartikel siehe 86; 87]. Gesichert ist, dass Astrozytome ein
immunsuppressives Milieu um sich schaffen, indem sie TGF-$, IL-10 und PGE;
produzieren oder von infiltrierenden Immunzellen produzieren lassen [flr einen
Uberblick siehe 88; 89].

2.3.2.1 Mikroglia férdern das Wachstum von Hirntumoren

In benignen Hirntumoren finden sich meist wenige, amoéboide Mikroglia, wahrend
z.B. Glioblastome mehr und aktivierte Zellen enthalten [78]. Die Anwesenheit
dieser Zellen scheint die Aggressivitat des Tumors nicht zu mindern, wenn nicht
sogar aktiv zu unterstitzen. Fur letzteres sprechen einige Studien. So konnten
Platten et al. in einem experimentellen Ratten-Gliommodell zeigen, dass MCP-1
(monocyte chemoattractant protein-1) zum einen den Anteil an Mikroglia im
Tumorgewebe um das 10-fache erhoht und dass dadurch zum anderen die
Aggressivitat der Gliome erhoht wurde. Dies auflerte sich in deutlich gesteigertem
Tumorwachstum, héherem Anteil an BlutgefaRen und in der verklrzten
Lebenserwartung der untersuchten Ratten. /n vitro hatte MCP-1 keinen positiven

Effekt auf die Proliferation der Tumorzellen; vermutlich fordern infiltrierende
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Mikroglia also die Malignitat [90]. Bettinger et al. zeigten, dass Gliomzellen der
Maus in vitro erhohte Motilitat zeigen, wenn sie mit Mikroglia oder dem
Zellkulturiberstand von Mikroglia versetzt worden waren [91].

Astrozytome scheinen die Einwanderung von Mikroglia aktiv durch die Sekretion
von z.B. VEGF [92; 93], MCP-1 [94] und anderen Chemokinen [siehe 95 flr einen
allgemeinen Uberblick] zu unterstiitzen. Die Expression des Chemokins CCL3L ist
in 70% der von Kouno et al. untersuchten Glioblastome erhdht [96]; dies fuhrt zu
einer vermehrten Expression von MCP-1 und RANTES. Von diesen beiden
Stoffen weily man, dass sie in Mikroglia (human, Ratte) die Expression der Matrix-
Metalloproteasen MMP-2 und -9 steigern [97], welche mit Invasion assoziiert sind
[98]. Obwohl dies noch nicht direkt bewiesen wurde, konnten Mikroglia also an der
Einwanderung der Tumorzellen in das umliegende Gewebe beteiligt sein und die
tumoreigene Aktivitat zur Auflosung der ECM [99; 100] unterstitzen. Weiterhin
konnten Mechanismen, wie man sie fur Tumor-assoziierte Makrophagen kennt

(vgl. 1.3.5.2), auch fur Mikroglia greifen.

2.3.2.2 Zytotoxizitat und Phagozytose

Gliome haben eine Reihe von Strategien entwickelt, um der Erkennung durch das
Immunsystem zu entgehen. So gibt es praktisch keine spezifischen
Tumorantigene, wie man sie z.B. von Melanomen kennt. Weiterhin profitieren sie
vom immunsuppressiven Milieu im Gehirn (vgl. 2.2) und férdern dieses noch durch
Produktion entsprechender Zytokine.

Als Zellen der angeborenen Immunantwort haben Mikroglia die Kapazitat, aktiviert
zu werden und Uber die Sekretion von Zytokinen und v.a. von reaktiven
Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen (vgl. 2.2.2.2) in vitro Tumorzellen
abzutdten [101; 102; 103]. Auch Mitglieder der TNF-Familie werden nach
Aktivierung von murinen Mikroglia exprimiert. Dementsprechend ist TRAIL nach
LPS/IFN-y-Behandlung beschrieben [104]; IFN-y alleine induziert in Mikroglia FasL
[105] oder Fas/FasL [37], was ebenso zur Apoptose von Tumorzellen [106; 107;
Rattenmodell] - wie von Mikroglia selbst [37] - beitragen kann. Die Bedeutung in
vivo ist dabei jedoch noch kaum untersucht. Dabei muss angemerkt werden, dass
Mikroglia gleichfalls mit dem Absterben von Neuronen in neurodegenerativen

Erkrankungen in Zusammenhang gebracht werden [z.B. 103].
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Um weitere Immunzellen zu aktivieren, missen Mikroglia effektiv Antigene fur T-
Zellen prasentieren (vgl. 2.2.2.3). Dazu gehort zum einen die Aufnahme von
Tumormaterial Uber Phagozytose (fir einen Uberblick siehe [108] und zum
anderen die Expression von MHC. Dass Mikroglia zu Phagozytose befahigt sind,
ist bereits seit Ende der 1960er Jahre bekannt. Erst seit Mitte der 1990er ist diese
Kapazitat jedoch im Zusammenhang mit Immunreaktion und Krankheiten verstarkt
erforscht worden. Heute weild man, dass Mikroglia wie Makrophagen apoptotische
Zellen, wie T-Zellen, Neuronen, Gliazellen oder Gliomzellen, in vitro und in vivo
[109] internalisieren konnen. Die Erkennung erfolgt wahrscheinlich Uber
Phosphatidylserin  [110; human], obwohl auch andere, PS-unabhangige
Mechanismen beschrieben wurden [111; 112; 113 und 22 fiir einen Uberblick,
Nager]. Die Phagozytoserate kann durch Zytokine beeinflusst werden. Die
Behandlung von murinen Mikroglia mit IL-4 oder IFN-y steigert die Phagozytose
von Candida albicans [194]. Die Aktivitdt von Ratten-Mikroglia wird durch IFN-y
erhoht, wahrend IL-4 die Zahl der phagozytierenden Zellen erniedrigt; TNF-o und
TGF-B nehmen keinen Einfluss [111]. Internalisierung von apoptotischen Zellen
reduziert im Rattenmodell die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen
(TNF-a,, IL-12) und erhoht die Expression von MHC-II, jedoch nicht von
kostimulatorischen Molekilen und I-CAM [114; 115]. Fur Makrophagen wurde
gezeigt, dass Phagozytose von apoptotischen Neutrophilen zur Freisetzung von
l6slichem FasL flhrt, welches T-Zellen in der Umgebung totet [116].
Maglicherweise ist die Aufnahme von apoptotischen Zellen durch Mikroglia also
ein weiterer Mechanismus, das Gehirn vor einer Ubermaligen Immunreaktion zu
schutzen, indem T-Zellantworten unterbunden werden. Trotzdem konnte
Antigenprasentation Uber MHC-II moglich sein und zur Aktivierung von T-Zellen
fuhren, wie Kulprathipanja und Kruse darlegten [117]. In Gewebebiopsien konnten
Tran et al. zeigen, dass Tumor-assoziierte Mikroglia in den meisten Tumoren
MHC-II, B7.1 und B7.2 exprimieren, wobei keine Korrelation mit dem WHO Grad
besteht [118]. In experimentellen Gliommodellen (Ratte) konnte MHC-Il und B7.1,
nicht aber B7.2 auf Mikroglia und Makrophagen nachgewiesen werden [119]. IFN-
vy kann die Expression von MHC-II weiter erhohen, allerdings scheinen von
Gliomen sezernierte Faktoren dies zu beeintrachtigen [120, 121]. Die Aktivierung

von T-Zellen wird kontrovers beschrieben [122, 121].
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Es ist interessant, dass auch Gliomzellen MHC-II, jedoch keine kostimulatorischen
Molekile, exprimieren [118]. Sie konnten somit in einwandernden T-Zellen
Anergie auslosen. Ebenso kann ADCC (vgl. 1.3.5.3) zu Mikroglia-vermitteltem
Tumorzelltod fuhren [123].

2.3.3 Therapiemo&glichkeiten

Neue Therapien fur Gliome setzen auf die Induktion von Apoptose oder die
Aktivierung des Immunsystems. Gentherapie mit viralen Vektoren scheint hierbei
ein besonders attraktives Mittel zu sein, um zielgerichtet therapeutische Gene in
Tumoren einzuschleusen. Als Vektoren werden sowohl replikationsdefiziente als
auch —kompetente Viren verwendet. Zu ersteren zahlen u.a. die Herpes simplex-,
Retro- und Adenovirus-basierten Vektoren. Letztere zeichnen sich durch ihren
naturlichen Onkotropismus und ihre fehlende Pathogenitat aus; erwahnenswert
sind hier die Reoviren und Parvoviren, welche unter Kapitel 3 genauer vorgestellt
werden. Dabei wird nicht nur versucht, Tumorzellen direkt zu transduzieren. Es
gibt vielmehr auch Ansatze, z.B. Mikroglia innerhalb der Tumormasse selektiv mit
Vektoren anzusprechen [124]. Die moglichen Transgene sind vielfaltig und
umfassen Gene fur Zytokine wie IFN-B [125], immunstimulatorische Molekile wie
B7.1 [126], Apoptose-Mediatoren wie TRAIL [127] oder anderen [128 fur einen
Uberblick] bis hin zu Wachstums- bzw. Angiogenese-hemmenden Stoffen wie
Angiostatin [129]. Nach 10 Jahren Forschung sind die therapeutischen Ergebnisse
jedoch weitestgehend erntichternd. Aufgrund der Heterogenitat von Hirntumoren
ist es schwierig, ein einzelnes Transgen zu finden, welches alle Zellen der
Geschwulst abtotet. Geringe Spezifitat oder gar Pathogenitat der Vektoren tragt
weiterhin zu den bisher ausbleibenden Erfolgen bei. Ein tieferes Verstandnis der
Tumorentwicklung sowie des Zusammenspiels von Tumorzellen mit anderen
Zellen wird moglicherweise zu neuen, aus mehreren Teilaspekten kombinierten
Therapien fiihren [Uberblick Uber dieses Thema geben 130; 131; 132].
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3 Gentherapie mit parvoviralen Vektoren

Ein idealer Virus fur eine Gentherapie muss verschiedene Charakteristika
aufweisen: (i) er muss selektiv fir den Zelltyp sein, den es zu transduzieren gilt,
und sollte dabei v.a. zwischen transformierten und nicht-transformierten Zellen
unterscheiden konnen; (ii) er sollte stabil sein und so eine andauernde Expression
seines Transgens ermdoglichen; (iii) er darf keine Immunreaktion hervorrufen, da
diese in seiner Beseitigung resultieren wirde und (iv) er darf nicht pathogen sein.
Parvoviren der Nager stellen gewissermalen ideale Kandidaten dar. Sie sind nicht
oder kaum pathogen, replizieren praferenziell in Tumorzellen (,Onkotropismus®)
und fuhren in diesen zur Lyse (,Onkolyse®) oder Apoptose [133]. Zudem sind
einzelne Vertreter wie MVM oder H1 (siehe 3.2.1) in der Lage, auch menschliche
Zelllinien zu infizieren [fur einen Uberblick siehe 134]. Im Folgenden soll zunachst
auf die Biologie dieser Viren eingegangen werden, bevor aktuelle Therapieansatze

vorgestellt werden sollen.

3.1 Biologie der Parvoviren

3.1.1 Systematik

Viren sind mikroskopisch kleine, obligat intrazellulare Parasiten mit einer
extrazellularen Phase. Man teilt sie nach Genom- und Kapsidstruktur in
verschiedene Familien und Genera ein. Eine einzige Familie unter den
humanpathogenen Viren besitzt ein einzelstrangiges DNA-Genom: die Parvoviren.
Mit einer GrofRe von 18-26nm gehdren sie zu den kleinsten bekannten Viren (lat.
parvus = klein). Die Familie der Parvoviridae gliedert sich in zwei Unterfamilien.
Die Densovirinae stellen die Parvoviren der Insekten. Die Parvovirinae umfassen
drei Genera: die Dependoviren sind in ihrer Infektion auf ein sogenanntes
Helfervirus angewiesen. Zu ihnen gehoéren u.a. die Adeno-assoziierten Viren
(AAV), die ihre Wirtszellen nur produktiv infizieren kbnnen, wenn eine gleichzeitige
Infektion mit Adenoviren stattfindet. AAV konnen Zellen auch latent infizieren,
indem sie sich in das Genom integrieren. Die weiteren Genera Erythrovirus und
Parvovirus replizieren unabhangig von Helferviren und werden daher auch als

,2autonome Parvoviren“ zusammengefasst.
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Es findet keine Integration in das Wirtszellgenom statt. Wahrend Erythrovirus mit
seinem prominenten Vertreter B19, der die humanen Ringelrételn hervorruft, einen
ausgepragten Tropismus fur Erythrozyten besitzt, verursachen Parvoviren haufig
Myokarditiden und Enteritiden [193]. Zu den wichtigsten Vertretern der tierischen
Parvoviren zahlen das Hunde-Parvovirus (canine PV, CPV), das Kilham rat virus
(KRV), das Ratten-Parvovirus H-1 (PV H-1), das Maus-Parvovirus 1 (MPV-1)
sowie der gleichfalls murine Vertreter MVM (minute virus of mice) mit seinen zwei
Unterformen MVMp (,prototype strain“ mit Tropismus fur Fibroblasten) [135] und
MVMi (immunosuppressive strain).

Im Gegensatz zu z.B. Papillomviren, die mit ihren Proteinen E6 und E7 ihre
Wirtszellen in die S-Phase treiben, sind autonome Parvoviren nicht in der Lage,
ihre Wirtszellen zur Zellteilung anzuregen. Sie sind daher darauf angewiesen,

dass sich die infizierte Zelle von selbst teilt und so Virus-Replikation ermdglicht.

3.1.2 Aufbau und Genomstruktur autonomer Parvoviren

Die nicht umhllten Parvoviren besitzen ein etwa 25nm groldes, ikosahedrales
Kapsid und ein etwa 5000b grofes, einzelstrangiges DNA-Genom. Die Kapside
setzen sich aus etwa 60 Untereinheiten mit drei verschiedenen Proteinen, den
viralen Proteinen (VP) 1-3, zusammen (siehe 3.2.3). Das Genom besteht aus zwei
offenen Leserastern unter der Kontrolle von zwei Promotoren (vgl. Abb.3.1) und
wird auf beiden Seiten von palindromischen Sequenzen flankiert (ITR, inverted

terminal repeat).

P4 P38

"

ITR

ITR Ns1 VP
NS2 VP2

Abb.3.1: Schematische Darstellung der Genomorganisation von
autonomen Parvoviren
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Die Expression der beiden nichtstrukturellen Proteine NS1 und NS2 steht unter
der Kontrolle des P4-Promotors, wahrend die der VP-Proteine von P38 gesteuert
wird. Die beiden ITR konnen Haarnadelstrukturen ausbilden und dienen so als

Ansatzpunkte flr die DNA-Polymerase.

3.1.3 Virale Proteine und Lebenszyklus

Der zellulare Rezeptor der autonomen Parvoviren ist fur die meisten Vertreter,
auller B19 und CPV, noch unbekannt. Man weil} allerdings, dass Sialylsaure-
haltige Glykoproteine an der Bindung beteiligt sind [157]. CPV wird in Clathrin-
vermittelter Endozytose [136] in seine Wirtszellen aufgenommen und Uber das
Endosom in das perinukleare Kompartiment transportiert. Im Kern wird das
einzelstrangige Genom in doppelstrangige DNA konvertiert, wobei Cyclin A eine
entscheidende Rolle spielt [137]. Da dieses Protein nur in der S-Phase des
Zellzyklus exprimiert wird, kann dieser Schritt als S-Phase-abhangig beschrieben
werden. Von der doppelstrangigen DNA werden daraufhin multimere Intermediate
gebildet, die als Vorlage fur die Neubildung von Virusgenomen dienen. Diese
werden in leere, neusynthetisierte Kapside verpackt.

Eine zentrale Rolle im viralen Lebenszyklus kommt dem 80kDa grof3en,
nichtstrukturellen Protein NS1 zu. Das Protein kann - vermittelt durch
verschiedene Proteinkinasen C - an unterschiedlichen Stellen phosphoryliert
werden; es existieren also mehrere Formen von NS1 [138; 139]. Durch seine
Aktivitaten als Helikase, Endonuklease und ATPase steuert es die virale
Replikation. Dartuber hinaus hat es starken transaktivierenden Einfluss auf den
P38-Promotor und kontrolliert somit die Transkription der VP-Proteine. NS1 besitzt
aulRerdem lytische Aktivitat, was durch gezielte Mutation des Proteins verstarkt
oder abgeschwacht werden kann (,Hypo- und Hypertoxische Mutanten®, [140]).
Das 25kDa kleine NS2 wird ebenfalls unter der Kontrolle des P4-Promotors
exprimiert. Es existiert in drei Spleilformen und wird wirtszellabhangig fur
verschiedene Schritte im parvoviralen Lebenszyklus (u.a. Produktion von neuer
Einzelstrang-DNA sowie Zusammenbau der Kapside) bendtigt. In bestimmten
Zellen kann die Replikation aber auch ohne NS2 ablaufen.

Die beiden viralen Proteine VP1 und VP2 entstehen aus zwei Spleil3formen einer
MmRNA. VP2 ist 64kDa und VP1 83kDa grof3. Der N-Terminus von VP1 besitzt
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Phospholipase-Aktivitat und ist vermutlich am Transport der Virionen vom
Endosom in den Kern beteiligt. VP2 ist am Zusammenbau der Kapside und dem
Verlassen des Kerns involviert. In vollen Kapsiden ist auBerdem VP3 enthalten,
welches proteolytisch aus VP2 abgespalten wird. Die Rolle von VP3 ist noch

unklar [fur einen Uberblick siehe 141].

3.1.4 Onkotropismus

Der natlrliche Onkotropismus der Parvoviren begrtindet sich in ihrer doppelten S-
Phase-Abhangigkeit. Wie bereits erwahnt, kann die virale DNA nur in der S-Phase
des Zellzyklus konvertiert werden, da dieser Schritt von Cyclin A abhangig ist.
Daruber hinaus wird der P4-Promotor von zellularen Faktoren wie ATF/CREB oder
E2F reguliert, die ebenfalls im Zellzyklus eine Rolle spielen [fiir einen Uberblick
siehe 134; 141]. Es ist erwahnenswert, dass auch nicht-transformierte Zellen eine
geringe Aktivitat des P4-Promotors aufzeigen. Dennoch findet in diesen Zellen
meist keine produktive Infektion mit Parvoviren statt, was auf weitere
Kontrollmechanismen schlief3en lasst.

Trotz ihres natlrlichen Onkotropismus und ihrer Fahigkeit zur Onkolyse sind
Wildtyp-Parvoviren nicht in der Lage, Tumoren vollstandig zu zerstoren. Dies mag
zumindest teilweise daran liegen, dass auch untransformierte Zellen, Parvoviren
aufnehmen (internalisieren) kdnnen, was zu einer verringerten lokalen
Konzentration fuhrt. Es ist daher nétig, die Lyse der transformierten Zellen durch

Transgene gezielt zu fordern.

3.1.5 Rekombinante Parvoviren

Aufgrund seiner geringen Groflie kann nur ein kleiner Teil des Genoms durch ein
Transgen ersetzt werden. In rekombinanten Parvoviren wird ein Teil des VP-Gens
ausgetauscht (vgl. Abb.3.2). Um diese Viren zu produzieren, benoétigt man also ein
,2Helferplasmid“, welches die Kapsidproteine zur Verfigung stellt. Mit dieser
Vorgehensweise erhalt man rekombinante Parvoviren, deren Transgene unter der

Kontrolle des P38-Promotors und damit von NS1 stehen.
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Auch die zytotoxische Aktivitat von NS1 bleibt so erhalten. Die Viren kénnen durch
weitere genetische Modifikationen wie ,Pseudotyping” keine neuen Viren
hervorbringen, da die viralen Proteine fehlen. Unkontrollierte Freisetzung von
Viren im Wirtsorganismus wird vermieden. Nachteilig ist, dass die Infektivitat der
rekombinanten im Vergleich mit Wildtyp-Viren 50-fach verringert ist [149], was
bisher nicht verbessert werden konnte. Eine neue Studie zum Verpacken der DNA
erklart dies in Ansatzen [143].

AuBer der GroRe gibt es keine weiteren Einschrankungen fur die Wahl des
Transgens. In der Abteilung Tumorvirologie des DKFZ wurden in den letzten
Jahren verschiedenste rekombinante Viren Kkonstruiert und auf ihre
Einsatzméglichkeiten in der Tumortherapie getestet (einen Uberblick gibt [141]
und 3.3).

P4 P38
_>
ITR NS1 Therapeutisches ITR
NS2 Transgen

Abb.3.2: Schematische Darstellung der Genomorganisation von
rekombinanten Parvoviren, verandert nach [141].

3.2 Bisherige Therapieansatze

Bisherige Untersuchungen zur Tumortherapie mit rekombinanten Parvoviren
fanden im Maus-Modell mit ex vivo infizierten Zellen statt; diese wurden nach
Infektion in die Mause injiziert, und das Tumorwachstum wurde verfolgt. Daneben
wurden die Viren auch in vivo in etablierte Tumoren gespritzt.

IL-2-rekombinante Parvoviren fihrten so in nude und immunkompetenten Mausen
zu einer Reduktion von Tumoren der Zelllinien HelLa (Zervixkarzinom, human) und
K1734 (Melanom, murin); eine hohe Aktivierung von NK-Zellen wurde beobachtet
[144]. Auch andere Transgene wie MCP-3 und IP-10 konnten effektiv die
Tumorbildung unterbinden, indem sie die Immunantwort der behandelten Mause
aktivierten [141].
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Auch fur Gehirntumore wurden bereits erste Versuche mit dem Ratten-Parvovirus
H-1 durchgefuhrt. Herrero y Calle et al. zeigten, dass wtH-1 die Zellen einer Reihe
von etablierten Gliomzelllinien, aber auch von Tumorbiopsien produktiv infizieren
kann, was die Freisetzung neuer Viren nach sich zieht [145]. Dupont et al.
untersuchten die Spezifitat von MVM fir transformierte, aber nicht fir normale
Astrozyten [146]. Diese Pilotexperimente geben Grund zur Hoffnung, dass auf
autonomen Parvoviren basierte Vektoren eines Tages zur Gentherapie von

Hirntumoren eingesetzt werden kdnnten.
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Il FRAGESTELLUNG

Gehirntumoren sind hochaggressive Tumoren, fur die bis heute keine akkurate
Therapie existiert. Die schlechte Prognose fir Patienten macht es notwendig,
neue Therapieansatze, wie Gentherapie mit viralen Vektoren, zu suchen.
Gehirntumoren und speziell Gliome zeichnen sich durch einen hohen Anteil an
infiltrierenden Mikroglia und Makrophagen aus, wobei deren Rolle im Tumor bis

heute kontrovers diskutiert wird.

Die vorliegende Arbeit hatte zwei Ziele:

1. Es sollte untersucht werden, ob murine primare Mikroglia nach Priming mit [FN-
v und Aktivierung mit LPS in der Lage sind, Gliomzellen von etablierten Zelllinien
in vitro abzutoten. Dies umfasste die Frage nach Mediatoren, der Art des Zelltodes
und nach stamm- und zellspezifischen Unterschieden eines moglichen toxischen
Effektes.

Weiterhin sollte die Kapazitat der Mikroglia zur Phagozytose von lebenden und
toten Gliomzellen incl. mdglicher Mediatoren validiert werden.

Um in vitro Artefakte dieser Untersuchungen auszuschlielen, sollte ein semi-in
vivo Modell des Mausgehirns etabliert und die angefuhrten Analysen auf dieses

System ausgeweitet werden.

2. Es sollte untersucht werden, ob der murine Parvovirus MVM in nicht-
transformierte, primare Gliazellen, aber auch in Gliomzellen der Maus
aufgenommen und dort repliziert werden kann. Die Spezifitdt des Virus sollte in
einem semi-in vivo Modell gepruft werden.

Zudem schloss diese Analyse einen moglichen Effekt von MVM auf die

Immunkompetenz der Gliazellen mit ein.
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I MATERIAL UND METHODEN

4 Materialien

4.1 Tiere und Zelllinien

Zur Herstellung der primaren Zellkulturen wurden Mause folgender Stamme
verwendet:

- Balb/c

- VM/Dk

- C57/BL6

- C57/BL6-MR™ (im weiteren stets MR”" genannt)

Die Gehirne der Tiere wurden am Tag der Geburt (PO) bzw. bis zu zwei Tage (P2)
nach der Geburt prapariert.

Fur die Herstellung von organotypischen Kulturen wurden ausschlieRlich 7-9 Tage
alte VM/Dk-Mause verwendet.

Die Tiere stammten aus dem Tierstall des DKFZ Heidelberg.

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Zelllinien verwendet:

- A9, Maus-Fibroblasten, von B.Leuchs (DKFZ, Abt. Rommelaere) zur Verfligung
gestellt

- MT539MG, Maus-Astrozytomazellen (VM/Dk Stamm), von J.Cornelis (DKFZ,
Abt.Rommelaere) zur Verfligung gestellt

- SMA590 (VM/Dk Stamm), Maus-Astrozytomazellen, von D.Bigner (Duke
University Medical Center MSRB, Durham, NC 27710, USA) erhalten

- GL261, gliale Tumorzelllinie, Maus (C57BIl/6 Stamm), von U.Koch (DKFZ,
Abt.Rommelaere) erhalten

- P815, Maus-Mastozytomazellen, von J.Cornelis (DKFZ, Abt.Rommelaere)
erhalten

- L929, Maus-Fibroblasten, von R.Sawatzky (DKFZ, Abt.Rdsl) erhalten
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4.2 \Virusstocks

Wildtyp MVMp: Stock 1

Stock 2

Rekombinante MVM

GFP 1

GFP 2

GFP 3

MCP-3

Eigenproduktion, Juni 2001,
c= 4,56*10° pfu/ml

VPU? #47R, August 2003, c= 8,25*10° pfu/ml
recMVM-EGFP, von J.Cornelis (DKFZ, Abt.
Rommelaere), 2001, c= 2,175*10%*6 iu/ml

recC5-EGFP, VPU #3303, Januar 2003,
c=5,510° iu/ml

recC5-EGFP, VPU #38R, April 2003,
c=1,67*10° iu/ml

recC5-MCP3, von C.Dinsart (DKFZ, Abt.
Rommelaere), September 2002,
c=2,59*10" ru/ml

4.3 Reagenzien, Losungen und Medien

4.3.1 Reagenzien

Die allgemeinen Laborchemikalien wurden von AppliChem (Darmstadt), Merck
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Fluka (Steinheim), Gerbu (Gaiberg), Riedel-

DeHaén (Seelze), Serva (Heidelberg) und Sigma (Steinheim) bezogen.

Agar (OTC) Agar, reinst, gepulvert (Merck/VWR International),
Cat. 1.01615.0100

Agarose (Pharmacia)

® Virus-Produktions-Einheit der Abteilung Rommelaere, DKFZ, TP-3
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Cisplatin

MATERIAL UND METHODEN

Albumin Bovine Fraction V pH 7.0, 98% rein
(ICN Biomedicals), Cat. 160069
Platinex®-Losung, 50mg Cisplatin/100ml
(Bristol-Myers Squibb), Zul.-Nr. 1905.00.01

Complete ™ Mini Protease Inhibitor Cocktail tablets (Boehringer Mannheim)

DMSO

Etoposide

FITC

Farbstoffe

DNase

L-NIL

Milchpulver

Mowiol

Mit EDTA, Cat. 1 836 153
Ohne EDTA, Cat. 1 836 170

Dimethylsulphoxide Hybri-Max® CR 1194 (Sigma),
Cat. D2650

(Sigma), Cat. E1383, 30mg/ml in DMSO

Isomer I*"MINI (Sigma-Aldrich), Cat. F7250
Vybrant™ Cell-Labeling Solutions: DiO, Dil und DiD
(Molecular Probes), Cat. V-22889 (Multicolor Kit)
Einzelreagenzien:

DiO, Cat. V-22886

Dil, Cat. V-22885

from bovine pankreas grade |l (Roche Diagnostics),
Cat. 104159

Dihydrochlorid (Calbiochem), Cat. 482100, 380mM in H,O

frema Reform Instant-Magermilchpulver (Neuform)

Mowiol 40-88 (Sigma-Aldrich), Cat. 32,459-0
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Mowiol-Lésung 6g Glycerol
2,4g Mowiol 40-88
6ml ddH,O
12ml 0,2M Tris, pH8.5
bei 53°C geldst
gelagert bei —20°C

Natrium-Bicarbonat 7,5%

(GIBCO), Cat. 25080-060

Neuraminidase (Sialidase)
5U (Roche), Cat. 1 585 886

Pikrinsaure 98%, mit 35% Wasser angefeuchet (Sigma-Aldrich),
Cat. 197378
PLL MW >300k (Sigma), Cat. 1524

Propidium lodid (Molecular Probes), Cat. P1304, 1mg/ml in ddH,0

Restriktionsenzyme (New England Biolabs)
Hindlll, Cat. R0104S
Ncol, Cat. R0193S

RNase A from bovine pancreas (Roche), Cat. 109 142
TESPA 3-Aminopropyltriethoxysilane (Sigma), Cat. A-3648
Trypanblau 0,4% Trypan Blue Solution in 0,81% NaCl, 0,06% KzPO4,

(Sigma), Cat. T-8154

Trypsin 2.5% solution (10x), (Invitrogen) Cat. 25090-010

Tween20 Polyoxyethylensorbitan Monolaureat (Sigma), Cat. P-2287
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Vitamin C Sigma, Cat. A-4403

4.3.2 Materialien und Losungen

4.3.2.1 Allgemeine Labormaterialien

Chemilumineszenz-Film
Hyperfilm MP (Amersham)
Deckglaschen 11- und 15mm Deckglaser (rund)
20mm Deckglaser (quadratisch) (Superior)

Dialysekammer Slide-A-Lyzer ® 10K (Pierce)

Einmalpipetten Stripette (Costar), Disposable Serological Pipette,
individually wrapped; 5ml, 10ml, 25ml

Freezing Container NALGENE Cryo1°C Freezing Container
(Nalgene Nunc International), Cat. 5100-0001

Klvetten Halb-Mikro-Klvetten 10*10*45 (Greiner)

Luftverdrangungs-Pipetten mit adjustierbarem Volumen:
0,5-10pl, 2-20ul, 20-200ul, 200-1000ul (Gilson)

Spitzen gelb, blau (Greiner); weil} (Gilson)

Spitzen mit Filter  certified RNase/DNase & Pyrogen Safe (Nerbe):
10ul, 20ul, 200p1, 1000l

Membraneinsatze Zellkultureinsatz, PorengroRe 0,4um, track-etched PET-
Membran, 6 well Format (Falcon), Cat. 353090
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Membranen PROTRAN Nitrocellulose Transfer Membrane 0,45um Pore
Size (Schleicher & Schuell), fur Western Blot

Nylonmembranes, positively charged (Roche),
Cat. 1 209 272, fur Southern Blot

Objekttrager 76*26mm, ISO Norm 8037/l (Roth)

PAP-Pen for Immunostaining (Sigma-Aldrich), Cat. Z377821
Pipettensauger, grau

Reaktionsgefale (Eppendorf): 0,5ml, 1,5ml, 2ml

Probenréhrchen, konisch, mit Schraubverschluss, Polypropylen,15ml oder 50ml

(Sarstedt, Greiner oder Falcon)
5ml Polystyren Rundbodenréhrchen, 12*75mm style (Falcon)

Sterilfilter Steritop 500mlI (Millipore)
Steriflip 50ml (Millipore)
Bottle Top Filters, 150ml (Falcon)

Zellkulturflaschen 25cm? (Greiner)
75cm? Polystyrene, Phenolic Style Cap, Canted Neck (Costar)
75cm? (Greiner)

145¢cm? (Greiner)

Zellkulturplatten 96well-Platte, F-Form (Nunc)
Maxisorp 96well-Platte (Nunc), flr ELISA
24well-Platte
6well-Platte (Costar)
Companion Platte, 6 Vertiefungen, fur den Gebrauch mit
Membraneinsatzen (Falcon), Cat. 353502
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Zellkulturschalen  6cm Schale (Nunc)
10cm Schale (Nunc)
10cm Petrischale (Sarstedt, bacterial grade)
14,5cm Schale (Nunc)

4.3.2.2 Allgemeine Puffer und Losungen

AcLDL-Alexa Fluor

Acetyliertes LDL, AlexaFluor4d88 gekoppelt (Molecular
Probes), Cat. L-23380

Glucose, 20% GIBCO, Cat. 19002-013

HEPES 1M Sigma, Cat: H1641, steril
Hoechst 1:10 verdinnt in ddH,O
Insulin Sigma, 1-5500

6x Loading Dye (DNA)
50% Glycerin
2% SDS
1mM EDTA
0,5% Bromphenolblau

Lysepuffer 10mM Tris pH 7.4
2mM EDTA-NaOH pH 7.4
150mM NaCl
1% NP-40
1mM PMSF

1x Protease Inhibitor Cocktail complete™ (Boehringer Mannheim), Cat. 1 873 580

51



MATERIAL UND METHODEN

PBA 0,1% BSA
0,04% Natriumazid
1x PBS

PBAT 0,5% Tween20

0,1% BSA (w/v)
0,04% Natriumazid
1x PBS

1xPBS 140mM NacCl
2,7mM KCI
1,5mM KH; PO4
8mM NayHPO4
pH 7.2

0,1M Phosphatpuffer
0,1 M NazHPO4
mit 0,1M NaH;PO, pH 7.4 einstellen

TBA 25mM Tris-HCI
0,1% BSA
0,04% Natriumazid

4.3.2.3 Zell- und Gewebekultur

Agarblocke (OTC) 125mM NaCl
5mM KCI
1mM NaH,PO,4
2mM MgSO4*7H,0
2mM NAHCO3;
9mM Glukose
2mM CaCly*H0
5% Agar (OTC)
gegossen in 3cm Petrischalen; Aufbewahrung bei 4°C
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DNase Losung 0,05% in 1x HBSS, pH 6.8

Gentamicin 50mg/ml (GIBCO), Cat. 15750-045

Gewebekleber Histoacryl (Braun Askulap), Cat. 10500 79

Glutamin 200mM (Gibco BRL), Cat. 25030-024

Immunfixativ 4% Paraformaldehyd
15% gesattigte Pikrinsaure
0,1M Phosphatpuffer

Immunfixativ + Glutaraldehyd
4% Paraformaldehyd
15% gesattigte Pikrinsaure
0,1% Glutaraldehyd
0,1M Phosphatpuffer

Trypsin 1% Trypsin (Invitrogen)
0,5mg/ml DNase
in 1xHBSS, pH 7.8 mit KOH

Trypsin-EDTA low 1xin HBSS (0,05%Trypsin, 0,02%EDTA) (Gibco BRL),
Cat. 25300-054

Trypsin-EDTA high 0,25% (2.5g/l) Trypsin, 0,38% (0.4g/l) EDTA, in HBSS ohne
Ca?*/Mg* (Gibco BRL), Cat. 25300-056

43.24 ELISA

Assay diluent 10% FCS
1x PBS

Coating buffer 0,1M NaHCO;
mit 0,1M Na,CO3; auf pH 9.5 einstellen
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ELISA-Kit (TNF-a) BD OptEIA Set Mouse TNF (mono/poly), (Pharmingen)
Cat. 558874

Waschpuffer 0,05% Tween20
1x PBS

4.3.2.5 Griess Reaktion

Griess Puffer 25mM MOPS
1mM EDTA
pH 7.0

Griess Reagenz  Griess Reagent Kit for Nitrit Determination
Molecular Probes), Cat. G-7921

NADH Coenzym fiur die Nitratreduktase (Calbiochem),
Cat. 481913

Nitratreduktase aus corn seedling (Sigma), Cat. N2397

4.3.2.6 Zelltod, Proliferation und Apoptose

Annexin V FITC-Konjugiert, (BD Pharmingen), Cat.51-65874X

Annexinbindepuffer
10mM HEPES
140mM NacCl
2,5mM CaCl,
pH 7.4
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2x Caspase3- Assaybuffer

50mM HEPES, pH 7.4
100mM NacCl

0,2% (w/v) CHAPSO
0,2% (v/v) TritonX-100
10mM DTT

1mM EDTA

10% (v/v) Glycerol

Caspase3 Substrat Fluorescent Caspase3 Substrate (Merck-Calbiochem),

DNA-PI

Cat. 218829
2mM in DMSO

0,1mg/ml Propidium lodid
1x HBSS (GIBCO), Cat. 14025-092
0,6% (w/v) NP-40

RNase A Losung fur Zellzyklus Analyse

TUNEL-Assay

10mg/ml RNase A in 10mM Natriumacetat, pH 5.2
(15min im Wasserbad gekocht, langsam abgekunhlt) und
0,1M Tris, pH 7.4

vor Farbung mit HBSS auf 2mg/ml verdiinnen

In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein (Roche),
Cat. 1684 795

Zellproliferationsmessung

Zelltodmessung

CellTiter 96 AQueous Assay (Promega), G3580

AlamarBlue™ (Serotec), Cat. BUF012B

CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega),
Cat. G1780
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4.3.2.7 Southern Blot

10x Blockierungsreagenz
10% Blockierungsreagenz (w/v) (Roche,
Cat. 1 096176) in Maleinsaurepuffer, pH 7.5

Chemilumineszenz-Enzym-Immunoassay
Biotin Luminescent Detection Kit (Boehringer Mannheim),
Cat. 1811592

Denaturierungspuffer
1,5M NaCl
0,5M NaOH

Detektionspuffer  0,1M Tris-HCI
0,1M NacCl
pH 9.5

Gelextraktionskit  QlAquick ® Gel Extraction Kit (50) (QIAGEN), Cat. 28704

2x Hirt-Extraktionspuffer
20mM TrispH 7.4
20mM EDTApH 7.4
1,2% SDS

Hybridisierungslosung
50% Formamid
5xSSC
2% Blockierungsreagenz (Biotin Luminescent Detektion Kit,
Boehringer Mannheim)
0,1% N-Lauroylsarkosin
0,02% SDS

56



MATERIAL UND METHODEN

Maleinsaurepuffer 0,1M Maleinsaure

150mM NacCl
pH 7.5 mit NaOH

Molekulargewichtsmarker

SmartLadder (Eurogentec), Cat. MW-1700-02

Neutralisierungspuffer

1,5M NaCl
0,5M Tris/HCI
1mM EDTA
pH 7.2

Plasmidpraparationskit

QIAGEN Plasmid Maxi Kit, Cat. 12165

Reagenz zur Biotin - Markierung von DNA

20xSSC

10x TAE

VTE

Biotin High Prime (Boehringer Mannheim), Cat. 1585649

3M NacCl
0,3M tri-Na-Citrat*2H,0O

400mM Tris
10mM EDTA

pH 8.0 mit Essigsaure einstellen
50mM Tris/HCI

0,5mM EDTA
pH 8.7
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Waschpuffer 0,1M Maleinsaure
0,15M NaCl
0,3% Tween-20
pH 7.5 mit NaOH einstellen

4.3.2.8 Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH)

Blockierungslésung
3% BSA, IHC grade
0,1% TritonX-100
TBS

100x Denhardts Losung*
2% (w/v) Ficoll®
2% (w/v) Polyvinylpyrrolidone
2% (w/v) Azetyliertes BSA

Hybridisierungspuffer
4xSSC
10% Dextran sulfat
50%Formamide
Diese Mischung wird zunachst fur 2-3 Stunden im
Ultraschallbad beschallt, dann werden die n&achsten
Komponenten zugegeben:
0,5x Denhardts Solution
100mM DTT
Der Puffer wird bei —20°C gelagert und vor dem Verwenden

auf 37°C angewarmt.

TBS 100mM Tris
150mM NaCl pH7.5

*Von U.Koch (ATV, Abt.Rommelaere) zur Verfiigung gestellt
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4.3.29 Western Blot

Acrylamid Rotiphorese® Gel 30
30% Acrylamidstammlésung mit 0,8% Bisacrylamid
(Roth), Cat. 3029.1

APS 10% (w/v), (Serva)

Chemolumineszenz-Reagenz

ECL Western Blotting detection reagent (Amersham)

10x Laufpuffer 1,9M Glycin
250mM Tris
1% SDS
pH 8.8

Molekulargewichtsmarker
Prestained Protein Ladder, ~10-180kDa (Fermentas),
Cat. SM0671

Ponceau S Losung
0,2% Ponceau S in 3% TCA (Serva), Cat. 33427

3x Probenpuffer 9% SDS
187,5mM Tris-HCI, pH 6.8
30% Glycerin
10% R-Mercaptoethanol

eine Spatelspitze Bromphenolblau

Proteinmengenbestimmungsreagenz

BCA Protein Assay Reagent (Pierce)
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4x Sammelgelpuffer
0,5M Tris-HCI pH 6.8
0,4% SDS

TEMED 99% fur Elektrophorese (Roth), Art. 2367.3
Transferpuffer 150mM Glycin

20mM Tris

20% Methanol

pH 8.5
Transferpuffer mit SDS

Transferpuffer

0,1% SDS

4x Trenngelpuffer 1,5M Tris-HCI, pH 8.8
0,4% SDS

4.3.3 Medien

DMEM Sigma, Cat: D5796

cDMEM (Medium fur Primar- und Astrozyten-Sekundarkultur)
DMEM, 10% FCS, 50ug/ml Gentamicin, 2mM Glutamin

DMEM-5%FCS DMEM, 5% FCS, 50ug/ml Gentamicin, 2mM Glutamin

MEM Invitrogen, Cat. 32360-034

Hanks™ Balanced Salt Solution
10x, Sigma, Cat: H1641, steril
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HBSS 1x fur Primarkultur
100mI HBSS 10x
10mlI HEPES 1M

890ml steriles Wasser

HBSS fur OTC Invitrogen, Cat. 14170-138

Konditioniertes Medium (fur Mikroglia-Sekundarkultur)
Das Medium besteht zu gleichen Teilen aus cDMEM und Kulturiberstand
der Astrozyten-Sekundarkultur, welcher von den Astrozyten sezernierte
Wachstumsfaktoren enthalt. Der Uberstand wurde von 2-3 Wochen alten
Kulturen nach etwa einer Woche Inkubation abgenommen. Das
konditionierte Medium wurde sterilfiltriert und bei 4°C fur maximal zwei

Wochen gelagert.

OTC Praparationsmedium
MEM, 2mM L-Glutamin

OTC Kulturmedium
50% MEM
25% HBSS fur OTC
8ug/ml Vitamin C
0,24% Glucose
4mM L-Glutamin
50ug/ml Gentamicin
0,04% Natriumbicarbonat
1pg/ml Insulin
25mM HEPES

25% Normales Pferdeserum, hitzeinaktiviert
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Sera Fotales Kalberserum (FCS)
(Sigma), Cat. F-7524, bei 56°C fur 30-60 Minuten
hitzeinaktiviert
Normales Ziegenserum (Sigma), Cat. G-9023
Normales Eselserum (Dianova), Cat. 017-000-121
Normales Mausserum (Sigma), Cat. M-5905
Normales Rattenserum (Sigma), Cat. R-9759
Normales Pferdeserum, hitzeinaktiviert (GIBCO),
Cat. 26050-088
4.4 Antikorper und Lektine

4.4.1 Primarantikorper

Primarantikérper

Spezies

Bezugsquelle

Arbeitskonzentration

F4/80 (Uberstand)

Ratte gegen

Maus, monoklonal

BMA Zelllinie

Unverdunnt
(IF, IHC)

F4/80 (gereinigt), an

Ratte gegen

Serotec, Cat.

AlexaFluor488 Unverdinnt (IHC)
Maus, monoklonal MCA497A488
gekoppelt
_ 1:200 (IF, IHC)
Kaninchen gegen DAKO, Cat.
GFAP 1:1000 (WB)
Rind, polyklonal Z 0334
1:175 (FCM)
R. Sawatzky (ATV),
IFN-B neutralisierend 1:1000 — 1:2000
Klon 7FD3
. Kaninchen gegen | Biomol, Cat. SA-
iINOS 1:3000 (WB)
Maus, polyklonal 200
. Ratte gegen Kulturtberstand der Unverdinnt
Mac-1 (Uberstand)
Maus, monoklonal Zelllinie M1/70 (IF, IHC)
Maus gegen Sigma, Cat. M4403,
MAP2 1:200 (IHC)
Maus, monoklonal Klon HM-2
Inserm Unit U375
. 1:500 (FCM, IHC)
MVM Kapside Maus, monoklonal common stock,
1:1000 (IF)
clone 3B8
Maus gegen Chemicon, Cat.
NeuN 1:200 (IHC)
Maus, monoklonal MAB377

62




MATERIAL UND METHODEN

Primarantikorper Spezies Bezugsquelle Arbeitskonzentration
NS Kaninchen, Inserm Unit U375 1:1000 (IF)
polyklonal common stock 1:2000 (WB)
Inserm Unit U375
NS1 Maus monoklonal common stock, 1:10 (FCM)
Klone 3D9 und 2C9
Kaninchen, Inserm Unit U375
NS2 1:1000 (WB)
polyklonal common stock
Kaninchen, Inserm Unit U375
VP1/VP2 1:2500 (WB)
polyklonal common stock
Ratte gegen
Maus, BD Pharmingen,
TNF-a 20pg/ml
monoklonal, Cat. 20030D
neutralisierend
Isotypkontrolle zu Ratte gegen BD Pharmingen,
. I 20ug/ml
anti-TNF-a Antikorper | Maus, monoklonal Cat. 20610D
) Maus gegen Sigma, Klon tub2.1,
BTubulin 1:3000 (WB)
Maus, monoklonal Cat. T-4026

Tab.4.1: Ubersicht tiber die verwendeten Primarantikdrper

4 .42 Sekundarantikdrper

Spezifitat

Konjugation

Bezugsquelle

Arbeitsverdiinnung

Ziege gegen Maus IgG

Molecular Probes,

Alexa Fluor488 1:300 (IHC)
(H*L) Cat. A11029
Molecular Probes,
Huhn gegen Maus IgG Alexa Fluor488 1:300 (IHC)
Cat. A-21200
Esel gegen Maus IgG Jackson,
Cy2 1:50 (IF)
(H*L), F(ab’) Cat. 715-226-151
Esel gegen Maus IgG Jackson,
R-PE 1:200 — 1:300 (FCM)

(H*L), F(ab’),

Cat. 715-116-150

Ziege gegen Kaninchen

Molecular Probes,

Oregon Green 1:250 (IHC)
IgG (H*L) Cat. 06381
Esel gegen Kaninchen Jackson,
R-PE 1:75 (IF)
IgG (H*L), F(ab"), Cat. 711-116-152
Ziege gegen Jackson,
Texas Red 1:100 (IF, IHC)

Kaninchen, IgG (H*L)

Cat. 111-075-003
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Spezifitat Konjugation Bezugsquelle | Arbeitsverdiinnung
Ziege gegen Kaninchen .
oG HRP Sigma, Cat. A0545 1:16.000 (WB)
g
Ziege gegen Ratte, Jackson,
Cy3 1:100 (IHC)
IgG (H*L) Cat. 112-165-102
BD Pharmingen,
Ziege gegen Ratte Biotin 1:200 (IHC)
Cat.12112D°
_ . o Abcam, Cat. 1:8000 = 1,25ug/ml
Kaninchen gegen Avidin Biotin
Ab7235 (FISH)

Tab.4.2: Ubersicht tiber die verwendeten Sekundarantikdrper

4.4.3 Streptavidin/Avidin

Konjugation

Bezugsquelle

Arbeitskonzentration

FITC Pierce, Cat. 21221 1:2000 (IHC, FISH)
RED670 Invitrogen, Cat. 19543-024 1:100 (FCM)
HRP Pierce, Cat. 21126 1:20.000 (Lektin-ELISA)

Tab.4.3 : Ubersicht (iber die verwendeten Streptavidin- bzw. Avidinkonjugate

4.4.4 Lektine
. Spezies und L Arbeits-
Lektin Bezugsquelle Spezifitat .
Konjugation verdiinnung
Vector
Galanthus nivalis,
GNL S Laboratories, Mannose | 1-5ug/ml (final, IF)
biotinyliert
Cat.B-1245
Griffonia Molecular
Isolektin B4 simplifolia, Alexa Probes, Galaktose 1:20 (IHC)
488-conjugiert Cat.l-21411

Tab 4.4: Ubersicht iber die verwendeten Lektine

® Geschenk von S.Vosseler, Abt. Fusenig (DKFZ)
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4.5 Zytokine und Wachstumsfaktoren

bFGF

IFN-B

IFN-y

IL-4

LPS

TNF-a

4.6 Gerate

basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor, Sigma

Rekombinantes Maus IFN-

Von L.Daeffler zur Verfugung gestellt

Rekombinantes Maus IFN-y (R&D Systems), Cat.485-Ml|
Maus IFN-y (PeproTech), Cat.315-05

Rekombinantes Maus Interleukin-4 (R&D Systems),

Cat. 404-ML-005

aus E.coli 026:B6 (Sigma), Cat. L-2654

Rekombinantes Maus TNF-a (PeproTech), Cat. 315-01A

Automatischer Filmentwickler

Classic E.O.S. (Agfa)

Crosslinker UV Stratalinker 1800 (Stratagene)
Durchflusszytometer
FACScan (Becton Dickinson)
Elektroblot Mini-Genie  Electroblotter (ldea  Scientific  Company,

ELISA-Reader

Minneapolis)

Titertek Multiskan Plus MK Il (Labsystems)

65



MATERIAL UND METHODEN

Fluorometer/Luminometer

Fluoroskan Ascent FL (Thermo Labsystems)

Heizblock Thermomixer compact (Eppendorf)

Eppendorf Thermomixer 5436

Inkubatoren Heraeus
Labotect C200
SteriCult CO, Inkubator HEPA Class 100

(Thermo Electron Corporation)

Inverses Mikroskop

Leica

Kammer fur SDS-PAGE
Mini-PROTEAN® 3 (BioRad)

Kryostat Leica
Kuhlaggregat F12 (Julabo)
Kahl- und Gefrierschranke

4°C (Liebherr)

-20°C (Liebherr)
-80°C polar 530V (Labotect)

Magnetruhrer IKAMAG RET (Janke & Kunkel GmbH, IKA Labortechnik)
Mikroskop Olympus CK40
Mikrowelle Bosch

Milliporeanlage Milli-Q® Biocell A10 (Millipore)
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Netzgerate Electrophoresis Power Supply — EPS 3500 (Pharmacia)
Electrophoresis Power Supply — EPS 301 (Amersham
Biosciences)
Modell 200/2.0 Power Supply (BioRad)

Phasenkontrast-Fluoreszenzmikroskop

Leica DM RBE
pH-Meter Microprocessor pH 537 (WTW)
Photometer Ultrospec Il (Pharmacia, Freiburg)
Sterilbanke Sterilgard 11l Advance (The Baker Company),

fur Zellkulturarbeiten

Sterilgard Hood Class Il (The Baker Company),

fur Virusarbeiten

Vibratom Mikrotom VT1000S (Leica)

Vortex Vortex Genie 2 (Bender & Hobein AG)

Waage Sartorius basic

Wasserbad Julabo SW-20C, Julabo U3 (beide Bender & Hobein AG)
Zentrifugen Klhlzentrifuge Sigma 2K15

Varifuge 3.0R (Heraeus)
Hermle ZK380
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5 Methoden
5.1 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden an der sterilen Werkbank durchgefuhrt. Alle

Zentrifugationsschritte wurden in der Hermle ZK380 durchgefuhrt.

5.1.1 Poly-L-Lysin-Beschichtung von Zellkulturflaschen und Deckgléaschen

Durch eine Beschichtung von Zellkulturflaschen und Deckglaschen mit Poly-L-
Lysin (PLL) wird eine Adhasion der Zellen ermoglicht.

75cm? Zellkulturflaschen wurden mit 10ml sterilem PLL fiir 30-60min im Inkubator
bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

Nach dieser Zeit wurde das PLL abgesaugt und die Flaschen einmal mit cDOMEM
gewaschen.

Deckglaschen wurden zunachst unter sterilen Bedingungen in 6cm bzw. 10cm
Schalen gelegt, abhangig davon, wie viele Dechglaschen bendtigt wurden.
AnschlieBend wurde unter Verwendung von 3-5ml PLL genauso wie flr

Zellkulturflaschen verfahren.

5.1.2 Gemischte Priméarkultur von Astrozyten und Mikroglia

FUr das Anlegen einer Primarkultur wurden die Gehirne von neonatalen Mausen
(PO-P2) verwendet. Dazu wurde den Mausen auf der Praparierbank mit einer
sterilen Schere der Kopf abgetrennt. Die Schadeldecke wurde mit einer Pinzette
medial in anterior-posteriorer Richtung gedffnet, das Gehirn mit einem Spatel
entnommen und in eine mit 1xHBSS gefullte Kulturschale Uberfuhrt. Unter dem
Stereoskop wurden die Hirnhaute und Blutgefalle mit einer Pinzette entfernt.
Daraufhin wurden bis zu 13 Gehirne je 50ml Probenréhrchen in 10ml 1xHBSS auf
Eis gesammelt. Zur Vereinzelung der Zellen wurden die Gehirne zunachst unter
sterilen Bedingungen mit 3ml DNase je Probenrohrchen fur 3min bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end wurden die Zellen mit einer 10ml Pipette
durch funfmaliges Pipettieren homogenisiert. Das Homogenat wurde mit 3ml
Trypsin versetzt, 20min bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend mit
cDMEM auf 50ml aufgefullt.
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Nach einer 10-mindtigen Zentrifugation bei 1000 rpm und 4°C wurde der
Uberstand abgesaugt und das Zellsediment in cDMEM resuspendiert. Dabei
wurde 1ml cDMEM fur 3 Gehirne verwendet. 1ml dieser Zellsuspension wurde nun
auf eine PLL-beschichtete und mit 9ml cDMEM gefillte 250ml Zellkulturflasche
gegeben und diese bei 37°C und 5%CO; inkubiert.

An Tag 1, 2 und 7 nach Anlegen der Primarkultur wurde ein Mediumwechsel der
Zellkulturflaschen mit 10ml cDMEM durchgefuhrt.

An Tag 10-12 wurden durch Trypsinisierung und differenzielles Binden Astrozyten-
und Mikroglia-Sekundarkulturen angelegt. Neuronen und die meisten
Oligodendrozyten sind aufgrund der Mediumzusammensetzung zu diesem

Zeitpunkt der Primarkultur abgestorben.

5.1.3 Anlegen von Astrozyten- und Mikroglia-Sekundarkulturen

Die Zellkulturflaschen wurden zehnmal kraftig seitlich angeschlagen, um
Oligodendrozyten und abgestorbene Zellen von der Oberflache der Zellschicht
abzulosen. Diese wurden anschlieBend durch Absaugen des Mediums und
einmaliges Spulen mit 10ml cDMEM entfernt. Daraufhin wurden die Flaschen mit
3ml Trypsin-EDTA high fiir 3min bei RT inkubiert. Dieser Uberstand wurde nach
der Inkubationszeit abgenommen. Es wurden 10ml cDMEM sowie 0,5m| DNase je
Flasche verteilt, die Zellen mit einer Pasteurpipette abgelost und in 15ml
Probenréhrchen Uberfuhrt. Nach Zentrifugation bei 1000 rpm und 4°C far 10
Minuten wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 4 bzw. 6ml cDMEM
resuspendiert und auf 4 bzw. 6 Petrischalen (Sarstedt, 10cm, bacterial grade), auf
denen jeweils 2ml cDMEM vorgelegt waren, verteilt. Diese Schalen wurden fur
20min bei 37°C inkubiert. Durch ihre Adhasionseigenschaften konnten sich nur die
Mikroglia, nicht jedoch die Astrozyten, in dieser kurzen Zeit auf die Petrischale
absetzen. Der Uberstand dieser Schalen, der noch immer einige Mikroglia sowie
Astrozyten enthalt, wurde anschlieRend auf frische Sarstedt-Schalen Uberfuhrt,
wobei vier bzw. sechs Schalen auf eine vereinigt wurden. Diese Schalen wurden
fur weitere 90min bei 37°C inkubiert. In diesem Schritt setzen sich weitere
Mikroglia, aber auch Astrozyten auf die Petrischale ab. Der Uberstand enthalt

anschliel3end mehrheitlich Astrozyten und nur noch wenige Mikroglia.
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Zu den Mikroglia aus dem ersten Bindeschritt wurden nun 6ml konditioniertes
Medium gegeben. Aufgrund der von den Astrozyten sezernierten
Wachstumsfaktoren in diesem Medium konnen die Mikroglia proliferieren. Nach
der 90-minitigen Inkubationszeit wurde der Astrozyten enthaltende Uberstand
einer Sarstedt-Schale auf vier Nunc-Schalen transferiert, die bereits 5ml cDMEM
enthielten. Wegen der Beschichtung dieser Zellkulturschalen konnten sich nun die
Astrozyten absetzen. Die Sarstedt-Schalen des zweiten Bindeschritts, die nun
gemischte Kulturen von Mikroglia und Astrozyten enthielt, wurden verworfen.

Im Abstand von einer Woche wurde bei beiden Zelltypen ein Mediumwechsel mit
5ml Medium durchgefuhrt, wobei die Mikroglia in den ersten beiden Wochen nach
der Trypsinisierung konditioniertes Medium erhielten. Nach zwei Wochen wurde
cDMEM verwendet, wodurch die Mikroglia in einen nicht-aktivierten Zustand
uberfihrt wurden.

Soweit nicht anders angegeben, wurden fir alle Experimente Zellen verwendet,

die 17 Tage in Kultur waren.

5.1.4 Umsetzen von Astrozyten und Mikroglia

Das Medium der Zellen wurde vollstandig abgesaugt und 3ml Trypsin-EDTA high
wurden zugegeben. Sowohl Mikroglia als auch Astrozyten wurden daraufhin flr
3min bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Zellen wurden mit Hilfe einer Pasteurpipette von der Schale abgespult und in
ein 50ml-Probenréhrchen Uberfuhrt, in das 10ml cDMEM vorgelegt waren. Hierbei
wurden bis zu funf Schalen in einem Roéhrchen vereinigt. Die Zellen wurden bis
zum Zentrifugationsschritt im Eis inkubiert, um ein Anheften an die Innenseite des
Rohrchen, v.a. von Mikroglia, zu verhindern. Die Petrischalen wurden nochmals
mit 3-4ml cDMEM abgespllt, dieses Medium wurde ebenfalls in das 50ml-
Réhrchen gegeben. Nach 10-minltiger Zentrifugation bei 1000 rpm und 4°C
wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 1ml cDMEM aufgenommen.
Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 50pl Suspension mit dem selben Volumen
Trypan-Blau versetzt und die Zellen in der Neubauer-Zahlkammer ausgezahilt.
Folgende Zelldichten und Volumina wurden im Falle von Astrozyten und Mikroglia

fur Versuche eingesetzt:
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Zellkulturgefaly Flache Zellzahl Volumen
96well-Platte 0,33cm? 5*10° 100yl
24well-Platte 2cm? 1*10° 400pul — 1ml
6well-Platte 9,5cm? 1,3*10° 1ml
6cm Schale 21cm? 3*10° 3ml
10cm Schale 56cm? 9*10° 5ml
15cm Schale 145cm? 3,5*10° 15ml

Tab 5.1: Verwendete Zelldichten und Volumina bei der Aussaat von Gliazellen

5.1.5 Teilen von Zelllinien

Die Zellen der verschiedenen Zelllinien wurden in 75cm?-Zellkulturflaschen in
cDMEM bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Als Ausnahme wuchsen die L929-Zellen
in DMEM 5%FCS. Je nach Generationszeit der Zelllinie war es noétig die Zellen
alle 2-3 Tage abhangig von ihrer Dichte in einem Verhaltnis von 1:5 bis 1:40 zu
teilen.

Dazu wurden die Zellen in 3ml Trypsin-EDTA (TE) von der Flasche abgeldst, in
ein 15ml Roéhrchen, welches etwa 7ml Medium enthielt, Gberfuhrt und bei 1000rpm
fur 10min abzentrifugiert. GL261-Zellen wurden hierbei mit TE low abgeldst,
wahrend flur alle anderen Zelllinien TE high verwendet wurde.

Das Zellpellet wurde in 10ml Medium aufgenommen. Das der Teilung
entsprechende Volumen, z.B. 1ml bei einer Teilung von 1:10, wurde in eine neue

Zellkulturflasche pipettiert, die bereits 10ml Medium enthielt.
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Fir Versuche wurden folgende Zelldichten eingesetzt:

Zellkulturgefal Zellzahl Volumen

5*10° (L929, A9, GL261)
96well-Platte 5 100ul
2*10° (MT539MG, SMA560)

3*10* (A9, GL261)

24well-Platte ., 400ul — 1ml
1,2*10* (MT539MG, SMA560)

6well-Platte 1*10° 1ml

6cm Schale 2,5%10° 3ml

10cm Schale 6,6*10° 5mi

15cm Schale 3,5*10° 15ml

Tab 5.2: Verwendete Zelldichten und Volumina bei der Aussaat von Zelllinien

5.1.6 Herstellung, Kultivierung und Fixierung von organotypischen Kulturen aus

Mausegehirnen

5.1.6.1 Anlegen der Schnittkulturen

Zur Herstellung von Organotypischen Kulturen wurden Die Gehirne neonataler
VM/Dk Mause (P7-9) verwendet. Die Praparation fand unter der Praparations-
bzw. der Zellkultur-Sterilbank statt.

Die Tiere wurden mit einer sterilen Schere dekapitiert, der Schadel wurde mit einer
Schere geodffnet, das Gehirn entnommen und in OTC-Praparationsmedium
uberfuhrt. Das Gehirn wurde kurz auf Filterpapier angetrocknet und anschlie3end
mit Gewebekleber auf dem Probenteller des Vibratoms fixiert. Zur Stabilisierung
des Gewebes wahrend des Schneidevorgangs wurde das Gehirn mit Agarstiicken
U-Formig eingeschlossen. Die Agarstucke wurden ebenfalls mit Gewebekleber
fixiert. Der Probenteller wurde anschlieend in das Vibratom eingebracht, die auf
4°C gekuhlte Probenwanne mit kaltem Praparationsmedium beflllt und das
Gewebe bei langsamer Geschwindigkeit und mittlerer Frequenz in 350um dicke
Scheiben geschnitten. Die Schnitte wurden mit dem stumpfen Ende einer
Pasteurpipette aufgenommen und auf Membraneinsatze Uberfihrt.

Das uberschussige Medium wurde anschlieBend mit einer Pasteurpipette

vorsichtig von den Membraneinsatzen abgenommen.
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Zur Kultivierung der Schnitte wurden die Einsatze in die Vertiefungen einer
Companion Platte gesetzt, welche 1ml vorgewarmtes OTC-Kulturmedium
enthielten. Das Medium wurde jeden zweiten Tag gewechselt. Die Schnitte
wurden frihestens 6 Tage nach Herstellung verwendet, spatestens nach 14

Tagen wurden die Schnitte fixiert.

5.1.6.2 Implantation von MT539MG-Zellen in Schnittkulturen

Subkonfluente MT539MG wurden abtrypsinisiert (vgl. 5.1.5), gezahlt und nach
Standardprotokoll mit Dil gefarbt (vgl. 5.4.5). Nach den Waschschritten wurden die
Zellen in einer Konzentration von 1*10° — 1*10° Zellen/10ul in OTC Medium
aufgenommen.  10uyl  der  Zellsuspension wurden mit einer P10
Luftverdrangungspipette mit aufgesteckter weiler Spitze aufgenommen. Der 7
Tage alte Gehirnschnitt wurde mit der Spitze penetriert und die Zellsuspension
langsam und vorsichtig unter das Gewebe auf den Membraneinsatz pipettiert.

Nach 3-4 Tagen wurde das Gewebe weiterbehandelt oder fixiert.

5.1.6.3 Fixierung der Schnittkulturen

Das Medium wurde aus den Vertiefungen der Companion Platte abgesaugt.
Sowohl in als auch unter den Membraneinsatz wurden nun je 1ml Immunfixativ,
welches 0,1% Glutaraldehyd enthielt, gegeben und fur 15min unter leichtem
Schutteln inkubiert. Nach dreimaligem kurzem Waschen in 0,1M Phosphatpuffer
(PB) wurden die Schnitte erneut mit Immunfixativ, jedoch ohne Glutaraldehyd,
versetzt und fur 1h inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte bis zum
vollstandigen Verschwinden der gelben Farbe der Pikrinsaure in PB gewaschen,
wobei der Puffer regelmalig gewechselt wurde. Zum Entwassern wurden die
Schnitte, wie fur das Immunfixativ beschrieben, mit 0,8M Saccharose versetzt und
fur mindestens einen, hochstens aber vier Tage gut verschlossen im Kuhlschrank

aufbewahrt.
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5.1.6.4 Silanisieren von Objekttragern

Der Vorgang wurde in Glasklvetten mit Einsatzen fur Objekttrager der GroRe
76*26mm unter dem Abzug durchgefuhrt. Zur Reinigung der Objektrager wurden
diese fur 1min in 10% HCI in Ethanol inkubiert, anschlieRend in PBS fir 2-3min
gewaschen bis keine Schlieren mehr zu sehen waren und kurz in ddH>O gespdilt.
Daraufhin wurden sie kurz in 100% Ethanol getaucht und luftgetrocknet.

Zum Beschichten wurden die Objekttrager nun fur 2min in 2% TESPA in 100%
Aceton inkubiert. Nach zweimaligem kurzem Spulen in 100% Aceton wurden sie

wiederum luftgetrocknet und fur maximal drei Wochen verwendet.

5.1.6.5 Anfertigen von Gefrierschnitten

Zum Einfrieren wurde die Membran mit einem Skalpell aus dem Membraneinsatz
geldst und auf einen Objekttrager Uberflhrt. Der Schnitt wurde mit TissueTek
bedeckt und auf einem Block Trockeneis eingefroren. Mit dem Finger wurde der
Objekttrager von unten nun leicht angewarmt, so dass es moglich wurde, mit
einem Skalpell das noch gefrorene Gewebe von der aufgetauten Membran zu
l6sen. Das Gewebe wurde in Alufolie eingeschlagen, in flissigem Stickstoff
nochmals schockgefroren und bei -80°C bis zum Anfertigen der Gefrierschnitte
gelagert. Gefrierschnitte wurden spatestens 1 Woche nach Einfrieren des
Gewebes am Kryostaten bei -20°C Blocktemperatur und -30°C Boxtemperatur
angefertigt. Dazu wurde 1 Tropfen TissueTek auf den Block des Kryostats
gegeben und das gefrorene Gewebe ,aufgeklebt’. Es wurden Gefrierschnitte von
12um Dicke angefertigt und auf frisch silanisierten Objekttragern (vgl. 5.1.6.3)
aufgefangen. Die Schnitte wurden bis zur Immunhistochemie-Farbung (vgl. 5.4.4)
bei -20°C aufbewahrt.

5.1.7 Stimulierung von Zellen

Um Mikroglia und Astrozyten zu stimulieren, wurde das Medium etwa 16h nach
Umsetzen der Zellen in Zellkulturplatten oder Schalen abgesaugt und durch

Medium ersetzt, welches Zytokin enthielt.
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Zur Aktivierung der Mikroglia und Astrozyten wurden die Zellen fir 48h mit 1ug/ml
LPS und 12,5U/ml IFN-y versetzt.

Der Uberstand dieser Zellen wurden einerseits mit ELISA und Griess Reaktion auf
den Gehalt an TNF-a und NO hin untersucht (vgl. 5.2), wobei hierfir die
Stimulation in 24well-Platten durchgefuhrt wurde. Andererseits wurde der
Uberstand auch dazu verwendet, um Zelltod in MT539MG Zellen zu induzieren;

hier wurden Mikroglia in 10cm Schalen verwendet.

Um Proliferation zu stimulieren wurden Mikroglia fur 48h mit 500U/ml IL-4 versetzt.
Astrozyten wurden mit 100ng/ml bFGF fur 24h versetzt. Wurde anschlie3end ein
Proliferationsassay durchgefuhrt, fand die Stimulation in 96well-Platten statt.

Stimulation fiir z.B. Isolation viraler DNA fand in 10cm Schalen statt.

Um den Effekt von TNF-a und IFN-B auf die Viabilitdt von MT539MG- und L929-
Zellen zu testen, wurden diese Zellen in 96well-Platten fur 1 bzw. 4 Tage mit

verschiedenen Konzentrationen des Zytokins versetzt.

5.1.8 Einsatz von neutralisierenden Antikdrpern

Um den Einfluss von Mikroglia-produziertem TNF-o auf MT539MG- und L929-
Zellen zu testen, wurde das Zytokin im Uberstand von LPS/IFN-y-stimulierten
Mikroglia durch die Zugabe von 20pg/ml neutralisierendem Antikorper blockiert.
Der Zellkulturiberstand wurde direkt nach der Zugabe des Antikdrpers fir den

entsprechenden Versuch eingesetzt.

Da Balb/c Mikroglia konstitutiv IFN-f produzieren, wurde dieses Molekul bereits
vor der Stimulation der Mikroglia mit LPS und IFN-y blockiert. Dazu wurde der
neutralisierende Antikdrper gegen IFN-Bin einer Verdinnung von 1:2000 funf
Tage vor dem eigentlichen Versuchsbeginn ohne vorheriges Umsetzen der
Mikroglia in das Zellkulturmedium der Sekundarkultur gegeben. Nach dieser Zeit
wurden LPS und IFN-y in das Medium pipettiert und der Kulturiberstand nach

weiteren 48h fur den entsprechenden Versuch eingesetzt.
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5.2 Zytokinnachweis im Zellkulturiiberstand

Nach Stimulation von Mikroglia und Astrozyten mit LPS und IFN-y (vgl. 5.1.7)
sollte der Uberstand dieser Zellen auf den Gehalt an Zytokinen (TNF-a) und
reaktiven Stickstoffverbindungen (NO) hin untersucht werden. Dazu wurde der
Uberstand von den Zellen abgenommen und bis zur Analyse bei -80°C

aufbewahrt.

5.2.1 Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA) zum Nachweis von TNF-qo

Prinzip der Methode:

Der hier angewandte Sandwich-ELISA beruht auf der sehr spezifischen
Antikorper-Antigen-Bindung. Zunachst wird ein sogenannter ,capture antibody”
gegen das gewunschte Antigen (hier TNF-a) an eine feste Phase (Maxisorp
96well Platte) gebunden. Die zu analysierende Probe wird zugegeben. In der
Probe befindliches TNF-a bindet spezifisch an den ,capture antibody“ und wird
uber einen weiteren TNF-a-spezifischen ,detection” Antikdrper nachgewiesen. Der
,detection antibody”“ ist biotinmarkiert und wird Uber ein Avidin-HRP-Konjugat
detektiert. Uber die Substratreaktion der Peroxidase kann nun der Gehalt an TNF-
a in der Probe visualisiert werden: dabei steigt die Intensitat der Farbreaktion mit
der Zytokinkonzentration in der Probe an. Durch Verwendung einer TNF-o-

Standardlésung kann die Probe quantifiziert werden.

Der ,capture® Antikdrper wurde in ,coating buffer* nach den Angaben des
Herstellers verdinnt, je 100l in die Wells einer Maxisorp 96well Platte verteilt und
uber Nacht bei 4°C belassen.

Am nachsten Tag wurde die Antikorperlosung aus den Wells abgesaugt und die
Platte funf Mal mit 200ul Waschpuffer je Well gewaschen, wobei die Waschldsung
durch kraftiges Ausklopfen auf Handtuchpapier entfernt wurde. Nach einstiindigem
Blockieren der Wells mit je 200yl ,assay diluent wurde die Platte erneut funf Mal
gewaschen und anschlieRend mit 100ul Probe je Well beladen. Parallel dazu
wurde eine Standardreihe mit Konzentrationen von 1000 bis 15,625pg/ml TNF-a

eingesetzt. Die Platte wurde fir 2h bei RT inkubiert.
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Nach dieser Zeit wurde die Probe abgesaugt und die Wells wiederum funf Mal mit
Waschpuffer gewaschen. Die Platte wurde anschlieBend fur 1h mit der
vorgeschriebenen Verdunnung des ,detection antibodys® inkubiert. Nach erneutem
Waschen wurde fur 30min die entsprechende Verdinnung avidin-HRP
zugegeben. Es wurde fur 7x 1min mit Waschpuffer gespuilt, bevor 100ul Substrat
(TMB) je Well zugegeben wurde. Die Enzymreaktion wurde nach 10-30 min mit
50ul 2M H,SO4 je well abgestoppt und die Platte am ELISA Reader bei 450nm

gelesen.

5.2.2 Stickstoffoxid (NO) — Messung mittels Griess Reaktion

Prinzip der Methode:

Stickstoffoxid ist in wassriger Lésung nicht stabil und zerfallt rasch in Nitrat und
Nitrit. Uber die sogenannte Griess Reaktion lasst sich Nitrit, jedoch nicht Nitrat
nachweisen. Daher wird vor der Quantifizierung des Nitritgehaltes einer Probe ein
Verdau mit dem Enzym Nitratreduktase durchgefihrt, welches die Umwandlung
von Nitrat in Nitrit katalysiert.

Nitrit reagiert mit Sulfanilsdure zu einem Diazoniumsalz. Dieses bildet zusammen
mit N-(1-naphtyl)ethylendiamin-Dihydrochlorid einen Azofarbstoff, den man
spektrophotometrisch bei 540nm quantifizieren kann. Durch Einbezug einer
Nitritstandardlésung kann der NO-Gehalt in der Probe bestimmt werden.

Die Nachweisgrenze der Reaktion liegt bei TuM NO.

Durchfihrung:

Nitritstandardldsungen mit einem finalen Nitritgehalt von 1-25uM Nitrit sowie die zu
analysierenden Proben wurden mit Griesspuffer auf ein Endvolumen von 75pl
eingestellt und in die Wells einer 96well-Platte pipettiert. Je Well wurden 0,01U
Nitratreduktase sowie 2mM NADH zugegeben und flr 20min bei RT und leichtem
Schutteln inkubiert. Danach wurden weitere 50ul Griesspuffer je Well zugegeben,
gefolgt von 10pl frisch gemischtem Griessreagenz. Die Platte wurde fur weitere
30min bei leichtem Schutteln inkubiert, und die Absorption bei 540nm am ELISA

Reader gemessen.
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53 Messung von Zelltod und Zellproliferation

5.3.1 Zelltodnachweis mittels LDH-Messung

Prinzip der Methode:

Das Enzym Laktatdehydrogenase (LDH) wird von allen metabolisch aktiven Zellen
exprimiert. Wenn die Zelle stirbt und damit die Zellmembran durchlassig wird,
stromt LDH aus der Zelle in das umgebende Medium und kann durch Zugabe
eines Substrates nachgewiesen werden. Die Umsatzrate des Substrates kann so
mit der Zahl der toten Zellen korreliert werden. Durch eine Kontrolle, in der alle
Zellen tot sind (Zugabe von Lysepuffer), kann der Anteil der toten Zellen bestimmt
werden. Der Versuch wurde stets mit dem CytoTox 96® Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay (Promega) in 96well-Platten durchgefuhrt. Fur diesen Versuch
war es wichtig, die zu untersuchenden Zellen in DMEM 5%FCS statt cDMEM zu
kultivieren, da FCS ebenfalls LDH enthalt.

Zunachst wurden die Kontrollzellen durch Zugabe von 1/10 Volumen 9% TritonX-
100 in das Medium und 45-minutige Inkubation bei 37°C und 5%CO; lysiert.
AnschlieRend wurden aus jedem Well 50ul des Zellkulturiiberstandes entnommen
und in eine neue 96well Platte Uberfuhrt. In die Wells dieser neuen Platte wurden
nun je 50ul Substrat zugegeben, welches nach Herstellerangaben geldst worden
war. Die Enzymreaktion fand fur 10-30min unter Alufolie statt und wurde durch
Zugabe von 50ul 1M Essigsaure je Well abgestoppt. Die Absorption bei 492nm
wurde spektrophotometrisch bestimmt.

Zur Kontrolle des Assays wurde auf der ursprunglichen 96well-Platte, die die
Zellen enthalt, stets ein Viabilitatstest durchgefuhrt (vgl. 5.3.2 und 5.3.3)

5.3.2 Nachweis von Zellviabilitat mittels CellTiter Assay

Prinzip der Methode:
Lebende, metabolisch aktive Zellen haben ein reduzierendes Zellmilieu und sind
daher in der Lage das Tetrazoliumsalz MTS in Anwesenheit von PMS in ein

|6sliches, rotes Formazan umzuwandeln.
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Die Menge an Formazan im Versuchsansatz kann spektrophotometrisch Uber die
Absorption bei 492nm bestimmt werden und ist direkt proportional zur Anzahl der

lebenden Zellen in der Kultur.

Der Versuch wurde stets mit dem CellTiter96 ® AQueous Non-Radioactive Cell
Proliferation Assay der Firma Promega in 96well Platten durchgefuhrt. Die
Methode kann nur bei langsam wachsenden Zellen angewandt werden
(Astrozyten, Mikroglia, A9), da die Farbentwicklung sehr rasch eintritt.

MTS und PMS wurden direkt vor Versuchsbeginn im Verhaltnis 20:1 gemischt. In
die Wells der zu untersuchenden Platte wurde dann 1/5 Volumen MTS/PMS-
Gemisch pipettiert. Die Platte wurde bei 37°C und 5% CO, fur 1-4h inkubiert,

wobei die Absorption bei 492nm jede Stunde vermessen wurde.

5.3.3 Nachweis von Zellviabilitat mittels AlamarBlue Reduktion

Prinzip der Methode:

Durch das reduzierende Milieu proliferierender Zellen wird das Reagenz
AlamarBlue reduziert, was mit einer Farbanderung von blau nach pink einhergeht.
Durch photospektrometrische Messung der Absorption bei 570 und 600nm kann
das Verhaltnis von oxidiertem zu reduziertem AlamarBlue in der Probe bestimmt
werden.

Der Anteil proliferierender Zellen im Versuchsansatz wurde mit folgender Formel

berechnet, wodurch unbehandelte Kontrollzellen als 100% gesetzt werden:

[(e0X)A2*AN1 — (e0X)A1*AA, des Versuchsansatzes]/[(eox)l2*Als — (e0X)A1*AA, der
Kontrolle) *100

wobei

(€0X)1 der molare Extinktionkoeffizient des oxidierten AlamarBlue bei
570nm und gleich 80,586 ist

(e0X)A2 der molare Extinktionkoeffizient des oxidierten AlamarBlue bei
600nm und gleich 117,216 ist

A4 die OD der Probe bei 570nm ist

Ao die OD der Probe bei 600nm ist
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Der Versuch wurde stets in einer 96well-Platte durchgefihrt. Da sich der
Farbumschlag sehr langsam entwickelt, wurde der Assay nur fur stark
proliferierende Zellen verwendet (A9, L929, Gliomzelllinien).

Zu den zu untersuchenden Wells wurde 1/10 Volumen AlamarBlue gegeben, und
die Platte bei 37°C und 5%CO; inkubiert. Die Absorption bei 570 und 595nm

wurde gemessen, sobald die Kontrollwells pink waren.

5.3.4 Nachweis zellvermittelter Zytotoxizitat (iber Durchflusszytometrie

Prinzip der Methode:

1. Mischen B
der Zellen 3. Ablosen m
& > & > F
+
| 2 Inkubation |

/ \ / \ 4. Analyse am
Ungefarbte MTS539MG, Durchfluss-
VM/Dk gefarbt mit zytometer
Mikroglia Dil

Abb.5: Schematische Darstellung des auf Durchflusszytometrie basierenden
Zytotoxizitatstest

Vor Beginn des Versuchs wurden VM/Dk Mikroglia fur zwei Tage mit 5ml/10cm
Schale 0,1ug/ml LPS und 33ng/ml IFN-y in cDMEM versetzt. Als Kontrolle wurden
stets unbehandelte Mikroglia verwendet. Anschlie®end wurde zunachst das
Medium dieser Zellen unter der Sterilbank abpipettiert, in einem 50ml Réhrchen
vereinigt und auf Eis aufbewahrt. Die stimulierten und unstimulierten Mikroglia
wurden mit je 3ml TE fur 3min bei RT inkubiert, mit Hilfe einer Pasteurpipette von
den Schalen abgelost, separat voneinander in 50ml Rohrchen gesammelt,
abzentrifugiert und im jeweiligen Uberstand wieder aufgenommen (1*10°
Zellen/ml). Diese Mikroglia wurden nun mit nach Standardprotokoll Dil-gefarbten
(vgl. 5.4) MT539MG in verschiedenen Verhaltnissen Effektor:Target (1:1; 10:1;
50:1) gemischt und auf 10cm Schalen ausgesat. Die Zellzahl je Schale betrug
stets 1*10°. Nach 24h Ko-Inkubation wurden die Zellen mit Hilfe von 3ml TE

abgeldst und in 15ml Rohrchen, welche 10ml cDMEM enthielten, gesammelt.
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Die Proben wurden bei 1000rpm und 4°C fir 10min abzentrifugiert, einmal in PBS
gewaschen und in 500ul PBA aufgenommen. Dieses Volumen wurde daraufhin
auf jeweils zwei Rundbodenrdhrchen verteilt. Zu einem dieser Réhrchen wurden
2,5ul 0,1mg/ml PI pipettiert. Die Proben wurden durch Nytex filtriert und sofort am
Durchflusszytometer analysiert. Die Dil-gefarbten Gliomzellen werden im Kanal
FL2 detektiert und sind gut von den ungefarbten Mikroglia zu unterscheiden. PI
farbt die DNA toter Zellen und wird in FL3 detektiert. Somit kdnnen vier
Populationen unterschieden werden: ungefarbte, lebende Mikroglia, tote Mikroglia
(FL3-positiv), lebende MT539MG (FL2-positiv) und tote MT539MG (doppelpositiv
fir FL2 und FL3).

5.3.5 Zellzyklusanalyse Uber Durchflusszytometrie

2*10° zu analysierende Zellen wurden in ein Rundbodenréhrchen gegeben und
einmal mit 1XxPBS gewaschen. Nach Zentrifugation fur 6min bei 1400rpm und 4°C
wurde das Pellet in 1ml eiskaltem 80% Ethanol resuspendiert und fir 30min bei
4°C inkubiert. Die fixierten Zellen wurden erneut abzentrifugiert und anschliel3end
in 500pl 2mg/ml RNase A aufgenommen. Nach 5-minutigem Verdau bei RT
wurden 500ul DNA-PI zupipettiert, gut gevortext und die Suspension flr 30min bei
RT unter Alufolie zum Farben inkubiert. Ohne weitere Waschschritte wurden die

Zellen nach dieser Zeit durch Nytex gefiltert und am FACScan analysiert.

54 Farben von Zellen mit Antikorpern und lipophilen Farbstoffen

5.4.1 Farben von Zellen mit Antikorpern fiir die Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie lassen sich Antigene auf der Oberflache oder im
Inneren von Zellen auf Einzelzellebene sowohl nachweisen als auch
quantifizieren.

Wahrend bei einer Oberflachenfarbung lebende, unfixierte Zellen gefarbt werden,
mussen die Zellen vor einer intrazellularen oder Kernfarbung fixiert werden.
Abhangig vom Antigen und dessen Lokalisierung innerhalb der Zelle werden also

verschiedene Protokolle angewandt.
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Die Zentrifugationsschritte wurden — soweit nicht anders angegeben - in der
Hermle ZK380 bei 1400rpm und 4°C flir ©6min durchgefuhrt. Alle

Inkubationsschritte wurden auf Eis durchgefuhrt, aul3er wenn explizit angeben.

54.1.1 Kernfarbung zum Nachweis des nichtstrukturellen Proteins NS1

Die zu analysierenden Zellen wurden auf 15cm Schalen ausgesat (vgl. 5.1.4 bzw.
5.1.5) und mit wtMVM mit einer MOI von 1 oder 10 infiziert (vgl. 5.7.1). 30 Stunden
nach Infektion wurde das Medium der Schalen abgesaugt und die Zellen mit 15ml
warmem PBS gewaschen. Nach 3-minutigem Inkubieren mit 5ml TE bei RT
wurden die Zellen mit einer Pasteurpipette vom Schalenboden abgespult und in
ein 50ml Réhrchen, welches 15ml cDMEM enthielt, auf Eis Uberfuhrt. Die Zellen
wurden fur 10min bei 1000rpm abzentrifugiert, in PBS aufgenommen und gezahlt.
Die gewiinschte Zellzahl (1*10° Zellen je Farbeansatz) wurde in ein neues 50ml
Rohrchen Uberfuhrt und wiederum mit PBS gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation wurde das Pellet in 1ml kaltem 1% Formaldehyd durch vortexen
aufgenommen und fir 15min bei RT inkubiert. Anschlie®end wurde das Rdhrchen
mit PBS-0,1 %BSA aufgefullt, und die Zellen nochmals abzentrifugiert. Daraufhin
wurde das Pellet zunachst in 1ml PBS aufgenommen, gefolgt von der Zugabe von
4ml 100% eiskaltem Methanol (80% final). Die Zellen wurden nun Uber Nacht bei —
20°C inkubiert.

Zum Entfernen des Fixativs wurde das Rohrchen am nachsten Tag mit kaltem
PBS aufgefullt und die Zellen erneut abzentrifugiert. Das Pellet wurde in PBS-
0,1% BSA aufgenommen und in Rundbodenréhrchen verteilt, wobei man je
Farbeansatz ein Rundbodenrohrchen verwendet. Die Rohrchen wurden mit 2-3ml
PBS-0,1% BSA aufgeflllt, abzentrifugiert und zum Permeablisieren zweimal bei
RT mit warmem PBAT gewaschen. Zum Abblocken unspezifischer Bindestellen
wurden die Zellen in 25ul PBS-40% Eselserum fur 30min inkubiert. Nach dieser
Zeit wurden 25pl Erstantikérper (Gemisch aus 2C9 und 3D9) dazupipettiert und fir
45-60min inkubiert. AnschlieBend wurde dreimal in PBAT gewaschen, bevor 50yl
des Zweitantikdrpers zugegeben wurden. Abschlielend wurden die Zellen wieder

zweimal in PBAT gewaschen, durch Nytex gefiltert und am FACScan analysiert.

82



MATERIAL UND METHODEN

54.1.2 Intrazellulare Farbung zum Nachweis von Viruskapsiden

Die Zellen wurden auf 15cm Schalen ausgesat (vgl. 5.1.4 bzw. 5.1.5) und mit
MOIs von 0, 20 und 100 infiziert (vgl. 5.7.1). Nach einer Stunde Infektionszeit
wurden die Schalen zunachst mit 15ml cDMEM, anschlieRend zweimal mit
warmem PBS gewaschen. Die Zellen wurden nach einer 3-minutigen Inkubation
mit 5ml TE mit einer Pasteurpipette abgespdult und in 15ml Réhrchen, welche 7ml
cDMEM enthielten, auf Eis Uberfihrt. Um alle Zellen abzusammeln, wurden die
Schalen mit 3ml cDMEM nachgespult. Nach Zentrifugation wurde das Pellet
einmal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden daraufhin in 1ml kaltem 1%
Formaldehyd aufgenommen und Uber Nacht bei 4°C aufbewahrt.

Zum Entfernen des Fixativs wurden die Zellen einmal in PBAT gewaschen, in
PBAT aufgenommen und in Rundbodenrohrchen verteilt. Nach nochmaligem
Waschen mit PBAT wurden das Pellet in 25ul PBS-40% Eselserum resuspendiert
und far 30min inkubiert (Blockieren). Zur Detektion der internalisierten
Viruskapside wurden nun 25ul der Erstantikdrperverdinnung zugegeben und flr
45min inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in PBAT erfolgte die Inkubation mit
dem Zweitantikorper fur 60min. Die Zellen wurden wiederum zweimal in PBAT

gewaschen, durch Nytex gefiltert und am FACScan analysiert.

54.1.3 Intrazellulare Farbung von GFAP

Astrozyten und Gliomzellen wurden mit TE vom Schalenboden abgel6st, gezahlt
und in PBS gewaschen. In Rundbodenréhrchen wurden jeweils 0,5-1*10° Zellen
gegeben und erneut in PBS gewaschen. Um die Zellen zu fixieren, wurden sie in
500ul 0,5% Formaldehyd resuspendiert und Gber Nacht bei 4°C aufbewahrt.

Zum Entfernen des Fixativs wurden die Zellen zweimal in TBA gewaschen. Zum
Permeabilisieren wurde das Pellet in 400pyl 4mg/ml n-octyl-R3-D-Glucosid
aufgenommen und fir 7min bei RT inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in
kaltem TBS wurde 25ul Tris 25mM (pH 7.4)-BSA 10% zugegeben und fur 30min
blockiert. AnschlieRend wurden 25ul des Erstantikdrpers zupipettiert und fir 45min
inkubiert. Die Zellen wurden dann 3mal mit TBA gewaschen. 50ul des

Sekundarantikdrpers wurden zugegeben und fur 60min inkubiert.
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Nach zweimaligem Waschen mit TBA wurden die Zellen durch Nytex gefiltert und

am FACScan analysiert.

5.4.2 Nachweis von Apoptose

5.4.2.1 Apoptose-Induktion in Gliomzellen mit Zytostatika

Zur Induktion von Apoptose in Gliomzellen wurden die Zellen etwa 15h nach der
Aussaat (vgl. 5.1.5) mit 10ug/ml Cisplatin oder 100uM Etoposide fur jeweils 24h

versetzt.

5422 Farbung mit AnnexinV fir die Durchflusszytometrie

Phosphatidylserin (PS) ist ein Lipid, das in Zellen normalerweise nur an der
Innenseite der Zellmembran vorkommt. In friihen apoptotischen Zellen klappt PS
charakteristischerweise nach auf’en und ist nun an der Zelloberflache uber die
spezifische Bindung von AnnexinV, einem 35-36 kDa groRen, Ca**-abhangigem,
phospholipidbindenden Protein mit hoher Affinitat fir PS, nachweisbar.

Die zu untersuchenden Zellen wurden mit 3ml Trypsin-EDTA abgeldst, in einem
15ml Probenrohrchen gesammelt, bei 1000rpm fur 10min abzentrifugiert und
gezahlt. Maximal 1*10° Zellen wurden in ein Rundbodenréhrchen gegeben, einmal
mit Annexinbindepuffer (ABP) gewaschen und in 100ul ABP aufgenommen. Je
Rohrchen wurde nun 1pl AnnexinV zupipettiert und durch vortexen gemischt.
Parallel dazu wurde stets eine PIl-Farbung zur Detektion aller toten Zellen
durchgefuhrt, wozu 10ug/ml Pl final je tube zugegeben wurden.

Die Ansatze wurden fur 25min auf Eis unter Alufolie inkubiert, bevor sie erneut mit

800ul ABP gewaschen, durch Nytex gefiltert und am FACS analysiert wurden.

54.2.3 TUNEL-Farbung auf Deckglaschen

Bei der TUNEL- (Terminale Desoxyribosyl-Transferase mediated dUTP Nick End
Labeling) Farbung macht man sich eine weitere Eigenschaft von apoptotischen
Zellen zunutze: Im Verlauf des programmierten Zelltods wird die DNA durch

zellulare Enzyme gespalten, wobei freie 3'-Enden entstehen.
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Die TDT (Terminale Desoxyribosyl-Transferase) ist in der Lage, freie Nukleotide
an diese Enden anzuhangen. Durch Fluoreszenzmarkierung der Nukleotide wird

so die fragmentierte DNA von spat apoptotischen Zellen sichtbar.

Alle Arbeitsschritte wurden wie fUr die indirekte Immunfluoreszenz beschrieben
(vgl. 5.4.3) durchgefuhrt.

Subkonfluente MT539MG wurden zunachst auf PLL-beschichteten Deckglaschen
ausgesat (vgl. 5.1.1) und etwa 16h spater mit dem Uberstand LPS/IFN-y-
stimulierter Mikroglia (vgl. 5.1.7) versetzt. Nach vier Tagen wurden die
Deckglaschen entnommen und zweimal in PBS gespullt. Nach 15-minutiger
Fixierung in 4% Formaldehyd und erneutem zweimaligem Spulen in PBS wurden
die Zellen fur 15min in 0,1% TritonX-100 in 0,1% Natrium-Citrat permeabilisiert.
Ein Deckglaschen wurde nun als Positivkontrolle fur 10min bei RT mit 100U/ml
DNase behandelt, die anderen fur diese Zeit in PBS inkubiert. Es wurde wiederum
zweimal in PBS gesplilt. ,Label Solution® und ,Enzyme Solution“ wurden nach den
Angaben des Herstellers im Verhaltnis 9:1 gemischt und die Deckglaschen flr
eine Stunde in einer feuchten Kammer bei 37°C und 5%CO; in der Mischung
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS wurden die Deckglaschen kurz in

ein Réhrchen mit ddH,O getaucht und anschlieRend in Mowiol eingedeckelt.

54.2.4 Messung von Caspase3-Aktivitat

MT539MG Zellen wurden in einem Volumen von 50yl in 96well-Platten ausgesat
(vgl. 5.1.5) und behandelt, um Apoptose zu induzieren (vgl. 5.1.7 bzw. 5.4.2.1).
Am Tag der Caspase3-Messung werden je Well 50ul 2x Caspase3-Assaybuffer
zupipettiert und fur 5min bei RT inkubiert, um alle Zellen zu lysieren und evtl.
vorhandene Caspase3 freizusetzen.

AnschlieBend wurde je Well 50pl Substratidosung (40pM in Assaybuffer)
zugegeben und die Enzymkinetik fur eine Stunde am Fluorometer gemessen (vgl.
Tab 5.3).
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Filter: 485nm und 538nm
Plate acceleration 10

Blanking time 100%

Settle delay: 10ms

Integration time: 100ms

Lag time: keine

Moving type: 1 oder5

Kinetic: 120 meas counts

Tab 5.3: Instrument settings bei Caspase3-
Aktivitatsmessung

5.4.3 Indirekte Immunfluoreszenz von Zellen auf Deckglaschen

Zur Vorbereitung der Immunfluoreszenz wurden Zellen auf PLL-beschichteten

Deckglaschen ausgesat (vgl. 5.1.1).

Alle Schritte wurden auf einem Stuck Parafilm bei RT durchgefuhrt. Die Losungen,
wie z.B. Antikérper, wurden in einem Volumen von 80-100ul auf den Parafilm
aufgetropft. Anschlieend wurden die Deckglaschen mit der Zellseite nach unten
im Tropfen inkubiert.

Zunachst wurden die Zellen zweimal in PBS gespult. Nach 15-minutiger Fixierung
in 4% Formaldehyd wurden die Zellen zum Quenchen fur 10min in 50mM NH4CI
uberflhrt. Zur Permeabilisierung wurden die Deckglaschen 15min in 0,1% TritonX-
100 inkubiert, anschlieRend einmal in PBS-2mM MgCl;, gespuilt und flr 20min in
1% Serum geblockt. Nach dieser Zeit wurden die Zellen wiederum zweimal in
PBS-2mM MgCl, gespult. Daraufhin erfolgte die Inkubation mit dem Erstantikorper
fur 60-90min. Danach wurde finfmal 2min in PBS-2mM MgCl, gewaschen, bevor
der Zweitantikdrper fir 45min zugegeben wurde. Um den Uberschuss an
Zweitantikorper zu entfernen, wurde 4-5-mal in PBS-2mM MgCl, gespult. Die
Deckglaschen wurden nun kurz in ein Becherglas mit ddH,O getaucht, um das
Salz abzuspulen. Um die Kerne sichtbar zu machen, wurden die Deckglaschen fur
etwa 5sec in Hoechst-Farbstoff getaucht. Dieser interkaliert in die DNA und
leuchtet bei Anregung mit UV-Licht blau.

Nach erneutem Tauchen in ddH,O wurden die Zellen in 100% Ethanol fur 5sec

nochmals fixiert, luftgetrocknet und in Mowiol auf Objekttragern eingebettet.
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5.4.4 Immunhistochemie von Gehirnschnitten

Die Objekttrager mit den Gefrierschnitten (vgl. 5.1.6.5) wurden aus dem
Gefrierschrank genommen und fiur mindestens 2 Stunden bei Raumtemperatur
luftgetrocknet. Die Schnitte wurden danach mit PAP Pen umrandet, zum
Befeuchten kurz in PBS/0,001% TritonX-100 getaucht und in eine feuchte
Kammer gelegt. Es wurden je Schnitt 20-25pl Blockierungspuffer (5% Serum oder
2% Casein, jeweils mit 0,1% TritonX-100) zugegeben und in der feuchten Kammer
fur 20min bei RT inkubiert. Der Blockpuffer wurde mit einem Papiertuch abgesaugt
und der Erstantikorper aufpipettiert. Nach einstindiger Inkubation wurde der
Antikdrper mit einem Papiertuch abgenommen und die Schnitte in einer
Glaskuvette mit Objekttragereinsatz dreimal fir 10 Minuten in PBS gewaschen.
AnschlieRend wurden die Objektrager wieder in die feuchte Kammer tberfihrt und
der Zweitantikorper auf die Schnitte pipettiert. Nach 30 Minuten Inkubationszeit
wurde der Antikorper mit einem Papiertuch abgesaugt, und die Schnitte wie vorher
in PBS gewaschen. Daraufhin wurden sie nacheinander in Wasser, Hochst,
Wasser und 100% Ethanol getaucht und luftgetrocknet (vgl. 5.4.3). Danach
wurden die Schnitte mit Mowiol unter einem Deckglaschen eingebettet und im

Kuhlschrank tUber Nacht zum Trocknen aufbewahrt.

5.4.5 Farben von Zellen mit lipophilem Farbstoff

Die kommerziell erhaltlichen Farbstoffe DiO und Dil (Molecular Probes) sind
langkettige, fluoreszierende Fettsduren. Sie lagern sich in die Doppelmembran
von Zellen ein, welche daraufhin fluoreszieren. Die Farbung ist Uber mehrere Tage
stabil, die Intensitat je Zelle nimmt jedoch mit jeder Zellteilung ab. Die Farbung
wurde flr jede Zellart optimiert.

Die zu farbenden Zellen wurden in einer Dichte von 1*10° Zellen/ml in
serumfreiem, warmem DMEM aufgenommen. Die fur die jeweiligen Zellen
optimierte Menge (vgl. Tab 5.3) an Farbstoff (DiO oder Dil) wurde zugegeben, gut
gemischt und fur 5-11min (vgl. Tab 5.3) bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Zum
Abstoppen der Reaktion wurden die Zellen fir 5min bei 1400rpm und mindestens
20°C abzentrifugiert. Nach dreimaligem Waschen in warmem cDMEM wurden die

Zellen fur das jeweilige Experiment verwendet.
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Farbstoffmenge je 1*10°
Zellen Inkubationszeit bei 37°C
Zellen
A9 2,5ul 5min
Astrozyten S5ul 8min
Mikroglia 2,5l 11min
MT 2,5ul 5min

Tab 5.4: Ubersicht tiber die Farbebedingungen mit lipophilen Farbstoffen

5.4.6 Nachweis von Mannoseresten auf Gliomzellen

5.4.6.1 Farbung auf Deckglaschen

Zum Nachweis von Mannoseresten wurde das Mannose-bindende Lektin GNL
verwendet. Als Positivkontrolle wurde die Farbung auf permeabiliserten Zellen
durchgefuhrt, da im Golgiapparat Proteine noch mannosyliert vorliegen. Nicht
permeabiliserte Zellen sollten dagegen die Gegenwart von Mannoseresten an der
Zelloberflache zeigen.

Die Farbung wurde wie fur die indirekte Immunfluoreszenz beschrieben auf einem
Stlck Parafilm durchgefihrt (vgl. 5.4.3).

Die zu untersuchenden Zellen (MT539MG, SMAS560 sowie Astrozyten) wurden auf
PLL-beschichtete Deckglaschen (vgl. 5.1.1) ausgesat. Nach zweimaligem
Waschen der Zellen in PBS wurden sie fur 15min in 4% Formaldehyd fixiert. Es
wurde flr 10min in 50mM NH4CI gequencht bevor die Zellen zur Permeabilisierung
(vgl. oben) fur 15min in 0,1% TritonX-100 inkubiert wurden. Nach einem 30-
mindtigen Blockierungsschritt in PBS-0,2% Gelatine (PG) wurden die Zellen fur
45min mit dem biotinylierten Lektin GNL in PG versetzt. Uberschiissiges Lektin
wurde in funf 2-minttigen Waschschritten mit PG entfernt. Gebundenes Lektin
wurde mit SA-RED in einer 30-minutigen Inkubation detektiert. Es wurde erneut
5mal fur jeweils 2min gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen zweimal in PBS
gewaschen, nacheinander kurz in ddH;0, Hoechst-Farbstoff, ddH,O und 100%

Ethanol getaucht und auf einem Objekttrager in Mowiol eingebettet.
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54.6.2 Uberprifung der Spezifitat liber Kompetition mit Mannan:
Lektin- ELISA

Mannan ist ein Mannosepolymer und wird daher von GNL gebunden. Bindet GNL
spezifisch Mannosereste auf Gliomzellen, so wird dies durch Mannan kompetitiv
verhindert.

Als Vorbereitung wurden Astrozyten (1*10%) und Gliomzellen (MT, SMA, 510%) in
96well-Platten ausgesat (vgl. 5.1.4 bzw. 5.1.5). Am folgenden Tag wurden die
Zellen auf Eis zweimal mit kaltem PBS gewaschen und fir 30min in 50l PG
blockiert. Daraufhin wurden 50ul GNL in verschiedenen Konzentrationen mit oder
ohne 10mg/ml Mannan als Kompetitor in die Vertiefungen pipettiert. Nach
einstindiger Inkubation auf Eis wurde die Platte dreimal mit kaltem PG gewaschen
und fr 30min mit SA-HRP inkubiert. Die Zellen wurden zweimal mit kaltem PG
und dreimal mit kaltem PBS gewaschen, bevor je Vertiefung 100ul gemischtes
TMB-Substrat zugegeben wurden. Die Farbentwicklung wurde fur 30min unter
Alufolie alle 5min kontrolliert und dann mit 50ul 2M H,SO4 je Well abgestoppt. Die

optische Dichte wurde bei 450nm am ELISA-Reader vermessen.

5.5 Nachweis von Phagozytose mittels Durchflusszytometrie

Zur Vorbereitung des Phagozytoseassays wurden Mikroglia mit DiO gefarbt (vgl.
5.4.5) und in einer Dichte von 5*10° Zellen auf PLL-beschichtete Zellkulturschalen
ausgesat und fur zwei Tage inkubiert.

MT539MG-Zellen wurden mit Dil gefarbt (vgl. 5.4.5) und mit einer Dichte von
3,5*10° Zellen auf 15cm Zellkulturschalen ausgesit. Sie wurden am néchsten Tag
vergiftet (vgl. 5.4.2.1), um Apoptose zu induzieren. Parallel dazu wurden stets
lebende, unbehandelte MT539MG als Kontrolle verwendet.

Am Tag des Versuchs wurden zunachst die MT-Zellen mit 3ml TE vom
Schalenboden abgelost und in einem Probenrohrchen in cDMEM gesammelt.
Nach 10-minutiger Zentrifugation bei 1000rpm wurde das Zellpellet in serumfreiem
DMEM gewaschen und gezahlt. Da zwei verschiedene Verhaltnisse Mikroglia:MT
untersucht wurden (1:1 und 1:5) wurden nun Anséatze mit 5*10° bzw. 2,5*10° MT-

Zellen/3ml in DMEM pipettiert.
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Nach dreimaligem Waschen der Mikroglia mit warmem serumfreiem DMEM wurde
nun die entsprechende MT-Zellsuspension zupipettiert und die Schalen fur 1 oder
2h bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Daraufhin wurde funfmal mit kaltem
serumfreiem DMEM gewaschen, um lose gebundene MT-Zellen von der Schale
zu lésen. Alle gebundenen Zellen wurden mit Hilfe von 2ml TE vom Schalenboden
abgeldst, einmal in PBA gewaschen, in ein Rundbodenrohrchen durch Nytex
gefiltert und am FACS analysiert, wobei Zellen, die phagozytiert haben,

doppelpositiv erscheinen.

5.6 Binding Assay

Um die Kapazitat von Mikroglia zu definieren, Gliomzellen zu erkennen und zu
Binden wurden zunachst MT-Zellen mit einer Dichte von 1,5*104 Zellen/Well in
eine 96well-Platte ausgesat. Am folgenden Tag bzw. sobald die ausgesaten MT
konfluent waren, wurden Mikroglia DiO gefarbt (vgl. 5.4.5) und in verschiedenen
Zellzahlen von 1*10* bis 1*10%/50ul in cDMEM aufgenommen.

Nun wurde die 96well-Platte mit MT539MG einmal mit warmem cDMEM
gewaschen und fur 30min in 50yl cDMEM blockiert. Anschliel3end wurden 50pl
Mikroglia-Zellsuspension je Well zupipettiert. Die Ansatze wurden fur 2h bei 37°C
und 5%CO; inkubiert. Die Zellen wurden daraufhin finfmal mit kaltem cDMEM und
einmal mit kaltem PBS gewaschen. Je Vertiefung wurden 100ul kaltes PBS

zupipettiert und die Platte nun am Fluorometer mit folgenden Parametern

gemessen:
Filter: 488nm und 536nm
Settle delay: 10ms
Integration time: 100ms
Lag time: 10s
Moving type 1

Tab 5.5: Fluorometer settings fur Binding Assay

Als ,Standard“ wurden die entsprechenden Verdinnungen Mikroglia in 100ul PBS
in eine weitere 96well-Platte pipettiert und ohne weitere Waschschritte auf die
selbe Weise am Fluorometer gemessen. Die Werte dienten als jeweilige 100%

Kontrolle.
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5.7 Infektion von Zellen

5.7.1 Zellinfektion

Zunachst wurde das Medium der Zellen abgesaugt und die Virusverdinnung in
serumfreiem DMEM (vgl. Tab 5.4) vorsichtig am Rand aufpipettiert. Die Zellen
wurden fir eine Stunde bei 37°C, 5% CO, inkubiert, wobei sie alle 10min
geschwenkt wurden, um das inoculum optimal auf den Zellen zu verteilen. Nach
dieser Zeit wurde warmes cDMEM zugegeben und fur die gewunschte Zeit bei
37°C, 5% CO; inkubiert.

Zellkulturgefaly Inoculum cDMEM (final)
96well-Platte 10pl 100l
24well-Platte 50l 400ul-1ml

6well -latte 150ul Tml
6cm Schale 400ul 3ml
10cm Schale 1ml 5mi
15cm Schale 2,5ml 15ml

Tab 5.6: Verwendete Inoculi

5.7.2 Nachweis von Virusaufnahme in Zellen (Internalisierung)

5.7.2.1 Markierung von Viruskapsiden mit FITC

Zunachst wurde 1ml einer wtMVMp-Viruspraparation in eine Dialysekammer
pipettiert und unter leichtem RuUhren fur 20h bei 4°C gegen einen 0,1M
Natriumcarbonatpuffer (pH9.0) dialysiert. Nach dieser Zeit wurde die
Viruspraparation aus der Kammer entnommen und mittels Vivaspinsaulen auf ein
Volumen von 1ml zurickkonzentriert.

In 5yl Schritten wurden nun insgesamt 50l einer 1mg/ml FITC-LAsung (in DMSO)
zur Viruslésung pipettiert, wobei nach jeder FITC-Zugabe gut gemischt wurde. Der
Ansatz wurde nun fir 1h bei RT unter Alufolie inkubiert. AnschlieRend wurde
NH4Cl (50mM final) zugegeben und nochmals fur 2h bei RT unter Alufolie
inkubiert.

Zur Aufreinigung des FITC-markierten Virus wurde zunachst eine PD10-Saule mit
25ml 1xPBS aquilibiriert.
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Der Farbeansatz wurde nun mit 1xPBS auf ein Volumen von 2,5ml aufgeflllt und
auf die Saule gegeben. Sobald der Virus in die Saule eingelaufen war, wurde
weiteres PBS zur Elution aufgebracht. Es wurden 25-30 Fraktionen von 500ul
gesammelt, wobei der gefarbte Virus in den Fraktionen 7-11 erwartet wurde.

Zur Uberpriifung des Virusgehaltes der Fraktionen wurde die Optische Dichte am
Photometer bei 495nm (FITC) und 280nm (Proteine = Kapside) gemessen. In den
virushaltigen Fraktionen liegt der Quotient aus OD495nm/OD2gonm zwischen 0,3 und

1. Die FITC-markierten Kapside wurden bei 4°C gelagert.

5.7.2.2 Neuraminidasebehandlung

Am Tag nach der Zellaussaat in 6cm Schalen wurden die Zellen fur 24h mit
0,1U/ml Neuraminidase versetzt, um a2-3, a2-6, und a2-8 verknlipfte N-acetyl-
Neuraminsaure-Reste von Glykoproteinen und Oligosacchariden an der
Zelloberflache abzuverdauen. Die Behandlung zerstort die Bindestelle fir MVM

auf den Zellen; eine Infektion ist so nicht mehr maglich [157].

5.7.2.3 Infektion und Analyse

Die Zellen, mit oder ohne Neuraminidasebehandlung (s.0.) wurden zunachst
zweimal mit 2ml warmem cDMEM gewaschen und anschlieRend wie unter 5.6.1
beschrieben mit FITC-markiertem wtMM infiziert. Nach einer bzw. 6h wurden die
Zellen nach einer 2-minutigen Behandlung mit 2ml TE, welchem 10mM NH4CI
zugesetzt waren, vom Schalenboden abgelost und in einem 15ml Réhrchen auf
Eis in 10ml cDMEM, welches ebenfalls 10mM NH4CI enthielt, gesammelt. Die
Zellen wurden fur 6min bei 1400rpm und 4°C abzentrifugiert und das Pellet in
500ul PBA + 10mM NH4CI resuspendiert.

Die Zellsuspension wurde nun in ein Rundbodenréhrchen uberfuhrt, mit 3ml

PBA+10mM NH,4CI gewaschen und direkt durchflusszytometrisch analysiert.

Parallel zu diesem Protokoll wurden die aufgenommenen Viruskapside auch Uber

eine Antikorperfarbung visualisiert. Das Protokoll hierzu findet sich unter 5.4.1.2.
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5.7.3 Nachweis von viraler DNA mittels Southern Blot

5.7.3.1 Isolierung von viraler DNA

Zur |solation viraler DNA wurde ein abgewandeltes Hirt-Extraktionsprotokoll
verwendet.

Nach dem Absaugen des Mediums wurden die infizierten Zellen mit 3ml
Trypsin/EDTA far 3min bei RT inkubiert und durch mehrmaliges Spulen mit einer
Pasteurpipette vom Schalenboden abgeldst. Die Zellen wurden in ein 15ml
Roéhrchen Uberflhrt, dieses zum Waschen mit etwa 10ml 1xPBS aufgefullt und bei
1000rpm fur 10min in der Varifuge abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 100ul/10cm
Schale VTE aufgenommen. Um die Zellen zu lysieren wurde anschliefend das
gleiche Volumen 2xHirt-Extraktionspuffer zugegeben. Die Viruskapside wurden
uber Nacht mit 400ug/ml Proteinase K bei 56°C verdaut und die genomische DNA
durch mehrmaliges Aufziehen durch 0,5um und 0,4um breite Kanulen geschert.

Die enthaltene DNA-Menge wurde spektrometrisch bestimmt.

5.7.3.2 Auftrennung von DNA mittels Gelelektrophorese

1-5ug isolierte DNA wurde in einem 0,8% Agarosegel bei 150mA fur 4-5h langsam
aufgetrennt. Nach Anfarbung mit Ethidiumbromid und Photographieren wurde das
Gel kurz in VE-Wasser gewaschen und sofort fur den Transfer der Nukleinsauren

auf Nylonmembran eingesetzt.

5.7.3.3 Southern Blotting

Diese Methode zum spezifischen Nachweis von Nukleinsauren wurde erstmals
1975 von EM Southern [147] beschrieben und nach ihm benannt.

Zum Denaturieren der DNA wurde das Gel fur 30min unter leichtem Schwenken in
1N HCI inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit VE-Wasser wurde zweimal fur
20min in Denaturierungspuffer inkubiert und anschlieBend fur 30min in
Neutralisierungspuffer neutralisiert. Das so behandelte Gel konnte nun fir den

Transfer eingesetzt werden.
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Dazu wurde das Gel auf mehrere Lagen mit 20xSSC befeuchtete
Whatmanpapiere platziert und die Nylonmembran luftblasenfrei aufgelegt.

Es wurden nochmals sechs mit 20xSSC befeuchtete Whatmanpapiere aufgelegt
und alles mit Frischhaltefolie luftdicht abgedichtet. Durch drei trockene
Whatmanpapiere, einen Stapel Handtuchpapier und Beschweren wurde die
Evaporation des SSC durch Gel und Membran erreicht. Nach etwa 18 Stunden
wurde der Aufbau demontiert und die DNA durch zweimaliges UV-Crosslinken

(Autocrosslinkfunktion des Stratalinkers) mit der Membran vernetzt.

5.7.3.4 Praparation der MVM-Sonde

Die im folgenden verwendete MVM-Sonde ist gegen ein 1638b langes Stlick des
NS-ORF gerichtet. Diese Sequenz war zu Beginn dieser Arbeit bereits kloniert
(Plasmid pMVMA400 Nr.:376) und wurde mir von B. Leuchs zur Verfigung
gestellt. Alle speziellen Materialien (Bakterien, Antibiotika, Kits) wurden ebenfalls

von B. Leuchs erhalten.

Das Plasmid wurde uUber Standardverfahren in Sure-Bakterien in LB (+Tetracyclin,
Ampicillin und Kanamycin) amplifiziert. Die Plasmidisolierung wurde mit dem
QIAGEN Plasmid Maxi Kit nach Standardverfahren und den Anweisungen des
Herstellers durchgefiihrt. Die isolierte DNA wurde in sterilem Braun-Wasser gelost
und Uber einen einstundigen Verdau mit den Restriktionsenzymen Hindlll und

Ncol verifiziert.

Die 1638b Sondensequenz wurde Uber einen zweistiindigen Ncol-Verdau aus
30ug Plasmid isoliert und auf einem 1% Agarosegel aufgetrennt. Nach Farbung
mit Ethidiumbromid wurde die der Sonde entsprechende Bande aus dem Gel
ausgeschnitten und die DNA mit dem QlAquick Gel Extraction Kit (50) nach den
Anweisungen des Herstellers von der Agarose abgetrennt.

Die so gewonnene Sonde wurde auf ein analytisches Agarosegel aufgetragen. Zur
Quantifizierung wurde die Intensitat der Bande mit der des ABst-Markers (Euro

Gentech) verglichen.
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5.7.3.5 Markierung von Sonden mit Biotin

100ng der MVM-Sonde wurden mit sterilem ddH,O auf 16pl aufgefillt, fir 10min
im kochenden Wasserbad denaturiert und sofort im Eis/Ethanolbad abgekunhlt. 4pl
Biotin-High Prime (Roche) wurden zugegeben und fur 20h im 37°C-Raum
inkubiert. AnschlieRend wurde die Reaktion durch Erhitzen auf 65°C im Heizblock

abgestoppt. Die Sonde wurde bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

5.7.3.6 Detektion von viraler DNA

Die Membran wurde zunachst fur 5min in 5xSSC befeuchtet und daraufhin far 2h
in Hybridisierungslosung bei 42°C im Wasserbad prahybridisiert. Nach dieser Zeit
wurde die Hybridisierungslosung ausgetauscht. Die biotinmarkierte Sonde wurde
fur 10min im kochenden Wasserbad denaturiert, im Eis/Ethanolbad abgeschreckt
und in einer Endkonzentration von 20ng/ml in die Hybridisierungslésung pipettiert.

Der Ansatz wurde tiber Nacht bei 42°C im Wasserbad unter Schiitteln inkubiert.

Zum Entfernen Uberschissiger Sonde wurde die Membran jeweils 30min in
2xSSC/0,1% SDS bei RT und in vorgewarmter 0,1xSSC/0,1% SDS bei 42°C
gewaschen. Nach 5-minutigem Spulen in frisch angesetztem Waschpuffer wurde
die Membran fur 30min in 5xBlockierungsreagenz geblockt. Zum Nachweisen der
biotinmarkierten Sonde wurde nun 200mU/ml Streptavidin-AP-Stammldsung in
5xBlockierungsreagenz zugegeben und fir 30min bei RT unter leichtem Schitteln
inkubiert.

Das uberschussige Streptavidin wurde durch 30-minutiges Spulen in Waschpuffer
entfernt, wobei der Puffer nach 15min erneuert wurde. Die Membran wurde flr
5min in Detektionspuffer aquilibriert, in einen Folienschlauch gelegt und zum
Nachweis der Alkalischen Phosphatase mit der Substratlosung CSPD benetzt.
Nach 5min wurde das Uberschissige Substrat aus dem Folienschlauch
ausgepresst, und die Membran eingeschweildt. Zur Signalverstarkung wurde die
Membran fir 5min im 37°C-Raum inkubiert und anschlie®end je nach Signalstarke

fur 1min bis 1h auf Hyperfilm exponiert.
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5.7.4 Nachweis viraler DNA durch Fluoreszenz in situ-Hybridiserung (FISH)

Zum Nachweis viraler DNA mittels FISH wurden die zu untersuchenden Zellen
(hier: A9) zunachst auf PLL-beschichteten Deckglaschen ausgesat (vgl. 5.1.1 und
5.1.5) und am nachsten Tag mit wtMVMp infiziert (vgl. 5.7.1). Die einzelnen
Schritte wurden, soweit nicht anders angegeben, auf einem Stick Parafilm
durchgefuhrt (vgl. 5.4.3), wobei die Zellseite nach unten zeigte.

Nach 24h wurden die Deckglaschen zunachst in der Schale dreimal mit 0,1M
Phosphatpuffer (PB) gewaschen, anschlieRend mit einer Pinzette aus der Schale
entnommen und die Zellen fir 15min bei RT in 4% Paraformaldedehyd fixiert.
Nach dreimaligem Waschen der Zellen in PB, wurden die Deckglaschen zum
weiteren Fixieren kurz in 100% Ethanol getaucht und danach luftgetrocknet. Nun
wurden 200ng/ml biotinmarkierte Sonde (vgl. 5.7.3.5) in auf 37°C gewarmten
Hybridisierungspuffer gegeben und gut gemischt. Die Zellen wurden in einer
feuchten Kammer Uber Nacht (etwa 18h) bei 37°C und 5%CO; in dieser Mischung
inkubiert, wobei je Deckglaschen 80ul (= 16ng Sonde) verwendet wurden.

Um Uberschissige Sonde zu entfernen, wurden die Zellen nach der Hybridisierung
zunachst bei RT in 1xSSC/10mM DTT gespuilt.

AnschlieBend wurden sie fur zweimal 15min im Wasserbad bei 55°C in
vorgewarmtem 1xSSC/10mM DTT gewaschen, wonach sich zwei weitere
Waschschritte in 0,5xSSC/10mM DTT bei 55°C anschlossen. AbschlieRend
wurden die Zellen fur 10min bei RT in 0,5xSSC/10mM DTT gewaschen und sofort
zur Detektion eingesetzt.

Dazu wurden sie fur finfmal 2min in TBS gewaschen und dann fir 30min in
Blockierungslosung bei RT inkubiert. Die Deckglaschen wurden nun in einer
feuchten Kammer far 30min mit 2,5ug/ml Avidin-FITC in Blockierungslosung bei
37°C und 5%CO; inkubiert und anschlie3end funfmal fur 2min in TBS gewaschen.
Zum Verstarken des Signals wurde ein weiterer Schritt durchgeflihrt, in dem das
eben gebundene Avidin-FITC erneut Uber einen anti-Avidin-Antikorper
nachgewiesen wurde. Dieser war biotinyliert und konnte anschliel3end Gber Avidin-
FITC detektiert werden. Die Inkubation mit 1,25ug/ml anti-Avidin-Antikorper fand
fur 30min in einer feuchten Kammer bei 37°C und 5%CO; statt, gefolgt von funf
jeweils 2-minutigen Waschschritten in PBS. Eine erneute Inkubation in Avidin-
FITC erfolgte wie bereits beschrieben. Die Deckglaschen wurden finfmal fur 2min

in TBS gewaschen und anschlieend in ddH,O getaucht, um Salze zu entfernen.

96



MATERIAL UND METHODEN

Zur DNA-Farbung wurden die Zellen in Hoechst getaucht, gefolgt von ddH,O und
100% Ethanol. Nun wurden die Deckglaschen auf Objekttragern in Mowiol

eingebettet und fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

5.8 Proteinnachweis liber Western Blot

5.8.1 Herstellung von Zelllysaten

Zellen, die in 10cm Zellkulturschalen kultiviert wurden, wurden mit folgendem
Protokoll direkt auf der Schale lysiert: nach zweimaligem Waschen der Zellen
durch leichtes Schwenken mit warmem PBS wurden alle Schritte auf Eis mit
gekuhlten Lésungen durchgefuhrt. Die Zellen wurden nochmals mit PBS
gewaschen und anschliellend mit 100pl Lysepuffer versetzt. Danach wurden sie in
diesem Volumen abgespult und in ein 1,5ml Reaktionsgefal dberfuhrt. Nach 25-
bis 50-mindtiger Inkubation auf Eis und Zentrifugation bei 15000 rpm und 4°C fur
15min (Kuhlzentrifuge) wurde der proteinhaltige Uberstand in ein neues Gefal
uberfuhrt und das Pellet (Zelltrammer) verworfen.

Bei kleinen Zellzahlen z.B. in 24well-Platten wurde ein alternatives Protokoll
verwendet, um ein konzentriertes Lysat zu erhalten. Dazu wurde das Medium von
den Zellen abgenommen und 50ul 1xSample Buffer incl. 10% R-Mercaptoethanol
zupipettiert. Nach kurzer Inkubation wurde das Lysat abpipettiert und bei —20°C
eingefroren. Eine Proteinmengenbestimmung ist in diesem Fall nicht moglich; in
jeder Probe befindet sich dagegen ein Lysat aus der selben Anzahl an Zellen. Fr
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist keine weitere Zugabe von ,sample

buffer notig.

5.8.2 Bestimmung der Proteinkonzentration (BCA-Assay)

Prinzip des BCA-Assays:
Mit diesem Assay kann man die Proteinkonzentration in einer Losung bestimmen,
da Proteine die Eigenschaft haben, in alkalischen Medium Cu®* zu Cu'* zu

reduzieren (Biuret-Reaktion).
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Das BCA-Reagenz (Bicichoninic Acid) bildet mit Cu'* einen violetten Komplex, in
dem zwei Molekiile BCA ein Cu'*-Kation komplexieren. Fur die Farbreaktion des
BCA sind u.a. die makromolekulare Struktur des Proteins und die Anzahl der
Peptidbindungen verantwortlich.

Das Absorptionsmaximums des so gebildeten Komplexes liegt bei einer

Wellenlange von 562nm.

Je nach zu erwartender Proteinkonzentration wurden 1-10ul des Zelllysats
entnommen, auf 50yl mit Wasser aufgefullt, gut gemischt und mit 1ml BCA-
Reagenz versetzt fir 30min bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurde das
Gemisch in Plastikklvetten Uberfuhrt und die Absorption in einem Photometer bei
562nm vermessen. Mit Hilfe einer Eichgerade, die mit BSA-Standards ermittelt

wurde, konnte die Proteinkonzentration im Zelllysat bestimmt werden.

5.8.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Gele:
Alle verwendeten Minigele wurden mit dem Protan MiniGel System gegossen. Je
nach zu detektierendem Antigen wurden verschiedene Acrylamidkonzentrationen

im Trenngel verwendet (s. Tab 5.6), es wurde stets ein 5% Sammelgel benutzt.

Antigen GroRe des Proteins % des Trenngels
NS1 ~80kDa 8%
NS2 25kDa 12%
80-86kDa (VP1)
VP 8%
58-62kDa (VP2)
iINOS 130kDa 6-8%

Tab 5.7 : Ubersicht tber die verwendeten SDS-Gelprozentigkeiten

Vorbereitung der Proben:

Die Proben wurden mit %2 Volumen 3xSamplebuffer versetzt und fur 5min bei 95°C

gekocht. Nach kurzer Zentrifugation in der Tischzentrifuge wurden sie auf das Gel

geladen.
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Lauf des Gels:

Der Lauf durch das Sammelgel wurde bei 20mA je Gelkammer fur 30min
vollzogen. Der anschlieRende Lauf durch das Trenngel fand bei 50mA fur 90-
120min statt.

5.8.4 Proteintransfer durch Western Blot

Der Transfer wurde direkt nach der Gelelektrophorese durchgefuhrt.

Die Blotkammer wurde in der folgenden Reihenfolge beladen: Kathode, 2 feuchte
Schwammtucher, ein Whatman-Papier, das Gel, die Membran, ein Whatman-
Papier (Luftblasen wurden durch Rollen mit einer Plastikpipette entfernt), 2 feuchte
Schwammtlicher, Anode.

Fur Proteine >100kDa (iNOS) wurde Transferpuffer mit 0,1% SDS verwendet, fur
kleinere Proteine wurde kein SDS zugesetzt.

Der Transfer erfolgte fur 90 min (ohne SDS) bzw. 120min (mit SDS) bei 20V und
4°C.

5.8.5 Proteinnachweis durch Ponceau-S-Farbung

Nach erfolgtem Blot wurde der Proteintransfer mittels Ponceau-S-Farbung
uberpruft. Dazu wurde die Membran fur 3min in der Losung inkubiert und
anschliefend mit Wasser gespult. Die Membran wurde daraufhin mit PBS entfarbt

und zur Immunodetektion verwendet.

5.8.6 Immunodetektion

Einen Uberblick iber die verwendeten Protokolle gibt Tab.5.8.

Unmittelbar nach diesen Inkubationsschritten wurden die Signale per
Chemilumineszenz (ECL) visualisiert. Dazu wurden die beiden ECL-Lésungen im
Verhaltnis 1:1 gemischt, und die Membran eine Minute darin inkubiert. Nach
Abtropfen der Uberschissigen Losung wurde die Membran zwischen zwei
Transparent-Kopierfolien in eine Filmkassette gelegt und je nach Signalstarke fur

1s bis 45min auf Hyperfilm exponiert.

99



MATERIAL UND METHODEN

2. 2-3x 5min in PBS

0,3% Tween20
3. 3x 10min in PBS

Antikorper NS1, NS2 und VPs iNOS Btubulin
Block Uber Nacht bei 4°C in 2x 30min bei RT in 1x 1h bei RT in
ocken
PBS/10% Milch PBS/5%Milch PBS/5%Milch
1. 2-3min in PBS/0,3%
Waschschritt Tween20
. 1h bei RT oder UN
Uber Nacht bei 4°C in
Primar- 1h bei RT in PBS/10% PRS/ bei 4°C in
antikorper Milch/ 0,2% Tween 20 PBS/5%Milch/
0,3% Tween20
0,1%Tween20
4X 5min in
2. 3x 15min in PBS/ 0,5% 4x 5min in PBS/
) PBS/5%Milch/
Waschschritt Tween 20 0,3% Tween20
0,1%Tween20
45-60min bei RT in 45-60min bei RT in 45-60min bei RT in
Sekundar-
o PBS/ 10% Milch/ PBS/5% Milch/ PBS/5% Milch/
antikorper
0,2% Tween 20 0,3% Tween20 0,1% Tween20
1. 1X 5min in PBS/ 1. 1x 5min in PBS/
5% Milch/ 5% Milch/
1. 3x 15min in PBS/
3. 0,3% Tween20 0,1% Tween20
0,5% Tween 20
Waschschritt 2. 1X 5min in PBS/ 2. 1x 5min in PBS/

0,1% Tween20
3. 3x 10min in PBS

Tab.5.8: Protokoll zur Immunodetektion

5.8.7 Entfernen von Antikorpern von Nitrocellulosemembranen (Strippen)

Zum Entfernen von Antikorpern von bereits detektierten Nitrocellulosemembranen

wurden diese zunachst fur mind. 30min bei RT in 1xPBS gewaschen. Nach 5-

minttigem Waschen in 0,2M NaOH wurden die Membranen jeweils flr weitere

5min in ddH,O und PBS gespllt. Nach erneutem Blockieren wurden die

Membranen entweder getrocknet oder zur Detektion mit neuem Antikorper

eingesetzt.

100




ERGEBNISSE

IV ERGEBNISSE

6 Zytotoxizitat von Mikroglia

6.1 Charakterisierung

Frei et al. konnten bereits 1987 zeigen [101], dass kultivierte Mikroglia nach
Stimulation mit IFN-y zum einen in der Lage sind, Antigene fur T-Zellen zu
prasentieren. Zum anderen beginnen die so aktivierten Zellen aber auch, TNF-a
zu sekretieren und daruber hinaus toxisch auf die murine Tumorzelllinie P815 zu
wirken. Eine Kapazitat der Mikroglia gegen Tumoren vorzugehen, scheint also
gegeben zu sein. Ob primare Mikroglia der Maus prinzipiell in der Lage sind,

toxisch gegen Gliomzelllinien zu wirken, sollte hier untersucht werden.

6.1.1 Mikroglia kdnnen mit LPS und IFN-y stimuliert werden

6.1.1.1  Stimulierte Mikroglia sezernieren TNF-a

Seit etwa 20 Jahren weil® man, dass Mikroglia durch Stimulation mit LPS [148],
IFN-y [101] und LPS+IFN-y [149] aktiviert werden und daraufhin u.a. TNF-a
freisetzen. TNF-q wirkt auf zahlreiche Zelllinien wie P815 toxisch [101].

Um zu zeigen, dass die hier verwendeten VM/Dk Mikroglia ebenfalls aktivierbar
sind, wurden 17 Tage alte Sekundarkulturen in 24well-Platten ausgesat und am
nachsten Tag mit 0,1ug/ml LPS und/oder 33ng/ml IFN-y versetzt. Der
Zellkulturtiberstand wurde nach 2 Tagen abpipettiert und per ELISA (vgl. 5.2.1) auf
den Gehalt an TNF-o untersucht.

Wie Abb.6.1 zeigt, sezernierten Mikroglia unter LPS-Stimulation bereits hohe
Mengen an TNF-a um 2500pg/ml. Durch zusatzliche Stimulation mit IFN-y erhohte
sich der Gehalt des Zytokins nochmals auf 4000pg/ml, wohingegen Behandlung
mit IFN-y alleine zur vergleichsweise sehr geringen Konzentration von 80pg/ml
flhrte.
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Abb.6.1: TNF-o-
Sekretion von VM/Dk
Mikroglia innerhalb von
48h nach Stimulation
mit 0,1ug/ml LPS
und/oder 33ng/ml IFN-y.
Die Werte stammen aus
einem reprasentativen
Experiment.

6.1.1.2 Expression von iNOS und Freisetzung von Stickstoffoxid

Stickstoffoxid (NO) wird von aktivierten Makrophagen enzymatisch aus L-Arginin

freigesetzt. Das verantwortliche Enzym NOS (nitric oxide synthase) liegt in drei

verschiedenen Isoformen vor, wobei nur die Expression von NOS des Typs I

induzierbar ist. Daher spricht man von dieser Isoform auch als der induzierbaren
NOS (iNOS). NO hat verschiedenste toxische Effekte auf Zellen, die unter 1.4.4

genauer diskutiert wurden [fir einen Uberblick siehe 16].

Um die Expression von iNOS und die Sekretion von NO zu untersuchen, wurden

17 Tage alte Mikroglia mit LPS und IFN—y stimuliert. Nach zwei Tagen wurde der

Uberstand der Zellen abgenommen und (iber Griess Reaktion (vgl. 5.2.2) auf den

Gehalt an NO untersucht. Die Mikroglia wurden lysiert und Uber Western Blot auf

iINOS detektiert (vgl. 5.8).

A

W | — 430kDa

- 4+  LPS/FN+y

¢ (NO) [uM]

80

60 -

40 -

20

keine Stimulation +LPS/IFN

Behandlung

Abb.6.2: Expression von iNOS (A) und NO (B) durch VM/Dk Mikroglia
nach zweitagiger Stimulation mit 0,1ug/ml LPS und 33ng/ml IFN-y. Die
Werte aus (B) sind Mittelwerte aus 4 unabhangigen Experimenten.
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Wie Abb.6.2 zeigt, exprimieren unbehandelte Mikroglia das Enzym iNOS nicht
konstitutiv. Nach Stimulation mit LPS und IFN-y erkennt man auf dem Western
Blot jedoch deutlich eine Bande bei 130kDa, was der GréfRe von iNOS entspricht.
Damit einhergehend konnte mittels Griess Reaktion nur eine geringe Menge an
NO im Uberstand unstimulierter Mikroglia nachgewiesen werden. Dieser Wert von
etwa 10uM lag im Bereich des normalen Hintergrunds, der mit diesem
Versuchsansatz erzielt wurde. Nach Stimulation der Mikroglia konnten dagegen
67uM NO im Zellkulturiberstand gemessen werden.

Mikroglia werden also durch Behandlung mit LPS und IFN-y tatsachlich zur
Expression von iNOS angeregt. Das Enzym ist in diesen Zellen aktiv und fuhrt zu

einer hohen Freisetzung an NO.

6.1.1.3 iINOS kann durch L-NIL spezifisch inhibiert werden

Toxische Effekte von Mikroglia sind, zumindest gegenuber einigen Zelllinien, klar
auf NO zuruckzufuhren [180]. Die Suche nach spezifischen Inhibitoren ist daher
ein wichtiger Schritt, um NO als toxischen Faktor im Uberstand von Mikroglia zu
identifizieren. Die Wirkung von bereits gebildetem NO zu unterdriicken ist nicht
moglich. Auf dem Markt sind jedoch mehrere spezifische Inhibitoren fur iINOS
erhaltlich. Diese Inhibitoren unterdicken die Enzymaktivitat, ohne jedoch die
Expression des Enzyms selbst oder anderer Proteine zu beeinflussen. Zunachst
wurde ein kommerziell erhaltlicher Inhibitor — L-NIL — auf seine Wirksamkeit hin
untersucht. DartUber hinaus musste Uberprift werden, ob L-NIL andere zellulare
Mechanismen wie INOS-Expression oder TNF-a-Sekretion tatsachlich nicht
beeintrachtigt.

Zunachst wurde der Inihibitor L-NIL auf Mikroglia titriert, um eine Konzentration zu
finden, bei der die NO-Synthese vollstandig unterdriickt wird. Dazu wurden
Mikroglia in 24well-Platten (vgl. 5.1.4) mit LPS und IFN-y stimuliert (vgl. 5.1.7) und
zusatzlich mit L-NIL in Konzentrationen von 1-100uM versetzt. Nach 1-3 Tagen
wurde der Uberstand abpipettiert und Gber Griess Reaktion (vgl. 5.2.2) auf
Stickstoffoxid analysiert. Es zeigte sich, dass 10uM L-NIL eine Reduktion des NO-
Gehaltes der Probe um 50-60% verursachte (nicht gezeigt), wahrend Zugabe von
100uM zur vollstadndigen Unterdriickung der NO-Freisetzung aus Mikroglia fuhrte
(vgl. Abb. 6.3. A).
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Nun sollte der Einfluss von L-NIL auf die Produktion von iNOS und TNF-a naher
untersucht werden. Dazu wurden 17 Tage alte VM/Dk Mikroglia zum einen mit
0,1ug/ml LPS und 33ng/ml IFN-y versetzt. Zum anderen wurden zu weiteren
Schalen neben den genannten Stimuli zusatzlich 100uM L-NIL gegeben. Zwei
Tage nach dieser Behandlung wurde der Uberstand abgenommen und per ELISA
(vgl. 5.2.1) und Griess Reaktion (vgl. 5.2.2) auf den Gehalt an TNF-a. und NO
untersucht. Die Zellen wurden lysiert und per Western Blot (vgl. 5.8) auf die

Expression von iNOS untersucht.
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Stimulierte Mikroglia gaben groRe Mengen (63uM) NO in das Medium ab.
Zusatzliche Behandlung der Mikroglia mit LPS und IFN-y mit 100pM L-NIL flhrte
zur Detektion von nur noch 12uM NO im Uberstand dieser Zellen. Bezieht man in
diese Werte einen Hintergrundwert von 10uM ein, was der NO-Freisetzung
unbehandelter Mikroglia entspricht, so fuhrte der Einsatz von L-NIL zu einer
Reduktion um 96%. L-NIL ist also ein potenter Inhibitor der INOS. Die Expression
und die Stabilitdt des Enzyms wurden durch L-NIL nicht beeinflusst, wie der
Western Blot zeigt (B). TNF-a wurde in hohen Dosen von stimulierten Mikroglia
sezerniert, unabhangig davon, ob L-NIL zugesetzt wurde oder nicht (C, Mittelwert

aus vier unabhangigen Experimenten).
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L-NIL kann also als Inhibitor der INOS eingesetzt werden; es wirkt spezifisch, flhrt
zur fast vollstandigen Unterdrickung der NO-Freisetzung von stimulierten VM/Dk
Mikroglia und beeinflusst weder iINOS-Expression noch TNF-a-Produktion in

positiver oder negativer Weise.

6.1.1.4 Aktivierte Mikroglia sind toxisch gegen L929-Zellen

Die Zelllinie L929 ist seit langem daflir bekannt, dass sie sensitiv gegentber der
Behandlung mit TNF-a ist und daraufhin abstirbt [205]. Da auch Mikroglia nach
Stimulation mit LPS/IFN-y hohe Dosen an TNF-a freisetzen, kann der
Kulturiberstand dieser Zellen moglicherweise ebenfalls zum Tod von L929-Zellen
fuhren, sofern das produzierte Zytokin aktiv ist. Wenn das von Mikroglia
produzierte TNF-o fur den Tod der L929-Zellen verantwortlich ist, sollte dieser
Effekt durch Blockieren des Zytokins mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers
neutralisiert werden konnen.

Um die Aktivitat des freigesetzten TNF-a. zu Uberprifen, wurden L929-Zellen in
96well-Platten ausgesat (vgl. 5.1.5) und am nachsten Tag mit Zellkulturiberstand
von VM/Dk Mikroglia versetzt, die fir zwei Tage mit 0,1ug/ml LPS und 33ng/ml
IFN-y stimuliert worden waren. Als Negativkontrolle diente Uberstand
unbehandelter Mikroglia. Einen bzw. zwei Tage nach Behandeln der L929-Zellen
wurde Tod der Zellen uber die Abgabe von LDH an das Medium quantifiziert (vgl.
5.3.1). Parallel dazu wurde die Zahl der lebenden Zellen Uber AlamarBlue
Reduktion (vgl. 5.3.3) bestimmt.

Am ersten Tag des Versuchs konnten mittels AlamarBlue Reduktion keine toten
L929-Zellen nachgewiesen werden, wenn sie mit dem Uberstand unbehandelter
Mikroglia versetzt wurden: Im Vergleich zu L929-Zellen, die in normalem DMEM-
5%FCS kultiviert wurden, lag die Zellzahl bei 100%. Auch am zweiten Tag des
Versuchs war nur ein geringer Zelltod von 12% in diesem Versuchsansatz
nachzuweisen. Versetzen der L929 mit dem Uberstand von LPS/IFN-y-stimulierten
Mikroglia fuhrte dagegen zu einem dramatischen Ruckgang der Zellviabilitat:
Wahrend am ersten Tag noch 80% der Zellen am Leben waren, sank die Zahl am

zweiten Tag weiter auf nur mehr 59%.
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Die Messung von toten Zellen Uber die Freisetzung des Enzyms LDH ergab einen
ahnlichen Verlauf dieses Versuchs (Abb.6.4, B). Zunachst fallt auf, dass am ersten
Tag sehr viel mehr tote Zellen uUber LDH als uber AlamarBlue Assay
nachgewiesen wurden: Wahrend bei letzterem alle Zellen als lebend gemessen
worden waren, zeigte ersterer uber 20% der Zellen als tot an. Diese Beobachtung
lasst sich aber auf zweifache Art und Weise begrinden: Zum einen geben auch
lebende Zellen ein gewisses Mall an Laktatdehydrogenase in das umgebende
Medium ab; ein kleiner Hintergrund ist also von der Messmethode des Versuchs
abhangig und kann kaum beeinflusst werden. Zum anderen wurden die
Messergebnisse stets auf eine Kontrolle bezogen, in welcher 100% tote Zellen
vorliegen: L929, die in DMEM-5%FCS kultiviert wurden, wurden vor der
Quantifizierung des LDH-Gehaltes lysiert. Alle Zellen gaben alles LDH in das
Medium ab, welches dann als maximal moglicher Wert angesehen wurde.
Abhangig davon, wie dicht die Kontrollzellen gewachsen waren, ergab sich also
fur jeden Tag ein wechselnder Wert der ,,100%-tot“-Kontrolle.

Damit Iasst sich auch erklaren, weshalb am zweiten Tag des Versuchs nur 7%

tote Zellen gemessen wurden: Die Bezugsgrof3e hat sich geandert.
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Nichtsdestoweniger lie sich aber nach Versetzen der L929 mit dem Uberstand
aktivierter Mikroglia ein deutlicher Zelltod detektieren: Am ersten Tag nach der
Behandlung konnten mit dem LDH Assay 78% tote Zellen gemessen werden. Am
zweiten Tag war der Wert ahnlich und lag bei 68%. Diese Abweichung zwischen
den beiden Tagen ist wiederum auf die wechselnde Bezugsgrolie zurlckzuflhren.
Die Diskrepanz zwischen den beiden Messmethoden lasst sich vielleicht auch
damit erklaren, dass apoptotische Zellen, obwohl ihre Membranintegritat schon
gestort ist (und sie somit bereits LDH abgeben), noch metabolisch
aktive/reduzierende Mitochondrien besitzen (und damit zu einer raschen

Reduktion von AlamarBlue beitragen).

6.1.1.5 TNF-o im Uberstand aktivierter Mikroglia induziert Zelltod in
L929-Zellen

L929-Zellen sterben, wenn sie mit TNF-a versetzt werden [150]. Ebenso
induzieren aber auch aktivierte Mikroglia den Tod dieser Zellen. Da stimulierte
Mikroglia — wie bereits gezeigt — u.a. TNF-a sezernieren, liegt die Vermutung
nahe, dass dieses Zytokin direkt zytotoxisch wirkt. Um diese These zu Uberprifen,
wurden die hier verwendeten L929-Zellen zunachst auf ihre Sensitivitat gegenuber
rekombinantem TNF-a Uberprift, da bei der Kultur von Zelllinien stets die
Madglichkeit besteht, im Laufe der Kultur resistente Klone zu selektieren. Um TNF-
o im Uberstand stimulierter Mikroglia als direkten Killer zu identifizieren, wurde
das Zytokin durch den Einsatz eines neutralisierenden Antikdrpers blockiert. Da
bereits nach einem Tag ein starker Zelltod gemessen wurde (vgl. Abb.6.4), wurde

nur dieser Zeitpunkt untersucht.
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L929 wurden in 96well-Platten ausgesat und am nachsten Tag mit 1250pg/ml oder
10000pg/ml rekombinantem TNF-a versetzt. 1250pg/ml wurde als eine niedrige
Konzentration gewahlt, wahrend 10000pg/ml eine Menge ist, die etwas Uber der
von stimulierten Mikroglia freigesetzten Konzentration liegt. Die beiden
Versuchsbedingungen reprasentieren also den physiologisch relevanten
Konzentrationsbereich fir TNF-a. Der neutralisierende Antikorper wurde in einer
Konzentration von 20ug/ml® vor dem Versetzen der L929-Zellen zu dem jeweiligen
TNF-o-haltigen Medium (rekombinant bzw. sekretiert), wie unter 5.1.8
beschrieben, zupipettiert. Nach eintagiger Inkubation wurde der Gehalt an toten

Zellen mittels LDH-Messung, wie unter 5.3.1 beschrieben, bestimmt.

90
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40 -
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W ohne Antikérper

W mit Isotypkontrolle

% tote Zellen

Bl mit neutralisierendem
Antikdrper

10000pg/ml 1250pg/ml
c (recTNF)

Abb.6.5: Induktion von Zelltod in L929-Zellen durch rekombinantes
TNF-o kann durch 20ug/ml eines neutralisierenden Antikorpers
unterdriickt werden. Der Graph zeigt das Ergebnis einer LDH-
Messung einen Tag nach Versetzen der Zellen mit TNF-a.

Versetzen von L929-Zellen mit 1250pg/ml rekombinantem TNF-o fuhrt zum
Absterben von 8% der Zellen innerhalb eines Tages. Sobald das TNF-a spezifisch
durch einen neutralisierenden Antikdrper blockiert wurde, starben deutlich weniger
(2%) dieser sensitiven Zellen. Der Einsatz eines Antikorpers, der zwar den selben
Isotyp wie der neutralisierende hat, jedoch unspezifisch ist, fihrte zu einem

Absterben, das in etwa im Bereich ohne Antikorper lag (11%).

® Dieser Antikorper wurde zuvor auf TNF-a-behandelteten L929-Zellen titriert; die
Konzentration 20ug/ml flihrte zu 100% Uberleben der Zellen nach Behandlung mit 10000pg/ml

TNF-a.
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10000pg/ml TNF-o. hatten einen ungleich hdheren toxischen Effekt auf L929-
Zellen: Ohne Blockieren des TNF-a starben 80% bereits innerhalb eines Tages.
Die Isotypkontrolle hatte auch bei der hdheren Konzentration an Zytokin weder
einen positiven noch einen negativen Einfluss auf die Viabilitat: 78% der so
behandelten Zellen starben. Dahingegen hatte auch bei dieser TNF-a-Dosis der
neutralisierende Antikdrper einen drastischen Effekt auf die Uberlebensrate der
Zellen: Nur knapp 3% tote Zellen konnten nachgewiesen werden. Da dieser Wert
auch mit der niedrigen Dosis TNF-a erhalten wurde, kann man davon ausgehen,
dass er durch spontane LDH-Freisetzung durch L929-Zellen erzielt wurde und
nicht durch einen spezifisch induzierten Tod.

Dieser Versuch konnte zweierlei zeigen: Zum einen wurde dargelegt, dass die hier
verwendeten L929-Zellen hochgradig sensitiv gegenuber der Behandlung mit
rekombinantem TNF-a sind. Bereits kleinere Mengen wie 1250pg/ml fuhren zum
Tod der Zellen, auch wenn der Effekt mit hoheren Dosen sehr viel dramatischer
ausfallt. Zum anderen konnte bewiesen werden, dass TNF-o alleine und
spezifisch fur das Absterben von L929 verantwortlich ist, da ein neutralisierender
Antikorper, nicht jedoch eine Isotypkontrolle, in der Lage ist, 100% der Zellen vor
dem TNF-a -induzierten Tod zu bewahren.

Nun stellt sich jedoch noch immer die Frage, ob TNF-a auch im Uberstand der
LPS/IFN-y-stimulierten Mikroglia fur den zytotoxischen Effekt verantwortlich ist.
Um dieser Frage nachzugehen, wurde der eben beschriebene Versuch diesmal

mit ZellkulturGberstand durchgefihrt.
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Abb.6.6: Von Mikroglia freigesetztes TNF-a ist aktiv und

induziert Tod von L929-Zellen. Uberstande (SN) unstimulierter

bzw. LPS/IFN-y-stimulierter VM/Dk Mikroglia wurden auf L929

gegeben; nach einem Tag wurde der LDH-Gehalt im Medium

gemessen. Es wird ein reprasentatives Experiment gezeigt.
L929-Zellen, die mit 10000pg/ml rekombinantem TNF-o behandelt wurden,
starben nach einem Tag stark ab (64%), wie Abb.6.6 zeigt. Auch der Uberstand
von LPS/IFN-y-stimulierten Mikroglia fuhrte zum Absterben von L929 in dieser
GrolRenordnung (68%), wie bereits unter 6.1.1.4 gezeigt wurde. Blockierung des
TNF-a im Uberstand der stimulierten Mikroglia mit 20ug/ml eines neutralisierenden
Antikorpers resultierte in einem, auf 25% sinkenden Anteil der sterbenden Zellen.
Auch die Behandlung mit Uberstand unstimulierter Mikroglia fiihrte zum Tod von
25% der Fibroblasten. Dabei ist ausgeschlossen, dass es sich um LDH handelte,
welches spontan von Mikroglia abgegeben worden war und sich noch immer im
Medium befand: Als Kontrolle wurde stets eine LDH-Messung auf Uberstand
sowohl unbehandelter als auch stimulierter Mikroglia durchgefiihrt; der erhaltene
Wert wurde als Hintergrund angesehen und von den Messwerten der
entsprechend behandelten L929-Zellen abgezogen. Die gezeigten Werte
reprasentieren also LDH, welches ausschlieRBlich von L929-Zellen abgegeben
wurde, und kénnen als spezifisch angesehen werden. Dagegen starben spontan,
d.h. bei Kultur in DMEM-5%FCS, 7% der L929 ab.
Dieses Experiment zeigte, dass Mikroglia nach Stimulation mit LPS und IFN-y
biologisch aktives TNF-a. sezernieren, welches zum Zelltod von L929 flihrt, und
zwar in einem Ausmal3, das mit der Wirkung rekombinanten Zytokins vergleichbar

ist.
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Daruber hinaus scheinen Mikroglia aber konstitutiv weitere toxische Agenzien an
das Medium abzugeben, welche fur den Tod von 25% der L929-Zellen

verantwortlich sind.

6.1.2 Von Mikroglia freigesetzte Faktoren fihren zum Zelltod von Gliomzellen

Die hier verwendeten primaren Mikroglia sind also tatsachlich dahingehend
aktivierbar, dass sie zytotoxisch gegen Tumorzellen wirken kénnen. Die Mehrheit
der Gehirntumoren sind jedoch Abkdmmlinge von glialen Zellen wie Astrozyten,
die kaum Ahnlichkeit mit Fibroblasten wie L929 oder Mastozytomzellen wie P815
haben. Daher sollte der, wie unter 6.1.1 beschrieben, toxische Kulturiberstand
aktivierter Mikroglia auf seine Wirksamkeit gegentber Hirntumorzellen untersucht
werden. Als Modellzellen dienten hierbei drei murine Astrozytomzelllinien, von
denen zwei aus spontanen, eine aus induzierten Tumoren der Maus gewonnen
wurden. Folgende Tabelle soll einen kurzen Uberblick Uber die Charakteristika der

verschiedenen Zellen geben:

Zelllinie MT539MG SMA560 GL261
Stamm VM/Dk VM/Dk C57/BI6
Spontanem | Spontanem | Methylcholanthren-
Herkunft von
Tumor Tumor induziertem Tumor
Erste Referenz #125 #125 #124
Verdopplungszeit Etwa 16h Etwa 12h Etwa 24h
GFAP-Expression negativ negativ n.a.

Tab.6.1: Charakteristika der verwendeten Gliomzelllinien

Wie die Tabelle zeigt, unterscheiden sich die drei Zelllinien stark in Bezug auf ihre
Verdopplungszeit. Die aus C57/Bl6-Mausen isolierten GL261-Zellen wuchsen sehr
langsam und stellten nach hohen Verdinnungen beim Teilen der Zellen das
Wachstum rasch ein. Dagegen teilten sich SMA560-Zellen sehr rasch und bildeten
auch bei hohen Teilungsraten schnell wieder einen konfluenten Zellrasen, was
auch fur MT539MG zutraf.
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GFAP ist ein Zytoskelettprotein, welches als Marker fur Astrozyten herangezogen
werden kann. Ein Verlust dieses Proteins, wie er fur MT539MG- und SMAS560-
Zellen im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen wurde, deutet auf einen
dedifferenzierten Zustand der Zellen hin. Fir GL261 wurde die GFAP-Expression
im Rahmen dieser Arbeit nicht bestimmt und ist auch in der Literatur nicht

beschrieben.

6.1.2.1 MT539MG sterben nach Behandlung mit Mikroglia-Uberstand

Zunachst sollten MT539MG-Zellen auf ihre Sensitivitat gegeniber Uberstand
unbehandelter und aktivierter Mikroglia untersucht werden, da sie in Bezug auf
ihre Verdoppelungszeit die mittlere Stellung innerhalb der drei Zelllinien
einnehmen.

Zunachst sollte die Kultur lichtmikroskopisch untersucht werden. Dazu wurden
MT539MG-Zellen wie unter 5.1.5 ausflhrlich beschrieben in 6cm Schalen
ausgesat. Uberstand von Mikroglia, die fir zwei Tage mit oder ohne 0,1ug/ml
LPS/33ng/ml IFN-y kultiviert worden waren, wurde am folgenden Tag zu den
Gliomzellen gegeben. Am ersten bis vierten Tag nach der Behandlung wurden die
Kulturen lichtmikroskopisch am inversen Mikroskop untersucht.

Wie Abb.6.7 zeigt, waren MT539MG-Zellen, die in cDMEM kultiviert wurden, am
ersten Tag des Versuchs zu etwa 50% konfluent. Die Zelldichte nahm an den
folgenden Tagen weiter zu, um an Tag 3 und 4 einen geschlossenen Rasen zu
bilden. Es wurden nur sehr wenige Zellen beobachtet, die sich von Schalenboden
ablosten. Ahnlich verhielten sich die Zellen, wenn man sie im Uberstand
unbehandelter VM/Dk Mikroglia kultivierte: Die Zellen wuchsen bis zum dritten Tag
zu einem konfluenten Zellrasen; es waren wiederum kaum tote, abgelOste Zellen

ZU sehen.
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Ab.6.7: ichtmikrogopische Untersuchung von MT539MG-Zellen
zeigt deutlich, dass Uberstand aktivierter Mikroglia Zelltod induzieren
kann.

Behandelte man MT-Zellen nun aber mit dem Zellkulturiberstand von Mikroglia,
die fur zwei Tage mit 0,1ug/ml LPS und 33ng/ml IFN-y stimuliert worden waren, so
konnten schon am ersten Tag einige, abgerundete Zellen beobachtet werden.
Dartber hinaus waren die adharenten Zellen deutlich granularer als unter
Kontrollbedingungen, wie man in Abb. 6.8 gut sehen kann. Massives Absterben
war zu diesem Zeitpunkt allerdings noch nicht zu erkennen, der Zellrasen war
weitgehend intakt. Ab dem zweiten Tag der Behandlung sah man jedoch deutlich

abgeldste, tote Zellen, die im Medium schwammen.
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Sie konnen als sehr kleine, runde Gebilde beschreiben werden, die teilweise
aneinander hingen wie Perlen an einer Schnur. Am vierten Tag der Beobachtung
gab es daneben noch immer adharente
Zellen. Diese salen vereinzelt am Boden
der Kulturschale und sahen uberwiegend
normal aus: Sie waren in GréRe und
Granularitat den unbehandelten Zellen
ahnlich. Es kam zu keinem vollstandigen
Absterben der Kultur.

Abb.6.8: MT539MG-Zellen Diese Beobachtung sollte nun quantifiziert
werden nach Behandlung mit

Uberstand stimulierter Milgroglia werden. Dazu wurden MT539MG, wie flr
deutlich  granularer; vgl.  mit L929-Zellen unter 6.1.1.4 beschrieben, in

Abb.6.7 und 6.25. (100x)
96well-Platten ausgesat und behandelt.

Uber vier Tage hinweg wurde das Absterben
der Zellen taglich mittels LDH-Messung (vgl. 5.3.1) bestimmt. Parallel dazu wurde

die Viabilitat der Zellen Uber AlamarBlue Reduktion (vgl. 5.3.3) bestimmt.

Wie die LDH-Messung (Abb.6.9 A) aufzeigte, starben MT539MG-Zellen, die in
DMEM-5%FCS kultiviert worden waren, wahrend der Versuchsdauer zu einem
kleinen Teil ab: Wahrend am ersten Tag keine toten Zellen detektiert werden
konnten, stieg die Zahl Uber 2% (Tag 2) und 9% (Tag 3) auf 15% am letzten
untersuchten Zeitpunkt an. Wie bereits die lichtmikroskopische Untersuchung
veranschaulicht hat, war die Kultur bereits am dritten Tag konfluent und liel3 daher
einen geringen Anteil toter Zellen erwarten. Dieser Anteil konnte mit dem
AlamarBlue Assay (Abb.6.9 B) nicht detektiert werden, da hier Zellen in DMEM-
5%FCS als Kontrolle fungieren: Fur jeden Tag wurde dieser Messwert als 100%

angenommen und diente damit als Bezugspunkt fur alle anderen Messwerte.
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Behandlung der Zellen mit dem Zellkulturiberstand von unbehandelten VM/Dk
Mikroglia fUhrte zu einem ahnlichen Ergebnis: Wahrend am ersten Tag unter
diesen Bedingungen mittels LDH-Messung 7% tote Zellen nachgewiesen werden
konnten, also mehr als in normalem Medium, sank die Zahl am zweiten Tag leicht
ab (5%), um am dritten (8%) und vierten Tag (12%) auf etwa die Werte
anzusteigen, die fur Zellen in DMEM-5%FCS gemessen wurden. Mit AlamarBlue
Reduktion liel3 sich dessen ungeachtet ein leichter Anstieg der Zellzahl
nachweisen: Nach 99% lebenden Zellen am ersten Tag erreichte die Zellzahl am
zweiten Tag 113% der Kontrolle, um anschlieRend auf 106% (Tag 3) bzw. 109%
(Tag 4) abzusinken. Diese minimale, aber dennoch reproduzierbare Proliferation
widerspricht sich nicht mit dem gemessenen Zelltod: Wo mehr Zellen leben,

konnen auch mehr spontan LDH an das Medium abgeben.
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Es lie} sich also kein Zelltod, sondern ein leichter positiver Effekt auf MT539MG
nachweisen, der moglicherweise durch Faktoren bedingt ist, die konstitutiv von
Mikroglia sezerniert werden.

Die Situation @nderte sich, wenn die Gliomzellen mit dem Uberstand aktivierter
Mikroglia behandelt wurden. Wie unter dem Lichtmikroskop bereits beobachtet,
lieRen sich im Vergleich zu den eben diskutierten Bedingungen am ersten Tag der
Untersuchung nur geringfugig mehr tote Zellen (11%) messen. Der AlamarBlue
Assay zeigte jedoch deutlich, dass die Zahl der lebenden Zellen in der gleichen
Bedingung im gleichen Umfang abgenommen hatte: Im Vergleich zur Kontrolle
wurde nur 85% Zellviabilitat gemessen.

Am zweiten Tag wurde ein sprunghafter Anstieg an freigesetztem LDH detektiert
(57% tote Zellen), was auch durch die stark abnehmende Zahl der lebenden
Zellen reflektiert wird (52%). An den folgenden Tagen kam nun aber eine
Eigenheit der LDH-Messung zum Tragen: Die Werte scheinen am dritten (39%)
und vierten (34%) Tag abzunehmen. Diese Beobachtung lasst sich jedoch
erklaren, wenn man die Berechnungsweise der Daten genauer betrachtet: Wie
bereits erwahnt, wurden die erhaltenen Werte der LDH-Messung auf eine
Kontrolle (lysierte Zellen = maximal moéglicher Messwert) bezogen. Diese anderte
sich mit jedem Tag, da die Zellen in der Kontrolle wahrend des Versuchs
weiterwuchsen. Eine gleichbleibende LDH-Menge im Versuchsansatz fuhrte also
zwangslaufig im Laufe der Zeit zu sinkenden Werten, da die gleichbleibende
Menge auf eine steigende Bezugsgrofle normiert werden musste. Dass diese
Annahme zumindest bis zu einem gewissen Grad korrekt ist, zeigten sowohl die
AlamarBlue Reduktion als auch die bereits diskutierte lichtmikroskopische
Analyse. An Tag 3 des Versuchs lieRen sich 43% lebende Zellen im Ansatz
messen, also nochmals weniger als an Tag 2. Am folgenden Tag stieg die Zahl
der lebenden Zellen allerdings wieder auf 64% an. Diese doch recht hohe

Proliferation lief3 sich lichtmikroskopisch nicht bestatigen.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass LPS/IFN-y-stimulierte Mikroglia
Faktoren sezernieren, die zu einem Tod von bis zu 60% MT539MG-Zellen flhren.
Bevor die mdglichen toxischen Agenzien genauer untersucht werden (siehe 6.1.3),
ist es interessant und notig, diesen Effekt auch in anderen Modellsystemen zu

verifizieren, um zelllinienspezifische Eigenheiten ausschliellen zu kénnen.
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6.1.2.2 Auch SMA560 sind sensitiv gegenulber aktivierten Mikroglia

SMA560-Zellen sind, wie ihr Name verrat, aus einem spontanem Maus-
Astrozytom einer VM/Dk-Maus kultiviert worden. Der Einfluss von Uberstand
stimulierter Mikroglia wurde wie unter 6.1.2.1 fur MT539MG beschrieben
untersucht.

In cDMEM kultivierte SMA560-Zellen teilten sich sehr schnell, wie in Abb.6.10
dargestellt wird. Bis zum dritten Tag der Versuchsdurchfihrung waren die Zellen
zu einem geschlossenen Zellrasen gewachsen, aus dem sich bereits einige Zellen
abzulésen begannen. Am vierten Tag der Kultur lieRen sich dann auch sehr viele
tote, schwimmende Zellen beobachten. Ein ahnliches Bild lieferten Zellen, die mit
dem Zellkulturiberstand von unbehandelten VM/Dk Mikroglia behandelt worden
waren: Bis zum dritten Tag der Versuchsdurchfuhrung stieg die Dichte des
Zellrasens kontinuierlich an, um am vierten Tag in einem massiven Absterben der
zu dicht gewachsenen Zellen zu resultieren. Auch der Versuch, von vornherein
weniger Zellen auszusaen, brachte keine Verbesserung.

Ein komplett anderes Bild zeigte sich, wenn Uberstand von LPS/IFN-y-stimulierten
Mikroglia zur Behandlung von SMA-Zellen herangezogen wurde: Bereits am
ersten Tag des Versuchs salien deutlich weniger Zellen am Schalenboden als in
den Kontrollen. Eine Zunahme an schwimmenden, toten Zellen war jedoch erst ab
dem zweiten Tag der Kultur eindeutig festzustellen: Wie fur MT539MG
beobachtet, begannen sich sehr kleine, runde Strukturen aus dem Zellrasen
abzulésen. Auch hier kam es nicht zu einem vollstandigen Aussterben der Kultur,

so dass am vierten Tag noch adharente Zellen beobachtet werden konnten.
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Abb.6.19: Lichtmikroskopische Untersuchung von SMA560-Zellen,
die mit Uberstand stimulierter Mikroglia behandelt wurden, zeigt ein
deutliches Absterben der Zellen nach einem Tag.

Um diese Beobachtung zu quantifizieren, wurde wie fur MT539MG-Zellen eine
LDH-Messung und AlamarBlue Reduktion durchgeflhrt.

Wie im Mikroskops bereits beobachtet, lie3 sich auch mit der LDH-Messung ein
steigender Anteil an toten Zellen feststellen, wenn SMAS560 in DMEM-5%FCS
kultiviert worden waren. So stieg der Wert von 5% (Tag 1) uber 7% (Tag 2) und
14% (Tag 3) auf 19% am vierten Tag an. Dieser Anstieg ist auf die rasche Teilung
der Zellen und das damit verbundene Uberwachsen der Kultur zurtickzufihren.
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Abb.6.11: Tod von SMA-Zellen
setzt schon am ersten Tag
nach Behandlung der Zellen
mit Zellkulturiberstand
stimulierter VM/Dk Mikroglia
ein. (A) zeigt das Ergebnis der
LDH Messung; (B) das der
AlamarBlue Reduktion. Die
Werte sind aus jeweils vier
unabhangigen  Experimenten
gemittelt.

Die gleiche Beobachtung liel3 sich machen, wenn SMA560 im Zellkulturtiberstand

unbehandelter Mikroglia inkubiert worden waren. Nach anfanglich geringen LDH-
Werten (9% an Tag 1 und 11% an Tag 2) stieg die Zahl toter Zellen auf 30% am
dritten Tag, um an Tag 4 wieder auf 21% zu sinken, was in etwa dem Wert fur

DMEM-5%FCS zu diesem Zeitpunkt entspricht. Die sinkende Zahl toter Zellen am

vierten Tag ist wiederum auf die sich andernde Bezugsgrofle zurtuckzufuhren und
wurde bereits fur MT539MG diskutiert.
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Bei beiden Behandlungsmethoden bestatigte die Messung der Zellviabilitat Gber
AlamarBlue Reduktion die LDH-Messung: Die erhaltenen Werte fur Zellen in
DMEM-5%FCS wurden als Kontrolle verwendet und fur jeden Tag als 100%
angenommen. Im Verhaltnis dazu lag die Zahl der lebenden Zellen an den Tagen
2 (117%) und 3 (107%) stets leicht Uber 100%, um am vierten Tag wieder auf
etwa den Wert der Kontrolle abzusinken (102%). Ob die geringe Zunahme der
Zellzahl am zweiten Tag des Versuchs durch etwaige von Mikroglia sezernierte
Agenzien ausgelost wurde, bleibt noch zu klaren. Die Daten zeigen jedoch sicher,
dass unbehandelte Mikroglia keinerlei Stoffe freisetzten, die zu einem Absterben
der SMA560-Zellen fuhrten.

Stimulierte Mikroglia haben eindeutig diese Kapazitat: Am ersten Tag der
Messung zeigte der LDH-Nachweis 44% tote Zellen, was am zweiten Tag
nochmals deutlich auf 79,5% anstieg. Die beiden folgenden Tage zeigten
wiederum starke Abnahme der LDH-Werte. Am vierten Tag waren nur noch 21%
tote Zellen zu detektieren, was dem Wert fiir DMEM-5%FCS oder fiir Uberstand
unbehandelter Mikroglia entsprach. Hier zeigte sich nun ein weiterer Nachtell
dieses Versuchs: Uberwachsene, sterbende Zellkulturen setzen ebenso LDH frei,
wie hier z.B. durch lésliche Faktoren im Medium angegriffene Zellen. Uber den
Nachweis von LDH im Medium kann also keine Unterscheidung zwischen
spontanem/naturlichem oder induziertem Tod gemacht werden. SMA560 z.B. in
DMEM-5%FCS starben am dritten und vierten Tag aufgrund ihrer Dichte stark ab
und setzten dabei im selben Mafle LDH frei wie die Zellen, die mit dem Uberstand
stimulierter Mikroglia behandelt worden waren. Die Messwerte waren daher gleich
und fur diese spaten Zeitpunkte nicht aussagekraftig. Hier bot sich die Auswertung
des Versuchs Uber den Nachweis lebender Zellen an, da spezifisch oder
unspezifisch ausgeldster Zelltod keinen Einfluss auf diese Messmethode hatte. So
lieRen sich mittels AlamarBlue Reduktion am ersten Tag bereits deutlich weniger
(78%) lebende Zellen nach Behandlung mit Uberstand stimulierter Mikroglia
dokumentieren als in der Kontrolle. Die Zahl sank im Zeitraum des Experiments
weiter — Uber 55% (Tag 2) auf 49% (Tag 3) — um am letzten Tag wieder minimal

auf 58% der Kontrolle anzusteigen.

120



ERGEBNISSE

Zusammenfassend lasst sich also festhalten, dass SMA560 ebenfalls sensitiv
gegenuber Faktoren sind, die von LPS/IFN-y-stimulierten Mikroglia freigesetzt
werden. Der Zelltod ist bereits ab dem ersten Tag nach Versetzen nachweisbar.
Eine LDH-Messung ist fur diese Zellen nur fur die ersten beiden Tage des
Versuchs aussagekraftig, da spontan absterbende Zellen das spezifische Signal

uberlagern.

6.1.2.3 GL261 sind sensitiv gegenuber Mikroglia-Faktoren

Um stammspezifische Effekte der beobachteten Zytotoxizitat von Mikroglia auf
Hirntumorzellen auszuschlielen, sollte der Einfluss dieser, von Mikroglia
produzierten Faktoren auf eine dritte Zelllinie ausgeweitet werden. GL261-Zellen
stammen, anders als die beiden vorher diskutierten Zelllinien, nicht aus VM/DK,
sondern aus C57/BL6 Mausen. Sie werden in der Literatur haufig als Gliommodell
der Maus verwendet [37, 91].

Die Untersuchung wurde, wie bereits beschrieben, zunachst lichtmikroskopisch
uber vier Tage begonnen.

GL261-Zellen wuchsen im Vergleich zu den beiden anderen verwendeten
Gliomzelllinien MT539MG und SMAS60 eher langsam und waren darlber hinaus
anfallig gegen zu hohe Verdinnungen beim Teilen der Zellen (vgl. 5.1.5). Zudem
konnte unter normalen Kulturbedingungen stets ein - im Vergleich zu anderen
Zelllinien - hoher Anteil toter Zellen beobachtet werden. Es war daher wenig
Uberraschend, dass diese Zellen wahrend der Dauer des Experiments bei
Kultivierung in cDMEM keinen geschlossenen Zellrasen bildeten, sondern von
etwa 20% Konfluenz am ersten Tag auf etwa 70% am vierten Tag wuchsen (vgl.
Abb.6.12). Kultivierung im Uberstand unbehandelter Mikroglia dagegen schien
einen positiven Effekt auf das Zellwachstum zu haben, da hier die Zellen von
ebenfalls etwa 20% Konfluenz am ersten Tag zu einem etwa 90% dichten Rasen
anwuchsen. Auch die Zellen, die mit dem Uberstand LPS/IFN-y-stimulierter
Mikroglia behandelt worden waren, schienen in den ersten Tagen diesem Trend
zu folgen: Sie verdoppelten sich vom ersten bis zum dritten Tag von etwa 25% auf
ca. 50% Konfluenz. Unter keiner der drei untersuchten Bedingungen konnten bis

zu diesem Zeitpunkt vermehrt abgerundete, tote Zellen gefunden werden.
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Am vierten Tag konnte man jedoch in den GL261, die mit Kulturiberstand
stimulierter Mikroglia versetzt worden waren, deutlich sterbende und auch tote
Zellen erkennen: Kleine, runde Zellen, die teilweise in Klumpen oder Ketten

aneinander hingen, losten sich vom Schalenboden ab und schwammen im

Medium.
Uberstand Uberstand
unbehandelter stimulierter
Mikroglia

Mikroglia

P

Abb.6.12: GL261-Zellen sterben erst vier Tage nach Versetzen mit dem
Uberstand stimulierter VM/Dk Mikroglia.

Auch in dieser Zelllinie kann also Zelltod nach Behandlung mit Uberstand
stimulierter Mikroglia nachgewiesen werden. Im Vergleich zu den anderen
untersuchten Zellen, kommt er nach vier Tagen jedoch erst spat nach der
Behandlung zum Tragen kommt. Die lichtmikroskopische Beobachtung sollte nun

ebenfalls mittels LDH-Messung und AlamarBlue Reduktion quantifiziert werden.
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Bei Kultur von GL261-Zellen in DMEM-5%FCS konnte mittels LDH-Assay ein
kleiner, mit der Zeit ansteigender Anteil toter Zellen gemessen werden. Von 6%
bzw. 5% (Tag 1 bzw. 2) stieg die Zahl an toten Zellen auf 10% am dritten Tag, um
schlieRlich leicht auf 8,5% abzusinken. Ahnlich verhielten sich die Zellen, wenn sie
im Uberstand unbehandelter Zellen inkubiert wurden. Zu Beginn der
Versuchsdurchfuhrung lieRen sich 10% tote Zellen nachweisen. Der Anteil sank
am zweiten Tag auf 7,5%, stieg dann jedoch wieder an auf 17% (Tag 3). An Tag 4
war die Zahl wieder rucklaufig, und es wurden 11% tote Zellen gemessen. Der
gemessene Anteil an toten Zellen lag also in dieser Bedingung etwas uber dem in
DMEM-5%FCS. Dies lasst sich aber anhand der Daten der AlamarBlue Reduktion

erklaren.
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Von 100% lebenden Zellen am ersten Tag ausgehend, stieg die Zahl auf 114%
(Tag2) bzw. 118% (Tag 3) an und sank am vierten Tag auf 110% ab. Die
Quantifizierung bestatigte die lichtmikroskopische Beobachtung, dass GL261
etwas mehr Proliferation zeigten, wenn sie mit dem Uberstand unstimulierter
Mikroglia statt mit DMEM-5%FCS versetzt wurden. Wo aber mehr Zellen sind,
kann spontan mehr LDH freigesetzt werden, was die Daten der Zelltodmessung
erklart.

Am ersten Tag nach dem Versetzen von GL261-Zellen mit dem Uberstand
LPS/IFN-y-stimulierter Mikroglia konnten mit Hilfe der LDH-Messung 8,5% tote
Zellen nachgewiesen werden, also in etwa so viele wie in den anderen
Bedingungen. Auch der AlamarBlue-Assay bewies, dass nach einem Tag noch
kein Tod stattfand (94% lebende Zellen). Auch am zweiten Tag wurden 98%
lebende Zellen gemessen. Dagegen zeigte der LDH-Nachweis 23% tote Zellen,
was nur mit einem spontanen Absterben der Zellen erklart werden kann. An den
folgenden Tagen konnte zunachst ein deutlicher Anstieg der toten Zellen auf 41%
(Tag 3) detektiert werden, gefolgt von einem Ruckgang auf 23% (Tag 4). Damit
einhergehend sank auch die Zellviabilitat an Tag 3 auf 58%, um daraufhin wieder
anzusteigen auf 71% (Tag 4). Die beiden Versuche zeigen damit eindeutig, dass
ein massives Absterben der GL261-Zellen erst drei bzw. vier Tage nach Versetzen
der Zellen mit dem Uberstand stimulierter Mikroglia stattfand. Dabei wurden die
meisten toten Zellen am dritten Tag nachgewiesen; der Anteil lebender Zellen in

der Kultur nahm bis zum vierten Tag jedoch wieder zu.

Zusammenfassend konnte eindeutig gezeigt werden, dass Mikroglia nach
LPS/IFN-y-Stimulation Agenzien freisetzen, die toxisch auf Gliomzellen wirken.
Dieser zytotoxische Effekt ist unabhangig von verwendeter Zelllinie und
Mausstamm. Der Zelltod tritt erst nach einiger Zeit ein, wobei die Zeitspanne
zwischen Versetzen der Zellen und dem messbarem Tod innerhalb der

untersuchten Zelllinien unterschiedlich ist und einen bis drei Tage betragt.
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6.1.3 Untersuchung moglicher zytotoxischer Faktoren im Zellkulturiberstand

aktivierter Mikroglia

Im vorangegangenen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass drei unterschiedliche
Astrozytomzelllinien der Maus in ahnlicher Weise auf Faktoren reagieren, die von
aktivierten Mikroglia sezerniert werden. Die Gliomzellen unterscheiden sich jedoch
im Zeitpunkt, ab dem Zelltod spezifisch nachweisbar ist, sowie im Anteil toter
Zellen. Um die mdglichen toxisch wirksamen Agenzien genauer zu definieren,
wurde zunachst eine Zelllinie als ,Modell“ ausgewahlt. Da MT539MG in Bezug auf
ihre Sensitivitat eine mittlere Stellung innerhalb der Zelllinien einnahmen
(innerhalb von 2 Tagen sterben etwa 60% der Zellen ab), wurde im Folgenden mit

diesen Zellen gearbeitet.

6.1.3.1 Einfluss von TNF-a auf die Viabilitat von MT539MG

Von Mikroglia sezerniertes TNF-a ist biologisch aktiv, wie unter 6.1.1.5 gezeigt
werden konnte. TNF-a kdnnte wie fur L929-Zellen auch fir den Tod von

MT539MG-Zellen verantwortlich sein, was im Folgenden untersucht werden sollte.

6.1.3.1.1 Einfluss von rekombinantem TNF-a

Zunachst musste uUberprift werden, ob MT539MG-Zellen generell sensitiv fur die
Behandlung mit TNF-a sind, da Glioblastome haufig resistent gegentuber TNF-a —
induzierter Apoptose sind.

Hierzu wurden MT-Zellen in 96well-Platten ausgesat (vgl. 5.1.5) und am nachsten
Tag mit zwei verschiedenen Konzentrationen an rekombinantem TNF-a versetzt,
die den physiologisch relevanten Bereich abdecken sollen: Mikroglia sezernieren
zwischen 2000 und 6000 pg/ml TNF-a, wonach die Konzentration 1250pg/ml die
Unter- und 10000pg/ml die Obergrenze des Bereichs reprasentiert. Nach 1 bzw. 4
Tagen wurde nach Standardprotokoll eine LDH-Messung (vgl. 5.3.1) und
AlamarBlue Reduktion (vgl. 5.3.3) durchgefuhrt.
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Am ersten Tag der Untersuchung zeigten sich in keiner Bedingung nennenswerte
Mengen an toten Zellen (1-4%), was mit Hilfe der AlamarBlue Reduktion bestatigt
werden konnte (100-108% lebende Zellen).

Auch nach vier Tagen zeigte die Zellviabilititsmessung keine Unterschiede
zwischen den unbehandelten und mit rekombinantem TNF-a versetzten
MT539MG: Die Werte schwankten zwischen 95 und 104%.

Ein komplett anderes Bild zeigte dagegen die LDH-Messung. Schon die
Kultivierung der Zellen in DMEM-5%FCS (unbehandelt) fuhrte zum Tod von 22%
der Zellen. Die hohere Konzentration an rekombinantem TNF-a hatte zur Folge,

dass nun 58% der Zellen als
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Abb.6.14: Einfluss von rekombinantem TNF-o auf beeintrachtigt 2 sein
die Viabilitdt von MT539MG; (A) zeigt die LDH- (Abb.6.14, B), wie der
Messung und (B) die AlamarBlueReduktion eines

Experiments AlamarBlue-Assay  zeigte.

Ob rekombinantes TNF-o
toxisch auf MT539MG-Zellen wirkt, kann also nicht mit letzter Sicherheit gesagt
werden. Die Doktorarbeit von M. Enderlin [195] beschreibt MT539MG als sensitiv,
jedoch wurde hier nur mit einer 100fach héheren Konzentration an TNF-a (1ug/ml)
ein Zelltod von 20% der Zellen Uber AlamarBlue Reduktion nachgewiesen. Es

mussen weitere Versuche durchgeflhrt werden, wenn diese Frage endglltig
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geklart werden soll. Fur diese Arbeit war jedoch weniger das rekombinante als viel
mehr das von Mikroglia sezernierte TNF-a interessant, weswegen letzterer Ansatz

verstarkt verfolgt wurde.

6.1.3.1.2 Von Mikroglia freigesetztes TNF-a ist nicht fur den Tod der MT-

Zellen verantwortlich

Rekombinantes TNF-a fuhrt, wie gezeigt, scheinbar nicht zu einer verminderten
Viabilitat von MT539MG-Zellen. Trotzdem besteht die Moéglichkeit, dass das im
Uberstand von Mikroglia enthaltene TNF-o. Zelltod induzieren kann: Es ist
denkbar, dass andere Agenzien Gliomzellen empfanglich fur die TNF-a-Wirkung
machen, oder dass das Zytokin seinerseits zu einer Sensitivierung gegenlber
anderen im Uberstand enthaltenen Stoffen beitragt. Blockieren von TNF-o. mit
einem neutralisierenden Antikorper sollte daruber Aufschluss geben.
MT539MG-Zellen wurden in 96well-Platten ausgesat und am nachsten Tag mit
dem Zellkulturiberstand von VM/Dk Mikroglia, die fur 48 Stunden mit 0,1ug/mi
LPS und 33ng/ml IFN-y stimuliert worden waren, versetzt. Dem Uberstand wurden
vor der Behandlung der MT-Zellen, wo angegeben, neutralisierender Antikoérper
bzw. Isotypkontrolle (vgl. 5.1.8) zugesetzt. Nach vier Tagen wurde nach
Standardprotokoll die LDH-Freisetzung bzw. die AlamarBlue Reduktion (vgl. 5.3)
gemessen.

MT539MG, die fiir vier Tage im Uberstand unbehandelter VM/Dk Mikroglia
kultiviert wurden, zeigten einen recht hohen Anteil an toten Zellen (22%), der
durch Zugabe von Antikorpern nicht beeinflusst wurde (21% bzw. 17% mit
neutralisierendem Antikdrper bzw. Isotypkontrolle). Die AlamarBlue Reduktion
zeigte dagegen gleichbleibende Zellzahlen von 97-105% der Kontrolle. Wie vorher
(vgl. 6.1.2.1) gezeigt, induzierte Uberstand LPS/IFN-y-stimulierter Mikroglia nach
vier Tagen Tod von 40% MT-Zellen, wie LDH-Messung und AlamarBlue Reduktion
zeigten. Blockieren des in diesem Uberstand enthaltenen TNF-a. mit einem
neutralisierenden Antikoérper zeigte keinen Effekt auf die Viabilitat der MT539MG:
37% der Zellen starben (LDH-Messung), wogegen 71% lebendig waren
(AlamarBlue). Verwendung einer Isotypkontrolle zeigte dagegen eine leicht
erhohte Anzahl toter Zellen (50%). Da dies jedoch nicht mit dem Ergebnis der

AlamarBlue Reduktion (72% lebende) korrelierte und da die Isotypkontrolle keinen
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Einfluss auf MT539MG im Uberstand unbehandelter Mikroglia hatte, kann davon
ausgegangen werden, dass der erhohte Messwert auf spontane LDH-Freisetzung

zurlckzufihren ist.
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Man kann also festhalten, dass MT539MG gegen von Mikroglia produziertes TNF-

a resistent sind.

6.1.3.2 Einfluss von Stickstoffoxid auf die Viabilitat von MT539MG

Die Zellen der Ratten-Gliomzelllinie C6 sowie humane Gliomzellen, wie A172,
exprimieren nach Stimulation u.a. mit IFN-y oder LPS das Enzym iNOS, das fur
die Freisetzung von NO verantwortlich ist [151]. Viele andere Astrozytome sind
jedoch nicht in der Lage, iINOS und NO zu produzieren. Da NO aber potenziell zu
einem Selbstmord der Gliomzellen beitragen kénnte, muss zunachst untersucht

werden, ob die Modellzelllinie MT539MG mit den verwendeten Stimuli LPS und

IFN-y zur INOS-Expression angeregt werden kann.
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6.1.3.2.1 MT-Zellen produzieren nach Stimulation mit LPS und IFN-y selbst
iINOS und NO

MT539MG wurden wie in 5.1.5 beschrieben in 24well-Platten ausgesat und nach
16h mit 0,1ug/ml LPS und 33ng/ml IFN-y versetzt. Parallel dazu wurde einem Teil
der Zellen zusatzlich 100puM L-NIL zugegeben, um die iNOS-Aktivitat zu
inhibieren. Nach 1-4 Tagen wurde der Uberstand abgenommen und per Griess
Reaktion (vgl. 5.2.2) auf den Gehalt an NO untersucht. Die Zellen wurden in 1x

Sample Buffer lysiert und per Western Blot auf

LPSIFNy - + + iINOS-Expression analysiert (vgl. 5.8).
LNL - - + Wie Abb.6.16 zeigt, exprimierten MT539MG-
Zellen das Enzym iNOS nicht konstitutiv; es
Tag 1 konnte keine Bande bei 130kDa nachgewiesen
‘ werden. Auch einen Tag nach Behandlung mit
Tag 2 - LPS und IFN-y war kein Signal flr iNOS per

Western Blot zu detektieren. An Tag 2 liel3 sich

dagegen eine schwache Bande bei 130kDa

Tag 3
erkennen. Die Expression des Enzyms nahm bis
‘ zum dritten Tag weiter zu, so dass nun ein
Tag 4 ' deutliches Signal zu sehen war, und blieb dann

bis zum vierten Tag auf dem selben Niveau.
Abb.6.16: INOS-Expression in

MT539MG nach Stimulation Zugabe von L-NIL zu den stimulierten Zellen

mit LPS und IFNy wird durch

L-NIL nicht beeinflusst. hatte keinen Einfluss auf die Expressionsrate

von iNOS.

Betrachtet man die gemessenen NO-Konzentrationen im Medium der
entsprechenden MT539MG (siehe Abb.6.17), so scheinen unbehandelte
MT539MG spontan recht unterschiedliche Mengen an NO freigesetzt zu haben:
Die gemessenen Werte bewegen sich zwischen 10uM (Tag 1) Uber 2uM (Tag 2)
und 14pM (Tag 3) bis hin zu 22uM an Tag 4. Ein ,normaler® Hintergrundwert, den
man mit der Griess Reaktion erwarten kann, lag zwischen 10 und 15uM (vgl.
6.1.1.2). Demnach wurden nur fir den vierten Tag Werte deutlich Uber dem

Hintergrund gemessen.
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Betrachtet man aber die NO-Konzentrationen, die nach Stimulation der
MT539MG-Zellen mit LPS und IFN-y nachgewiesen werden konnten, so erkennt
man am ersten Tag eine minimale Erhéhung auf 14,5uM, was jedoch immer noch
im Bereich des Hintergrunds bewegte. Am zweiten Tag lag der Wert mit 18uM
deutlich Uber der Kontrolle, wahrend am dritten Tag in beiden Ansatzen etwa die
gleiche Menge NO (15uM) detektiert wurde. Am vierten Tag enthielt der Uberstand
stimulierter MT-Zellen jedoch deutlich mehr NO (71uM) als der unstimulierter
Zellen und lag damit im Bereich stimulierter Mikroglia (vgl. Abb.6.2). Ebenso wie
bei Mikroglia fuhrte der Einsatz von L-NIL bei MT-Zellen zu 100% Reduktion der
NO-Produktion: An keinem Tag lagen die gemessenen Werte Uber 12uM und

damit Uber dem Hintergrundniveau.

80
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6.1.3.2.2 Selbstmord von MT-Zellen kann durch L-NIL inhibiert werden

LPS und IFN-y stimulieren MT539MG-Zellen also zur Expression von iNOS und
zur Freisetzung von NO. Ein Selbstmord durch NO ist denkbar. Zunachst muss
daher der mdgliche toxische Effekt der Stimuli LPS/IFN-y auf diese Zellen
ausgeschlossen werden.

MT539MG-Zellen wurden dafir in 96well-Platten ausgesat (vgl. 5.1.5) und am
Folgetag mit 0,1ug/ml LPS und 33ng/ml IFN-y stimuliert. Um iNOS zu inhibieren,
wurde ein Teil der Zellen zusatzlich mit 100uM L-NIL behandelt. Als Kontrolle
dienten Zellen in DMEM-5%FSC. Einen bis vier Tage spater wurde ein mogliches
Absterben mittels LDH-Messung (vgl. 5.3.1) bzw. AlamarBlue Reduktion (vgl.

5.3.3) gemessen.
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Im Verlauf der Kultur von MT539MG-Zellen in DMEM-5%FCS konnte ein Anstieg
toter Zellen mittels LDH-Messung nachgewiesen werden: Wahrend am ersten und

zweiten Tag der
40,00 .
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Abb.6.18: Selbstmord von LPS/IFN-y-stimulierten

MT539MG kann durch den iNOS-Inhibitor L-NIL ~ durch Behandlung von
verhlnqert. werden. l?le gezelgteq Werte sind aus vier MT539MG mit LPS und
unabhangigen Experimenten gemittelt.

IFN-y:  Von 2% toten
Zellen an den ersten beiden Tagen stieg deren Anteil am dritten Tag auf 12% und
zeichnete damit den Kurvenverlauf fir in DMEM-5%FCS kultivierte Zellen nach.
Am vierten Tag liel3 sich jedoch ein Unterschied zwischen den Behandlungen
erkennen: Unter LPS/IFN-y-Stimulation wurde ein deutlich héherer Anteil an toten
Zellen am vierten Tag (27%) detektiert. Inhibition von iINOS durch die Zugabe von
L-NIL unterdrickte diesen Effekt: es starben ahnlich viele Zellen wie in der
Kontrolle (15% tote Zellen, Tag 4).
MT539MG-Zellen begehen demnach NO-vermittelten Selbstmord, wenn sie mit
LPS und IFN-y behandelt werden. Dieser Zelltod setzt sehr spat ein (Tag 4) und
kann durch Zusetzen von 100pM L-NIL zu 100% verhindert werden.

6.1.3.2.3 Inhibition von iNOS in Mikroglia hat keinen Einfluss auf die

Uberlebensrate von Gliomzellen

Inhibiert man das Enzym iNOS in stimulierten Mikroglia, so sezernieren sie
weiterhin TNF-a (vgl. 6.1.1.3) und wahrscheinlich weitere Agenzien, jedoch kein

NO. Man erhalt sozusagen eine NO-freie Mixtur aus verschiedenen Substanzen.
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Sofern von Mikroglia freigesetztes NO fur das bereits beschriebene Absterben von
Gliomzellen verantwortlich ist, wird die Behandlung von MT539MG mit NO-freiem
Kulturiiberstand in einer deutlich besseren Uberlebensrate der Zellen resultieren.
Dies sollte im Folgenden untersucht werden.

MT539MG-Zellen wurden, wie in 5.1.5 beschrieben, in 96well-Platten ausgesat
und am nachsten Tag mit Mikroglia-Uberstand versetzt. Die Mikroglia wurden zwei
Tage zuvor mit 0,1ug/ml LPS und 33ng/ml IFN-y stimuliert. Zur Inhibition der INOS
wurde einem Teil der stimulierten Zellen 100uM L-NIL zugesetzt. Im Verlauf von
einem bis vier Tagen wurde das Absterben der Kultur mittels LDH-Messung und
AlamarBlue Reduktion verfolgt. Zur Uberpriifung der Stimulation und Inhibition
wurde fur jedes Experiment der NO-Gehalt mittels Griess Reaktion (vgl. 5.2.2)
bestimmt. Die Ergebnisse hierzu sind in Abb.6.3 bereits dargestellt worden.
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Abb.6.19: Mikroglia-induzierter Tod von MT539MG-Zellen ist teilweise abhangig
von NO. (A) zeigt das Ergebnis der LDH-Messung, (B) das der AlamarBlue
Reduktion. Die Werte wurden aus vier unabhangigen Experimenten gemittelt.

Wie Abb.6.19 zeigt, fuhrte die Behandlung von MT539MG-Zellen mit dem
Zellkulturiberstand unbehandelter VM/Dk Mikroglia nur zu einem leichten Anstieg
an toten Zellen wahrend des Experiments. So lieRen sich zu Beginn 7% tote
Zellen nachweisen (Tag 1). Der Anteil blieb Gber die Folgetage recht konstant (5%
an Tag 2; 8% an Tag 3) und stieg am vierten Tag auf 12% an. AlamarBlue
Reduktion zeigte eine leichte Proliferation der Zellen in diesen Kulturbedingungen
(vgl. 6.1.2.1 und Abb.6.9). Der Kurvenverlauf fir MT539MG-Zellen wurde
ebenfalls bereits in Abschnitt 6.1.2.1 dargestellt und soll hier kurz umrissen
werden.
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Wahrend am ersten Tag des Versuchs kein Unterschied in der Zahl der toten
Zellen zwischen den beiden Bedingungen festzustellen war, stieg der Anteil am
zweiten Tag sprunghaft auf 57% an, wenn die Gliomzellen mit dem
Zellkulturtberstand stimulierter Mikroglia versetzt wurden. An den Tagen 3 und 4
sank der Anteil toter Zellen wieder ab auf 39 bzw. 34% der Kontrolle. AlamarBlue
Reduktion wies dagegen deutlich auf, dass die Zellzahl bis zum dritten Tag stetig
abnahm von 85% (Tag 1) uber 52% (Tag 2) auf 43% (Tag 3) und erst am vierten
Tag wieder anstieg (64%).

Eine Blockade der iINOS durch L-NIL hatte zunachst keine Auswirkungen auf die
Viabilitat der Zellen (11% tot bzw. 93% lebend an Tag 1), fuhrte aber am zweiten
Tag zu einer deutlichen Verminderung der Anzahl toter Zellen. Wahrend bei
aktiver iINOS 57% der Zellen abstarben, waren es mit L-NIL nur 26%, was einer
Reduktion um 45,6% entspricht. Damit korrelierte auch die AlamarBlue Reduktion
sehr gut (77% lebende Zellen). An den beiden folgenden Tagen naherten sich die
beiden Kurven wiederum an. So wurden am dritten Tag 36% tote Zellen
gemessen, am vierten Tag waren es 32%. Die Zahl der lebenden Zellen nahm im
selben Zeitraum zunachst ab (54% an Tag 3), um daraufhin wieder anzusteigen
(80% an Tag 4).

Inhibition von NO-Produktion in Mikroglia verhindert also den Tod von knapp 30%
der MT539MG-Zellen nach zwei Tagen. Zu spateren Zeitpunkten ist kein Effekt

von L-NIL mehr festzustellen.

6.1.3.24 Es gibt keinen ,friheren” Tod nach Zell-Zellkontakt

NO ist ein in wassriger Losung instabiles Molekul mit einer sehr kurzen
Halbwertszeit. Es reagiert sofort mit Superoxid zu Peroxynitrit, welches zu Nitrit
weiterzerfallt (vgl. 5.2.2). Daher dirfte die biologische Aktivitat von sezerniertem
NO bei Zell-Zellkontakt zwischen Effektor (hier: Mikroglia) und Ziel (hier:
MT539MG) am grofdten sein. Es ist wahrscheinlich, dass NO in einem solchen Fall
eine sehr frihe Rolle bei der Induktion von Zelltod spielt, da es sehr schnell wirkt.
Ein Einfluss von NO, das von Mikroglia sezerniert wird, auf die Uberlebensrate von
Gliomzellen sollte dann bereits nach einem Tag nachweisbar sein.

Um dieser Frage nachzugehen, wurde eine Durchflusszytometer-basierte

Methode zum Nachweis zellvermittelter Zytotoxizitat entwickelt (vgl. 5.3.4).
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Die Methode ermdglicht die Analyse von Zelltod zu einem sehr friihen Zeitpunkt
der Ko-Kultivierung von Effektor (Mikroglia) und Ziel (MT539MG). Eine Analyse an
spateren Zeitpunkten ist jedoch schwierig. Die eingesetzten Farbstoffe diinnen bei
sich teilenden Zellen rasch aus, da die Fluoreszenz bei jeder Zellteilung auf die
Tochterzellen verteilt wird. Die Methode ist daher besonders zur Untersuchung der

Wirkung von schnell wirkenden, labilen Molekulen wie NO geeignet.
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Wie Abb.6.20, A =zeigt, konnte man lebende und tote Mikroglia sehr gut
durchflusszytometrisch voneinander unterscheiden: Im gezeigten Plot liegen
91,7% der Zellen im unteren, linken (lower left, LL) Quadraten, sind also
ungefarbt. Im oberen, linken (upper left, UL) Quadranten, der die Pl-positiven und
damit toten Mikroglia enthalt, sind 6,8% der Population zu erkennen. Schon in
dieser Darstellung kann man jedoch einen gro3en Nachteil der Methode
erkennen: Das Signal Pl-gefarbter Mikroglia Uberlagerte mit dem
Fluoreszenzkanal FL2-H (1% der Zellen liegt im oberen, rechten (upper right, UR)
Quadranten), also dort, wo die toten MT detektiert wurden. Wie Abb.6.20, B zeigt,
waren auch in einer unbehandelten Einzelkultur von MT539MG tote Zellen zu

detektieren.
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Die Mehrheit der MT lag im unteren, rechten (lower right, LR) Quadranten, war
also Dil-positiv (81,4%); es waren aber auch 4,6% tote Zellen UR nachzuweisen.
Bezogen auf die gesamte Population anderte Ko-Kultur von Mikroglia und MT im
Verhaltnis 10:1 nichts an der Zahl der toten MT in UR: so waren bei Einsatz
unbehandelter Effektorzellen 5,1% tote MT zu detektieren, nach Stimulation waren
es 4,4%. Berechnet man nun die toten MT anteilig an der gesamten MT-
Population, so kann man eine leichte Erhohung an toten Zielzellen nach
Stimulation der Effektorzellen mit LPS und IFN-y erkennen. Unbehandelte
Mikroglia fUhrten somit zum Tod von 25,8% der MT, wahrend Stimulation im
Absterben von 33,3% MT539MG endete. Jedoch starben auch Mikroglia deutlich
starker in der Ko- als in der Einzelkultur (8,4% unstimuliert; 9,4% stimuliert) und
uberlagerten mit den abgestorbenen MT539MG.

Ein weiterer Nachteil der Methode war, dass ungefarbte Mikroglia verwendet
wurden. Sollten Mikroglia in der Tat Uber Zell-Zellkontakt oder andere Mediatoren
die Gliomzellen in einer Ko-Kultur téten kdnnen, so kdnnte dies mdglicherweise zu
Phagozytose der Zellreste durch die Mikroglia fuhren (vgl. 6.2). Farbstoffe in der
Plasmamembran, wie Dil, wirden damit ebenfalls auf die Phagozyten ubergehen;
sie waren dann ebenfalls rot gefarbt und wirden als lebende oder auch tote
,MT539MG* detektiert werden. Es war jedoch nicht mdglich, beide
Zellpopulationen anzufarben, da keine geeignete Farbemethode gefunden werden
konnte. So hat der lipophile Farbstoff DiO — das ,grune Gegenstuck® zu Dil — ein
Emissionsspektrum, welches mit den Kandlen FL2 und FL3 des
Durchflusszytometers Uberlagert. Aus FL2 kann diese Farbe zwar gut kompensiert
werden, fur FL3 war dies jedoch geratebedingt nicht moglich. Eine Farbung mit
DiO wurde also mit dem PI-Signal uberlagern. Weiterhin wurde eine Antikorper-
Farbung mit Mikrogliamarkern in Betracht gezogen, aber verworfen, da MT539MG
in anderen Versuchen stets eine sehr starke ,unspezifische® Antikdrperbindung
zeigten und somit als falschpositive nachgewiesen wirden. Eine metabolische
Farbung der Mikroglia mit azetyliertem LDL, welches Uber den sog. Scavenger-
Rezeptor aufgenommen werden kann, wurde dartUber hinaus getestet. Diese
Farbung flhrte nicht zu einer einheitlichen Population (ein Teil der Zellen blieb
negativ) und wurde daher nicht weiterverfolgt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte

also keine optimale Losung fur die Probleme der Methode gefunden werden.
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Im Labor von Dr. Anne Régnier-Vigouroux werden nun transgene, GFP-
exprimierende Gliomzelllinien hergestellt, welche eine bessere Unterscheidung
der Zellpopulationen ermoglichen wird. Die Planung sieht vor, in Zukunft Mikroglia
mit Dil zu farben und sie so von den grin fluoreszierenden MT539MG zu
unterscheiden.

Die vorgestellte Methode hat also noch einige Nachteile. Es konnte nicht eindeutig
gezeigt werden, ob MT539MG in Ko-Kultur schneller abstarben als im
Zellkulturiberstand  LPS/IFN-y-stimulierter ~ Mikroglia, da  madglicherweise
Phagozytose des Zellschrotts stattfand. Mikroskopische Untersuchungen zeigten
jedoch, dass auch in Ko-Kulturen erst nach zwei Tagen sichtbare Unterschiede in
der Zelldichte zu erkennen waren, abhangig davon, ob LPS und IFN-y zugesetzt

wurde oder nicht (nicht gezeigt).

6.1.3.3 Einfluss von IFN-

IFN-B hat vielfaltige biologische Funktionen. U.a. weil3 man heute, dass Transfer
des IFN-B-Gens in Gliome einen zytostatischen, aber auch zytotoxischen Effekt
hat [125; 3 fiir einen Uberblick]. Dagegen sind Tumorzellen oft resistent gegen
das Protein IFN-B. Von Makrophagen weil3 man, dass sie nach Stimulation mit
LPS Uber Ligation des Toll-like Rezeptors 4 (TLR4) IFN-B produzieren, welches
daraufhin zu einer Aktivierung des STAT1a/p -Signaltransduktionsweges fuhrt [31]
(vgl. auch 1.4.2.2). IFN-B kann Makrophagen auch autokrin sowohl zu hoherer
NO-Produktion anregen als auch ihre Zytotoxizitat gegenuber Gliomen erhdhen
[152]. Im Folgenden sollte daher der Effekt von IFN-B auf die Modellzelllinie
MT539MG untersucht werden.

6.1.3.3.1 Rekombinantes IFN- fuhrt nicht zum Tod von Gliomzellen

Zunachst sollte untersucht werden, ob rekombinantes IFN-B die Viabilitat von
MT539MG-Zellen beeinflusst. Dazu wurden die Astrozytomzellen zunachst in
96well-Platten ausgesat (vgl. 5.1.5) und nach 16h mit verschiedenen

Konzentrationen an IFN- versetzt.
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Nach einem bis vier Tagen wurde zur Bestimmung des Anteils toter Zellen eine
LDH-Messung (vgl. 5.3.1) bzw. AlamarBlue Reduktion (vgl. 5.3.3) durchgefuhrt.
Die Ergebnisse sind in Abb.6.21 dargestellt.
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Unbehandelte MT539MG (OU/ml  IFN-B) zeigten einen geringen spontanen
Zelltod. Zwar sank der Anteil toter Zellen von anfanglich 3% (Tag 1) zunachst auf
1% ab (Tag 2), nahm dann aber an den folgenden Tagen auf 5% (Tag 3) bzw. 8%
(Tag 4) zu. Bei der Messung der AlamarBlue Reduktion diente diese Bedingung
als Bezugswert (100% lebende Zellen) und anderte sich daher nicht mit der Zeit.
Behandlung der Gliomzellen mit steigenden Konzentrationen an IFN-B hatte
keinen toxischen Effekt. Die gemessenen LDH-Werte lagen zu jedem Zeitpunkt
unter oder auf dem Niveau der unbehandelten Zellen. So lief3en sich z.B. mit der
hochsten hier verwendeten Konzentration IFN-f (1000U/ml) am ersten Tag 3,7%
tote Zellen nachweisen. Am zweiten Tag sank deren Zahl auf 0% und stieg auch

an den letzten beiden Tagen nur wenig an (3% an Tag 3 bzw. 6% an Tag 4).
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Betrachtet man dagegen die Messwerte der AlamarBlue Reduktion, so wurden an
den ersten beiden Tagen nach Behandlung mit 1000U/ml IFN-B jeweils 94%
lebende Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle detektiert. Am dritten
Tag sank der Anteil auf 85% ab, stieg aber an Tag 4 wieder auf 94% an.

IFN-B scheint also einen leichten zytostatischen Effekt auf MT539MG zu haben.

Tod der Gliomzellen tritt nach Behandlung mit IFN-f nicht ein.

6.1.3.3.2 Inhibition von Mikroglia-produziertem IFN-f3

Rekombinantes IFN- hat keinen Effekt auf die Viabilitat von MT539MG-Zellen.
Dennoch konnte IFN-B, welches von LPS/IFN-y-stimulierten Mikroglia produziert
wird, im Kontext anderer toxischer Faktoren verantwortlich fur das Absterben von
Gliomzellen sein. Um dies zu uberprufen, wurde, ahnlich wie fur TNF-a, IFN-$
durch den Einsatz eines neutralisierenden Antikorpers blockiert. Dieser wurde von
R. Sawatzky zur Verfugung gestellt und nach seinen Angaben verwendet. Da
Mikroglia konstitutiv IFN-B produzieren [197], muss das Zytokin bereits vor der
Stimulation der Zellen mit dem Antikdrper abgefangen werden.

MT539MG wurden in 96well-Platten ausgesat (vgl. 5.1.5) und am nachsten Tag
mit dem Uberstand von Mikroglia-Kulturen versetzt. Diese Zellen waren sieben
Tage vor Beginn des Experiments mit einem neutralisierenden Antikorper gegen
IFN-B versetzt worden (1:2000, vgl. 5.1.8). Zwei Tage vor der Behandlung der
Gliomzellen wurden die Mikroglia mit 0,1ug/ml LPS und 33ng/ml IFN-y stimuliert.
Einen und vier Tage nach Behandlung der MT539MG wurde der Gehalt an toten
Zellen in der Kultur mittels LDH-Messung und AlamarBlue Reduktion quantifiziert.
Das Ergebnis ist in Abb.6.22 dargestellt.
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Wie die Abbildung zeigt, konnten am ersten Tag des Versuchs kaum tote
MT539MG mit LDH-Messung nachgewiesen werden. So waren nach Behandlung
mit dem Uberstand (SN) unstimulierter Mikroglia 1,9%, mit SN stimuliert 2,0% und
nach Zusatz von neutralisierendem Antikorper 1,3% tote Zellen zu messen. Auch
der AlamarBlue-Assay korrelierte damit sehr gut und zeigte bei allen Bedingungen
zwischen 101,4% und 105% lebende Zellen an. Am vierten Tag anderte sich das
Bild nun: Im Uberstand unbehandelter Mikroglia starben 18,2% der Gliomzellen;
gleichzeitig lieBen sich aber Uber AlamarBlue Reduktion 117% lebende Zellen
nachweisen. Diese leichte Proliferation konnte bereits vorher beobachtet und
beschrieben werden (vgl. Abb.6.9 und Abb.6.19). Mdglicherweise stammte auch
der héhere LDH-Wert von einer hdéheren spontanen Freisetzung durch mehr
lebende Zellen. Wie bereits gezeigt (vgl. 6.1.2.1), starben auch in diesen
Experimenten MT539MG nach Behandlung mit Zellkulturiberstand LPS/IFN-y-

stimulierter Mikroglia ab.
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Dementsprechend wurden nach vier Tagen 37,3% tote und 63% lebende
Gliomzellen in diesem Versuchsansatz gemessen. Blockieren von IFN-B durch
einen neutralisierenden Antikorper flhrte scheinbar nicht zu einem erhdhten
Uberleben der Zellen: Im Mittel der drei durchgefiihrten Versuche waren 40,4%
der MT539MG abgestorben. Die hohe Standardabweichung von 16% zeigt jedoch,
dass es hier starke Schwankungen zwischen den einzelnen Versuchen gab: So
zeigte einer der Versuche einen leichten positiven Effekt des Antikorpers auf das
Uberleben der Zellen (18% weniger tote Zellen als mit SN stimuliert), wahrend ein
zweiter Versuch eine erhohte toxische Wirkung dieses Ansatzes nachwies (27%
mehr tote Zellen als mit SN stimuliert). Eine dritte Durchfihrung schlie3lich
brachte keinen Effekt zu Tag. Die jeweiligen AlamarBlue-Messungen korrelierten
damit, im Mittel konnten nach vier Tagen noch 67% lebende Zellen gemessen
werden.

Eine direkte Korrelation zwischen IFN-f und dem beobachteten Zelltod von

MT539MG konnte also nicht nachgewiesen werden.

6.14 Aktivierte Mikroglia induzieren Apoptose in Gliomzellen

Apoptose und Nekrose sind zwei gegensatzliche Arten des Zelltods, die auch zu
unterschiedlichen Antworten des Immunsystems flihren. Tote Zellen werden -
unabhangig von der Art ihres Todes - zunachst von Makrophagen erkannt und
aufgenommen. Wahrend nekrotische Zellen daraufhin eine pro-inflammatorische
Antwort einleiten, hat Phagozytose von apoptotischen Zellen dagegen eine anti-
inflammatorische Immunantwort zur Folge. Zu letzterer gehért auch eine
Inaktivierung der Makrophagen [fiir einen Uberblick siehe #120].

Abhangig von der Art des Zelltodes, den Mikroglia-Faktoren in Gliomzellen
ausldsen, unterscheiden sich also die Immunantworten, die in vivo zu erwarten
waren. Es ist daher wichtig zu analysieren, ob die hier untersuchten Zellen

apoptotisch oder nekrotisch sterben.
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6.1.4.1 Gliomzellen unter dem Einfluss von Mikroglia-Faktoren werden kleiner

und granularer

Apoptotische und nekrotische Zellen unterscheiden sich morphologisch erheblich.
Wahrend Nekrose durch ein Aufblahen und Platzen der Zellen charakterisiert ist,
schrumpfen apoptotische Zellen und zerfallen letztendlich in kleine Vesikel, die so
genannten apoptotischen Kérperchen. Die morphologische Untersuchung kann
also schon einen ersten Hinweis auf die Art des Zelltods geben.

Zellen der drei verwendeten Zelllinien wurden hierzu in 10cm Schalen ausgesat
(vgl. 5.1.5) und am nachsten Tag mit Kulturiberstand unbehandelter oder
LPS/IFN-y-stimulierter VM/Dk Mikroglia versetzt. Als Kontrolle wurden Zellen in
cDMEM kultiviert. Nach 15h bis vier Tagen wurden die Zellen abgelost und mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Die Parameter FSC (GréRe) und SSC
(Granularitat) gaben hierbei Aufschluss Uber die Morphologie. Sie sind fur jeweils
zwei Zeitpunkte in den Abbildungen 6.23 (MT539MG), 6.24 (SM560) und 6.25
(GL261) dargestellit.
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Abb.6.23: Durchflusszytometrische morphologische Analyse zeigt, dass
MT539MG, die fir 72h mit dem Uberstand stimulierter VM/Dk Mikroglia
behandelt wurden, deutlich kleiner und granularer sind als in den Kontrollen.
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Betrachtet man MT539MG durchflusszytometrisch, so zeigt die Darstellung der
Parameter FSC (GroRRe) und SSC (Granularitat) bei unbehandelten Zellen eine
klar abgegrenzte Zellpopulation (vgl. Abb.6.23). Nach eintagiger Inkubation im
Kulturiberstand (SN) unbehandelter Mikrogliazellen wiesen die Gliomzellen keine
morphologischen Veranderungen auf. Verwendung des Uberstandes stimulierter
Mikroglia fuhrte bereits nach dieser kurzen Zeit zu einer leichten Verschiebung der
Zellpopulation auf der SSC-Achse: Die Zellen wurden granularer (siehe auch
Abb.6.8). Nach weiteren zwei Tagen Inkubation war die Veranderung der Zellen
noch deutlicher zu sehen: Wahrend in den Kulturbedingungen ,cDMEM*“ und
,Uberstand unbehandelter Mikroglia“ eine einheitliche Population gemessen
wurde, separierte diese unter dem Einfluss von Mikroglia-Faktoren in zwei Teile:
die Zellen der einen Wolke waren in Bezug auf die Kontrollen klein und auch leicht
granularer, wahrend die Zellen der anderen Wolke eine normale Grol3e besalien
und starker granular waren.
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Abb.6.24: Durchflusszytometrische morphologische Analyse zeigt, dass
SMA560, die flir 24-48h mit dem Uberstand stimulierter VM/Dk Mikroglia
behandelt wurden, deutlich kleiner und granularer sind als in den Kontrollen.

Wie Abb.6.24 darstellt, erscheinen auch SMA560 in der Durchflusszytometrie als
eine klar abgegrenzte Zellpopulation in Bezug auf FSC und SSC, wenn sie in
cDMEM kultiviert waren. Inkubation in Uberstand (SN) unbehandelter Mikroglia fiir

24 oder 48h hatte keinen Einfluss auf die Morphologie der Zellen.
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Nach eintagiger Inkubation von SMA-Zellen mit dem Kulturiiberstand stimulierter
Mikroglia lie® sich jedoch eine Zunahme der SSC feststellen: Die Zellen wurden
granularer. Diese morphologische Veranderung war nach zwei Tagen noch starker
zu sehen. Es erschien zudem eine zweite Zellpopulation, die wesentlich kleiner

war als die erste und ebenso granular.
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Abb.6.25: Durchflusszytometrische morphologische Analyse zeigt, dass
GL261 96h nach Behandlung mit dem Kulturiiberstand stimulierter
Mikroglia deutlich kleiner und etwas granularer sind als in den Kontrollen.

GL261-Zellen bildeten im Gegensatz zu den beiden anderen Gliomzelllinien bei
Kultur in cDMEM bereits 2 Zellpopulationen in Bezug auf FSC und SSC (vgl.
Abb.6.25), was auf einen hohen Anteil an toten bzw. sterbenden Zellen hindeutet.
Auch nach eintagiger Kultur in Uberstand unbehandelter Mikroglia zeigte sich das
gleiche Bild. Verwendung von Kulturiberstand stimulierter Mikroglia zur
Behandlung der GL261 fuhrte zwar zu einem geringen Zuwachs in der — in Bezug
auf FSC — kleineren Population, jedoch zu keiner Veranderung in SSC, wie sie fur
MT- und SMA-Zellen beobachtet wurde. Nach 96h hatten GL261 in cDMEM bzw.
in Uberstand unbehandelter Mikroglia eine &hnliche Verteilung wie nach 24h: Zwei
Zellpopulationen waren klar zu erkennen. Behandlung der Gliomzellen mit
Uberstand stimulierter Mikroglia fiihrte aber zu einer deutlichen Zunahme der
.Kleineren“ Zellen, die auch etwas granularer waren als in den anderen

Bedingungen.
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Bei allen untersuchten Gliomzelllinien lassen sich mit Hilfe der
Durchflusszytometrie morphologische Veranderungen nach Behandlung mit
Uberstand stimulierter Mikroglia beobachten. Bei drei Zelllinien werden die Zellen
kleiner, nur bei MT und SMA auch deutlich granularer. Das Eintreten der
beobachteten Veranderungen korreliert zeitlich mit den Ergebnissen der LDH-

Messung (vgl. 6.1.2).

6.1.4.2 Apoptotischer Zelltod von Gliomzellen

6.1.4.2.1 Apoptose kann durch Zytostatika ausgeldst werden

Viele Hirntumoren sind resistent gegenuber der Behandlung mit kommerziell
erhaltlichen Zytostatika und damit gegen Chemotherapie, was auch zur schlechten
Prognose von betroffenen Patienten beitragt. Daher sollte die Induzierbarkeit von
Apoptose in der Modellzelllinie MT539MG untersucht werden. Als Zytostatika
wurde zum einen Etoposide (Topoisomerase Il Inhibitor), zum anderen Cisplatin
(DNA-alkylierendes Agens) gewahlt. Als Marker flir frihe apoptotische Zellen
wurde AnnexinV herangezogen.

MT539MG-Zellen wurden in 10cm Schalen ausgesat (vgl. 5.1.5) und am nachsten
Tag mit 100uM Etoposide bzw. 10ug/ml Cisplatin in cDMEM versetzt. Nach 24h
wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA high (TE) von der Schale abgelést und mit
AnnexinV und PI gefarbt (vgl. 5.4.2.1). Pl ist ein Farbstoff, der in lebenden Zellen
die Zellmembran nicht durchdringen kann, der aber von sterbenden Zellen, die

ihre Membranintegritat verloren haben, aufgenommen werden kann.

Abb.6.26 zeigt, dass MT539MG-Zellen, die mit Zytostatika versetzt wurden,
morphologische Veranderungen vollzogen: Im Vergleich zu in cDMEM kultivierten
Zellen (A) wurden MT nach Vergiftung sehr viel granularer (B, C) und - v.a. mit
Etoposide - auch kleiner (B). Anhand der veranderten Werte fir FSC und SSC

kann man dies gut nachvollziehen.
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Abb.6.26: Induktion von Apoptose in MT539MG mit Zytostatika. Dot
Plot Analyse von unbehandelten (A) und von mit Etoposide (B) oder
Cisplatin  (C) vergifteten  Zellen zeigt  morphologische
Veranderungen. AnnexinV- (D) und PI-Farbung (E) zeigt einen
deutlichen Anstieg an toten, apoptotischen Zellen durch die
Behandlung.

Die Histogramm-Analyse nach AnnexinV-Farbung zeigt einen deutlichen Anstieg
der apoptotischen Zellen durch die Zytostatika (D). Behandlung mit Cisplatin flhrte
demnach zum Zelltod von 22,24% der MT539MG (vgl. Tab.6.2). Etoposide hatte
einen noch deutlicheren toxischen Effekt und induzierte Tod in fast 45% aller
Zellen. Diese Werte wurden durch die unspezifischere Pl-Farbung bestatigt (E;
vgl. Tab.6.2).

Behandlung F:t/;s'ibt\il:/r:ae;:ar;l\é—r\ % Pl-positive Zellen
Keine 7,43 6,35
Etoposide 44,62 44 .47
Cisplatin 22,24 20,4

Tab.6.2: Anteil apoptotischer bzw. toter Zellen in MT539MG 24h
nach Vergiftung mit 100uM Etoposide bzw. 10ug/ml Cisplatin
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Zytostatika wie Etoposide und Cisplatin induzieren demnach Apoptose in
MT539MG-Zellen. Der Zelltod setzt rasch ein (24h) und wird von morphologischen

Veranderungen begleitet. Etoposide ist effektiver als Cisplatin.

6.1.4.2.2 Auch Mikroglia-Faktoren induzieren Apoptose

Die beschriebenen morphologischen Veranderungen in Gliomzellen nach
Behandlung mit Uberstand stimulierter Mikroglia (vgl. 6.1.4.1) lassen bereits
vermuten, dass der induzierte Zelltod apoptotisch war. Dies musste jedoch durch
spezifische Nachweismethoden untermauert werden.

Zunachst sollten friihe apoptotische Zellen anhand einer Farbung mit AnnexinV
identifiziert werden. Parallel dazu wurden alle toten Zellen mit Pl angefarbt. Dazu
wurden Gliomzellen in 10cm Schalen ausgesat (vgl. 5.1.5) und nach 16h mit dem
Uberstand stimulierter VM/Dk Mikroglia versetzt. Als Kontrolle wurden Zellen in
cDMEM oder Uberstand unbehandelter Mikroglia kultiviert. 15h bis 4 Tage spéter
wurden die Zellen mit TE abgelost, mit AnnexinV und PI gefarbt (vgl. 5.4.2.1) und

am Durchflusszytometer analysiert.

Abb.6.27 stellt die Ergebnisse fur MT539MG dar.

MT539MG, die in cDMEM kultiviert worden waren, wiesen am ersten Tag der
Versuchsdurchfuhrung eine hohe Bindungsaffinitat fur AnnexinV auf (16,8%). An
den Folgetagen sank die Zahl der AnnexinV-positiven Zellen in diesem Ansatz
uber 8% (Tag 2) auf 2 bzw. 2,8% an den Tagen 3 und 4. Pl-Farbung dieser Zellen
zeigte jedoch, dass kaum tote Zellen in cDMEM vorlagen: An den ersten beiden
Tagen lag der Anteil bei 2% und stieg danach auf 5,4% (Tag 3) und 5,8% (Tag 4)
an. Mdglicherweise wurden die Gliomzellen an den ersten beiden Tagen zu lange
in TE inkubiert, was bei manchen Zellen zu einer Stérung der Lipiddoppelschicht
fuhrt (L. Deleu, personliche Kommunikation). Es kann dann vorkommen, dass
auch in lebenden Zellen Phosphatidylserin auf die Aufenseite der Membran

umklappt und von AnnexinV gebunden werden kann.
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Abb.6.27: Induktion von Apoptose in MT539MG durch Uberstand stimulierter
Mikroglia. (A) zeigt das Ergebnis nach Farbung mit AnnexinV, (B) nach PI-Farbung.
Die Histogramme zeigen Overlays der entsprechenden Einzelfarbungen nach 72h.

Als zusétzliche Kontrolle wurden MT-Zellen im Uberstand unbehandelter Mikroglia
inkubiert. Es zeigte sich, dass auch hier wenig AnnexinV an die Gliomzellen
binden konnte: Wahrend am ersten Tag 7% positive Zellen nachgewiesen wurden,
sank die Zahl danach uber 4,5% (Tag 2) auf 1% (Tag 3) ab. Am vierten Tag war
wieder eine leichte Zunahme zu beobachten (3%), der Wert lag aber immer noch
unter dem fur cDMEM. Die PI-Farbung korrelierte mit diesen Ergebnissen und
zeigte zwischen 2% (Tag 1 und 2) und 5% (Tag 4) tote Zellen an. Behandlung der
Gliomzellen mit dem Uberstand stimulierter Mikroglia resultierte im Laufe des
Versuchs in einer starken Zunahme an sowohl Annexin- als auch Pl-positiven
Zellen. Am ersten Tag waren noch keine toten Zellen nachzuweisen, es wurden
11% (AnnexinV) bzw. 3% (PIl) der Zellen gefarbt. Am zweiten Tag konnten 24%
der Zellen AnnexinV binden. Die Zahl der apoptotischen Zellen nahm weiter zu,
lag an Tag 3 bei 36% und erreichte an Tag 4 einen Wert von 56%. Diese Werte fur
die Tage zwei und drei wurden mit Pl-Farbung nicht erreicht (11,5% bzw. 27%).
Am vierten Tag lieferten beide Farbemethoden wiederum das selbe Ergebnis:
54% der Zellen waren Pl-positiv. Die scheinbare Diskrepanz der Daten fir die
Tage 2 und 3 lasst sich erklaren, wenn man sich den Ablauf des Zelltodes vor
Augen fuhrt.
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Zu einem sehr friihen Zeitpunkt der Apoptose findet die beschriebene Umlagerung
der Lipiddoppelschicht statt, im Zug derer Phosphatidylserin auf der Aul3enseite
der Membran zu liegen kommt. Zu diesem Zeitpunkt ist die Integritat der Membran
aber noch vollstandig erhalten, weswegen PI nicht in die Zellen eindringen kann.
Dies resultiert in einzelpositiven Zellen fir AnnexinV. Anhand der
Farbeeigenschaften lassen sich also verschiedene Stadien des Zelltodes, aber
auch dessen Modus (Apoptose/Nekrose) feststellen: Einzelpositive Zellen fur Pl
stellen nekrotische Zellen dar, wahrend Einzelfarbung mit AnnexinV fruhe
apoptotische Zellen anzeigt. Doppeltpositive Zellen kdnnen als spate apoptotische
Zellen angesehen werden. Die Verteilung der toten MT-Zellen anhand dieser
Parameter ist in Tab.6.3 dargestellt. Es muss beachtet werden, dass fur die
Berechnung der Werte die Zahl aller toten Zellen als 100% angesehen wurde. Die
Tabelle gibt also keinen Aufschluss Uber die Gesamtzahl der toten Zellen (siehe
daflr Abb.6.26), sondern lediglich Uber deren Verteilung in Bezug auf AnnexinV-
und PI-Farbung.

SN +/-LPS/IFN-y | - n M I . | - ] +

Nekrotische

25% 25% 27% | 11% | 41% 6% | 36% | 3%
Zellen

Frih apoptotische
Zell 50% | 50% | 47% |64% | 32% | 83% | 32% | 80%
ellen

Spat apoptotische
25% | 25% | 27% [25% | 27% | 11% | 32% | 18%

Zellen

Tab.6.3: Behandlung von MT539MG mit Uberstand stimulierter Mikroglia induziert
Apoptose, wahrend Kultur in cDMEM zu mehr nekrotischem Tod flihrt.

Von allen sterbenden und toten MT539MG, die nach ein- und zweitagiger Kultur
im Uberstand unbehandelter Mikroglia nachgewiesen wurden, waren % nekrotisch
(Pl-positiv), die Halfte frh apoptotisch (AnnexinV-positiv) und %2 spat apoptotisch
(doppelpositiv). An den folgenden Tagen konnte eine leichte Verschiebung zum
nekrotischen Phanotyp festgestellt werden: 41% (Tag 3) bzw. 36% (Tag 4) wurden
nur mit Pl angefarbt. Das Verhaltnis zwischen frihen und spat apoptotischen

Zellen lag an beiden Tagen etwa bei 1:1.
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Auch in der Kultur der MT539MG im Uberstand stimulierter Mikroglia zeigte sich
zunachst ein ,ausgewogenes” Verhaltnis der drei Phanotypen (1/4 nekrotisch, V2
frh und % spat apoptotisch), welches sich jedoch im Lauf der Kultur deutlich in
Richtung Apoptose verschob. So nahm der Anteil der Pl-positiven Zellen Uber
11% (Tag 2) und 6% (Tag 3) auf 3% an Tag 4 ab. Gleichzeitig stieg die Zahl der
frihen apoptotischen Zellen Uber 64% (Tag 2) auf 83 bzw. 80% (Tage 3 bzw. 4).
Bei den spaten apoptotischen Zellen sank die Zahl ab dem dritten Tag leicht auf
11% bzw. 18% (Tag 4) ab.

Der Versuch zeigt, dass Uberstand stimulierter Mikroglia Apoptose in MT539MG-

Zellen induziert. Der Tod ist ab dem zweiten Tag messbar.

Der gleiche Versuch wurde ebenfalls mit SMA560-Zellen durchgefuhrt. Da SMA
nach zwei Tagen Kultur meist schon stark abgestorben waren, hier aber sehr
frhe Ereignisse des Zelltods nachgewiesen werden sollten, wurde die Farbung
nach 15h, 24h und 48h durchgefuhrt. Das Ergebnis ist in Abb.6.28 dargestellt.
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Abb.6.28: Induktion von Apoptose in SMA560 mittels Kulturliberstand von
aktivierten Mikroglia. (A) zeigt das Ergebnis der AnnexinV-Farbung, (B) das der PI-
Farbung. Die Histogramme sind Overlays der entsprechenden Einzelfarbungen
nach 48h.

In cDMEM Kkultivierte SMA-Zellen zeigten eine leichte Affinitat fir Annexin V. So
waren nach 15h Kultur 6% der Zellen gefarbt.
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Nach 24h stieg diese Zahl auf 9% an, um am zweiten Tag wiederum leicht auf 7%
zu sinken. Auch mit PI-Farbung waren nur wenige tote Zellen von 1% (15h) bis 3%
(24h und 48h) nachweisbar. Versetzen von SMA560 mit dem Uberstand
unbehandelter Mikroglia hatte keinen Anstieg der toten Zellen zur Folge. Zwar
banden nach 15h 13,7% der Zellen AnnexinV, jedoch sank der Anteil im Laufe der
weiteren Inkubation auf 8,7% (24h) bzw. 5,5% (48h). Moglicherweise wurden auch
hier die Zellen zu lange in TE inkubiert und so die Lipiddoppelschicht gestort.
Dafur spricht auch die PI-Farbung, die zu allen Zeitpunkten zwischen 2,6% (15h)
und 3,1% (24h) tote Zellen aufzeigte. Ein deutlicher Anstieg an AnnexinV-positiven
Zellen konnte nur gemessen werden, wenn die Gliomzellen im Uberstand
LPS/IFN-y-stimulierter Mikroglia inkubiert wurden. Nach 15h lag die Zahl der
apoptotischen Zellen mit 9% im Bereich von cDMEM, stieg dann aber auf 23%
(Tag 1) und 40% (Tag 2) an. Mit PI lie3en sich stets weniger Zellen farben, jedoch
stiegen auch hier die Messwerte von 6% (15h) Uber 8% (24h) auf 24,6% tote
Zellen am zweiten Tag an. Anscheinend waren sehr viele Zellen noch in einem
sehr frihen Apoptosestadium und daher nicht mit Pl nachweisbar. Uber die
Verteilung der nekrotischen und apoptotischen Zellen innerhalb der toten Zellen
gibt Tab.6.4 Aufschluss.

Zeitpunkt 15h 24h 48h
SN +/- LPS/IFN-y - + - + - +
Nekrotische Zellen | 11,5% 8,5% 27% 16% 15% 5%
Frih apoptotische

66% 61% 51% 64% 60% 85%
Zellen

Spat apoptotische
23% 30% 22% 20% 25% 10%

Zellen

Tab.6.4: Verteilung nekrotischer und apoptotischer Zellen innerhalb der toten
SMA560 nach Behandlung mit Kulturiiberstand von VM/Dk Mikroglia.

Es zeigt sich, dass Versetzen von SMA560 mit dem Uberstand unbehandelter
Mikroglia zu einem relativ hohen Anteil an apoptotischen Zellen innerhalb der
toten Zellen von 60-90% fuhrte, wobei meist frUih apoptotische Zellen
nachgewiesen wurden. Auch nach Behandlung mit dem Uberstand stimulierter

Mikroglia blieb die Zahl an nekrotischen Zellen stets unter der der Kontrolle.
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Es kam mit der Zeit zu einem deutlichen Anstieg der frih apoptotischen Zellen:
Wahrend deren Anteil nach 15h noch im Bereich der Kontrolle lag (61%), stieg er
Uber 64% an Tag 1 auf 85% am zweiten Tag. Gleichzeitig konnte eine Abnahme
der spat apoptotischen Zellen von 30% (15h) Uber 20% (24h) auf 10% (48h)
nachgewiesen werden. Scheinbar starben also sehr viele SMA560 zwischen dem
ersten und zweiten Tag nach der Behandlung ab. Die Art des Todes war

Apoptose. Nekrose spielte eine untergeordnete Rolle (5% an Tag 2).

Die dritte Modellzelllinie GL261 wurde nach dem selben Verfahren untersucht.
Das Ergebnis ist in Abb.6.29 dargestellt.
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Abb.6.29: Induktion von Apoptose in GL261-Zellen nach Behandlung mit
Uberstand stimulierter Mikroglia. (A) zeigt das Ergebnis der AnnexinV-Farbung, (B)
das der PI-Farbung. Die Histogramme zeigen Overlays der entsprechenden
Einzelfarbungen nach 96h.

Wie bereits in Abb.6.25 zu sehen war, starben GL261-Zellen in der Kultur spontan
stark ab. So waren an den Tagen 1 und 2 nach Kultivierung in cDMEM 17% bzw.
21%PI-positive Zellen zu detektieren (Abb.6.28). Diese Zahl nahm an den
folgenden Tagen ab auf 7% (Tag 3) bzw. 4,6% (Tag 4). Der Hintergrund durch
AnnexinV nahm mit den Tagen ebenfalls ab, von 54% am ersten Tag uber 26%
(Tag 2) und 9% (Tag 3) auf 3% am vierten Tag.
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Die Behandlung mit dem Uberstand unbehandelter Mikroglia fiihrte zum selben
Trend innerhalb der Daten. Auch hier besteht, wie flur die anderen Zelllinien, die
Moglichkeit, dass TE fur Umlagerungen in der Zellmembran verantwortlich war.
Zudem reagierten GL261-Zellen aulierst empfindlich auf zu lange Inkubation mit
TE und starben dann sehr schnell ab. Eine weitere Moglichkeit ist, dass die
Gliomzellen sensitiv gegenuber der Inkubation auf Eis waren. Dies war jedoch
unumganglicher Bestandteil des Protokolls und konnte nicht abgeandert werden.

An den ersten beiden Tagen nach Behandlung der GL261 mit dem Uberstand
stimulierter Mikroglia wies die AnnexinV-Farbung auf keine Zunahme der
apoptotischen Zellen gegenlber der Kontrolle hin (57%, Tag 1 bzw. 36%, Tag 2).
Pl-Farbung dagegen zeigte einen deutlichen Anstieg an toten Zellen auf jeweils
41%. Zum einen konnte also der Uberstand aktivierter Mikroglia in GL261 einen
frihen nekrotischen Zelltod auslésen. Zum anderen besteht aber auch die
Maoglichkeit, dass Zellen unter diesen Kulturbedingungen noch starker sensitiv
gegenuber der Behandlung mit TE waren und durch die Behandlung unspezifisch
starben. Welche der beiden Maglichkeiten zutrifft, bleibt zu klaren; sicher ist
jedoch, dass keine Apoptose stattfand. An den Tagen 3 und 4 stieg die absolute
Zahl an AnnexinV-gefarbten GL261 nicht an (32% bzw. 45%). Da jedoch die
unspezifische Hintergrundfarbung abnahm, nahm die spezifische Zahl an
apoptotischen Zellen in der Kultur zu. Damit korrelierte die Pl-Farbung, so dass
ohne den Hintergrund an Tag 3 etwa 20%, an Tag 4 35-40% tote Zellen
gemessen werden konnten. Interessant ist nun aber die Verteilung dieser toten
Zellen zwischen nekrotischem und apoptotischen Phanotyp, welche in Tab.6.5

dargestellt ist.

Zeitpunkt 24h 48h 72h 96h

SN +/- LPS/IFN-y | - - : - . + . +

Nekrotische Zellen | 33% 62% 33% |30% | 96% | 53% | 96% | 49%

Fruh apoptotische
el 26% 7% 30% [23% | 2% 32% | 1% | 37%
ellen

Spat apoptotische
Zell 41% | 31% | 36% [46% | 2% 15% | 3% | 14%
ellen

Tab.6.5: Verteilung der nekrotischen und apoptotischen Zellen innerhalb der toten GL261.
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An den ersten beiden Tagen der Kultur von GL261 im Uberstand unbehandelter
Mikroglia zeigte sich eine gleichmafige Verteilung der toten Zellen zwischen den
Phanotypen. So waren etwa 1/3 der Zellen nekrotisch, frih oder spat apoptotisch.
An den Tagen 3 und 4 waren dagegen fast alle toten Zellen ausschliel3lich PI
gefarbt (vgl. Abb.6.29), was nekrotischen Zellen entspricht. Am ersten Tag nach
Inkubation von GL261 im Uberstand LPS/IFN-y-stimulierter Mikroglia fand sich
eine deutliche Verschiebung des Phanotyps in Richtung Nekrose statt (62% PI-
gefarbt), wahrend die Zahl fruh apoptotischer Zellen deutlich abnahm. Die Zahl der
nekrotischen Zellen lag an Tag 2 mit 30% deutlich unter dem des ersten Tages.
An den beiden letzten Tagen nahm sie jedoch wieder zu und erreichte etwa 50%.
Dagegen liel} sich im selben Zeitraum eine abnehmende Zahl an spat
apoptotischen Zellen detektieren (46%, Tag 2 bis 14%, Tag 4), wahrend
zunehmend frih apoptotische Zellen nachgewiesen werden konnten (23%-37%).
Der Anteil nekrotischer Zellen in der Kultur von GL261 war also zu jedem
Zeitpunkt vergleichsweise hoch und ist mit der Empfindlichkeit dieser Zellen gegen
Behandlungen wie TE oder Eis zu erklaren. Auch die zu Beginn der Durchfuhrung
(erster und zweiter Tag) recht hohe Zahl an spat apoptotischen Zellen kdnnte
durch Membranumlagerungen in ohnehin bereits toten Zellen erklart werden, die
dadurch AnnexinV binden kénnten. Der sehr niedrige Anteil frih apoptotischer
Zellen am zweiten Tag (7%) spricht gegen eine spezifische Induktion von
Apoptose. An den beiden folgenden Tagen anderte sich jedoch die Situation: Die
Zahl der nekrotischen Zellen blieb zwar hoch, jedoch lie3en sich zunehmend mehr
frih apoptotische Zellen detektieren, was flr eine spezifische, spate Induktion von

Apoptose in GL261 durch den Uberstand aktivierter Mikroglia spricht.

Zur Bestatigung dieser Ergebnisse sollte eine weitere Nachweismethode flr
Apoptose, die TUNEL-Farbung, angewandt werden. Dazu wurden MT539MG auf
Deckglaschen ausgesat (vgl. 5.1.1 und 5.1.5) und fur vier Tage mit dem
Uberstand stimulierter Mikroglia versetzt. AnschlieBend wurden die Zellen wie
unter 5.4.2.2 beschrieben gefarbt und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Abb.
6.30 zeigt Aufnahmen der Zellen. Diese Farbung wurde nur mit MT539MG
durchgefuhrt, da diese Zellen einerseits am besten zu kultivieren waren (stets

gleiches Wachtumsverhalten im Gegensatz zu den beiden anderen Zelllinien).
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Andererseits nahmen sie im Hinblick auf den Zeitpunkt des durch Mikroglia
induzierten Todes eine mittlere Stellung ein und kdnnen damit als reprasentativ

angesehen werden.

Farbung von MT539MG-Zellen, die in Uberstand unbehandelter Mikroglia inkubiert
wurden, zeigte keine TUNEL-positiven Zellen. Hoechst-Farbung der Nuklei
veranschaulichte die Heterogenitat

Uberstand Uberstand der Zelllinie mit ihren
unbehandelter stimulierter C
nterschiedlich groRen Zellkkernen.
Mikroglia Mikroglia - ediieh g

Die Kerne waren intakt und
Kernbodies zu erkennen. Nach
Behandlung mit Uberstand
stimulierter Mikroglia konnte eine

deutliche Veranderung der

7w
TUNEL Vs

o
Hoechst ‘

Abb.6.30: TUNEL-Férbung  von positiv auf TUNEL-Farbung. Damit

Morphologie festgestellt werden: Es
waren kleine, kondensierte
Kernchen zu erkennen, nur wenige
Zellen schienen noch intakt zu sein.

Diese kleinen Strukturen reagierten

MT539MG 4 Tage nach Versetzen \aren sie eindeutig als
mit  Mikroglia-Uberstand.  Pfeile _ )
zeigen auf positive Zellen. apoptotische Kdrperchen zZu

identifizieren.

6.1.4.2.3 Caspase-3 ist am Tod der Gliomzellen nicht beteiligt

Caspase-3 ist ein Schlusselenzym im Verlauf der Apoptose. Hier sollte untersucht
werden, ob in MT539MG-Zellen, die mit dem Uberstand stimulierter Mikroglia
behandelt wurden, Caspase-3 aktiviert wird.

Dazu wurden MT539MG-Zellen in 96well-Platten ausgesat (vgl. 5.1.5) und am
nachsten Tag mit Uberstand sowohl unbehandelter als auch LPS/IFN-y-
stimulierter VM/Dk Mikroglia versetzt. Nach 1, 2 und 4 Tagen wurde die Aktivitat
des Enzyms, wie unter 5.4.2.4 beschrieben, Uber eine Stunde am Fluorometer

vermessen.
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Die erhaltenen RFU (relative fluorescent units) wurden graphisch gegen die Zeit
dargestellt und die Steigung wurde berechnet. Diese wurde fur jeden Tag separat
auf den Wert fur cDOMEM (=1) bezogen.

- 1’28 Abb.6.31: Caspase-3
25 120 o cONEM Akthltatsmessung in
o 8 080 | SR unstmuler Mikroglia-Uberstand

%5 0601 B SN stimuliert behandelt wurden.
2 2 040 m Etoposide Messwerte wurden als
©

o

0,20 -

050 relative Werte in Bezug auf

die Kontrolle (cDMEM)
dargestellt und stammen
Tage nach Behandlung aus einem Experiment.

1 2 4

Die Messung der Caspase-3 Aktivitdt ergab keinen klaren Trend, wie Abb.6.31
zeigt. So lag der erhaltene Wert fiir MT539MG, die fiir einen Tag im Uberstand
unbehandelter Mikroglia kultiviert wurden, leicht unter der Kontrolle, stieg jedoch
am zweiten Tag auf 1,5 an und sank an Tag 4 wiederum auf 0,8 ab. Ebenso
konnte auch fir Zellen, die im Uberstand stimulierter Mikroglia inkubiert wurden,
nur an Tag 2 eine deutliche Zunahme der Enzymaktivitat nachgewiesen werden,
welche mit 1,3 unter der in SN unbehandelt lag. An den Tagen 1 und 4 wichen die
Messwerte deutlich von der Kontrolle ab mit 0 (Tag 1) bzw. 0,2 (Tag 4). Auch die
als Positivkontrolle flr apoptotischen Zelltod durchgeflihrte Behandlung der Zellen
mit Etoposide lieferte nur Werte, die unter der Kontrolle (0,8 an Tag 1 und 2, 0,07
an Tag 4) lagen.

Eine Aktivierung der Caspase-3 konnte also nicht nachgewiesen werden. Jedoch
zeigte auch die Positivkontrolle mit Etoposide keine Aktivierung des Enzyms und
legt die Vermutung nahe, dass die Versuchsdurchfiihrung nicht akkurat war. Im

Rahmen dieser Arbeit wurde dies jedoch nicht weiter verfolgt.
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6.14.24 Behandelte MT539MG akkumulieren in der G1-Phase des
Zellzyklus

Alle untersuchten Astrozytomzelllinien sind sensitiv gegenuber Faktoren, die von
stimulierten Mikroglia gebildet werden. Der Zeitpunkt, ab dem tote Zellen
nachgewiesen werden koénnen, differiert zwischen ihnen, korreliert aber fir jede
Zelllinie mit der jeweiligen Verdopplungszeit: So sterben die sich schnell teilenden
SMA560 bereits nach einem Tag der Behandlung, wahrend die sehr langsam
wachsenden GL261 erst nach vier Tagen Anzeichen des Sterbens aufweisen.
MT539MG wachsen im Vergleich mit den beiden anderen Zelllinien mit mittlerer
Geschwindigkeit und beginnen nachweisbar nach 2 Tagen zu sterben. Daher liegt
die Vermutung nahe, dass Faktoren im Uberstand aktivierter Mikroglia Einfluss auf
den Zellzyklus der Gliomzellen nehmen und sie dadurch - abhangig von der
Wachstumsgeschwindigkeit - in den Tod treiben.

Ein normaler Zellzyklus umfasst vier Phasen. Die G1 (gap = Llcke)-Phase folgt
auf die Zellteilung und ist eine Wachstumsphase, in der die Zelle auf ihr normales
Volumen anwéachst. Aulderdem werden hier Enzyme synthetisiert, die z.B. fur die
DNA-Replikation in der nachfolgenden S (Synthese)-Phase bendétigt werden.
Wahrend in der G1-Phase der einfache Chromosomensatz in der Zelle vorliegt,
wird die DNA in der S-Phase verdoppelt. Die G2-Phase ist wiederum eine
Synthesephase, in der sich die Zelle auf die nachfolgende M (Mitose)-Phase
vorbereitet. Durch die Zellteilung erhalt jede Zelle wieder einen einfachen
Chromosomensatz und tritt erneut in die G1-Phase ein. Somit lassen sich die
verschiedene Zellzyklusphasen uber den Gehalt an DNA je Zelle unterscheiden.
Diese Tatsache macht man sich bei der Zellzyklusanalyse Uber

Durchflusszytometrie zu Nutze.

Um die These zu Uberprufen, wurden MT539MG - nach eintagiger Behandlung mit
Uberstand - fixiert und fiir die Zellzyklusanalyse angefarbt (vgl. 5.3.5) . Dieser
frihe Zeitpunkt nach Behandlung wurde gewahlt, um ein Maximum an lebenden
Zellen zu untersuchen. Wenn ein Zellzyklusarrest stattfindet, so die Uberlegung,
sollte dies bereits nach einem Tag messbar sein. Das Ergebnis ist in Abb.6.32

dargestellt.
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Abb.6.32: Zellzyklusverteilung von MT539MG Zellen nach
eintdgiger Kultur in (A) cDMEM, (B) Uberstand
unbehandelter und (C) Uberstand stimulierter Mikroglia,
Erklarung siehe Text

Unsynchronisierte, exponentiell wachsende MT539MG-Zellen hatten eine
Verteilung im Zellzyklus von 36,53% G1, 27,6% S und 36,6% G2/M (Abb.6.32 A).
Die Mehrheit der Zellen befand sich also in der Wachstumphase. Durch
Behandlung der Zellen mit Uberstand unstimulierter Mikroglia (B) anderte sich die
Verteilung nur geringfligig. Ein leichter Anstieg in G2/M (40,4%) konnte
verzeichnet werden. Nach Behandlung der Gliomzellen mit dem Uberstand
aktivierter Mikroglia waren mehr Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus
nachzuweisen (46,1%), wahrend sich weniger Zellen in G2/M befanden (18,6%).
Mikroglia-Faktoren scheinen also in der Tat einen Zellzyklusarrest in Gliomzellen
auszulosen; die behandelten MT539MG teilten sich weniger als die
unbehandelten. AulRerdem ist die Betrachtung der SubGO0-Population interessant.
Der Name ruhrt daher, dass der DNA-Gehalt dieser Zellen unter dem von G0/G1-
Zellen liegt. Die Population stellt Zellen mit fragmentierter DNA, also apoptotische

Zellen, dar.
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lhr Anteil an der Gesamtpopulation stieg durch Behandlung mit Uberstand
stimulierter Mikroglia geringfugig, aber deutlich auf etwa 3,2% an. Zu diesem
frihen Zeitpunkt der Analyse waren jedoch auch nur wenige tote Zellen zu
erwarten.

Diese Analyse muss noch ausgeweitet werden, um z.B. den Einfluss einzelner
Faktoren wie NO auf die Zellzyklusverteilung zu evaluieren. Auch sollen andere
Zelllinien wie SMAS560 und GL261 auf diesen Effekt hin untersucht werden. Diese

Fragen werden im Anschluss an diese Arbeit bearbeitet.

6.2 Phaqgozytose von Gliomzellen durch Mikroglia

Makrophagen sind weithin als professionelle Phagozyten bekannt. Ihnen wird die
Aufgabe zugesprochen, neben Pathogenen auch kdrpereigenen Zellschrott von
apoptotischen und nekrotischen Zellen aufzunehmen und zu verdauen. Mikroglia
sind seit einiger Zeit ebenfalls fur ihre Kapazitat zur Phagozytose bekannt und
spielen damit auch in Krankheiten wie Alzheimer und Parkinson eine Rolle.
Phagozytose von lebenden oder toten Gliomzellen ist dagegen nur wenig
beschrieben [194, 69, 70, 71, 193]. Wie in 6.1 gezeigt werden konnte, kdnnen
Mikroglia nach Stimulation Apoptose in Hirntumorzellen auslésen. Hier sollte nun
untersucht werden, ob Mikroglia apoptotische, aber auch lebende Gliomzellen

erkennen, binden und aufnehmen kénnen.

6.2.1 Phagozytose von apoptotischen Zellen

Im Labor von Dr. Anne Régnier-Vigouroux wurde vor Beginn dieser Arbeit ein
Phagozytoseassay mit FITC-markierten Hefezellen entwickelt [194]. Fur diese
Versuche wurden Mikroglia des Mausstamms Balb/c verwendet und
charakterisiert, weswegen fur die folgenden Versuche ebenfalls Zellen dieses
Stammes benutzt wurden. Als Zielzellen wurden stets MT539MG-Zellen
verwendet; sie wurden - wie unter 5.4.2.1 beschriecben - vor
Versuchsdurchfuhrung vergiftet. Der eigentliche Phagozytoseassay wurde wie

unter 5.5 beschrieben durchgefuhrt.
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Abb.6.33: Phagozytose von apoptotischen MT539MG durch Balb/c
Mikroglia. A-C zeigen Beispiel-Dot Plots: (A) DiO-gefarbte Mikroglia
alleine, (B) Dil-gefarbte MT alleine, (C) Phagozytoseassay, 2h,
Verhaltnis 1:1. (D) zeigt Mittelwerte aus drei unabhangigen
Versuchen. Doppelpositive Events wurden auf die Anzahl der
Mikroglia im jeweiligen Ansatz bezogen.

Die in Abb.6.33 dargestellten, reprasentativen Dot Plots veranschaulichen sehr gut
das Prinzip dieses Versuchs: Effektor- (Mikroglia) und Zielzellen (MT539MG)
wurden mit zwei unterschiedlichen Farbstoffen angefarbt und waren damit im
Durchflusszytometer in zwei verschiedenen Fluoreszenzkanalen messbar. Nach
Ko-Inkubation der beiden Zelltypen flr eine oder zwei Stunden kann man deutlich
die doppelpositiven Zellen im oberen, rechten Quadranten erkennen. Diese
reprasentierten Mikroglia, welche Gliomzellen aufgenommen haben. Bezieht man
nun die Zahl dieser doppelpositiven Zellen auf die Gesamtzahl der Mikroglia, so
zeigt sich (Abb.6.32), dass bereits nach einer Stunde 30% der Mikroglia
phagozytiert hatten (Verhaltnis 1:1). Auch nach 2h lag der Messwert in diesem
Bereich. Durch Zugabe von mehr Zielzellen (Verhaltnis 1:5) erhohte sich die Zahl

der doppelpositiven Mikroglia auf 46% nach einer und 61% nach zwei Stunden.
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Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung (Abb.6.34) von auf Deckglaschen
durchgefuhrten Phagozytoseassays zeigte, dass die doppelpositiven Zellen in der
Tat Phagozyten darstellen. BloRes Binden der beiden Zelltypen aneinander fand

nicht statt.

Abb.6.34:
Fluoreszenzmikroskopie
bestatigt Phagozytose

von apoptotischen
MT539MG durch Balb/c
Mikroglia. Aufnahme

nach 2h Kokultur, 40x

Mikroglia sind demnach in der Lage, apoptotische Gliomzellen zu phagozytieren.
Der Vorgang vollzieht sich rasch. Der Anteil an doppelpositiven, phagozytotischen
Zellen ist abhangig von Inkubationszeit und Zielzellzahl.

Stammspezifische Unterschiede von Mikroglia, Mediatoren der Phagozytose,
modgliche Aktivierung und Einfluss von Stimulation auf die Phagozytoserate
wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht. Vielmehr boten die hier

gezeigten Versuche die Grundlage fur ein eigenstandiges Projekt [198].

6.2.2 Phagozytose von lebenden Zellen

Phagozytose von lebenden Gliomzellen durch Makrophagen wurde 1998 [153]
und 2002 [154] durch Jadus et al. beschrieben. Es wurden hierzu allerdings
genetisch  veranderte  Zielzellen  verwendet: Sie  exprimierten  die
membrangebundene Form des M-CSF (Makrophagen Koloniestimulierender
Faktor) und konnten so von den Effektorzellen erkannt werden. Diese Versuche
sind die bisher einzigen veroffentlichten Daten zur Phagozytose lebender

Tumorzellen durch Makrophagen.

6.2.2.1 Lebende Gliomzellen kénnen von Mikroglia phagozytiert werden

Als Kontrolle fir den unter 6.2.1 beschriebenen Phagozytoseassay wurden
lebende Zielzellen verwendet. Erstaunlicherweise zeigte die Dot Plot Analyse

eindeutig doppelpositive Zellen (Abb.6.35).
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Schon auf den ersten Blick sieht man, dass auch die Verwendung von lebenden
MT539MG zum Auftreten doppelpositiver Events beim Phagozytoseassay flhrte
(Abb.6.35, A2, A3). 16% bzw. 12% doppelpositive Mikroglia (1h bzw. 2h) wurden
bei einem Verhaltnis Effektor:Ziel von 1:1 gemessen. Erhohung der Zielzellzahl
trug ebenfalls zu einer Erhohung der Zahl an phagozytierenden Mikroglia bei:
Etwa 30% lagen im oberen rechten Quadranten. Man kann festhalten, dass 50%
weniger Mikroglia MT539MG aufnahmen, wenn lebende statt vergiftete Zielzellen
verwendet wurden. Daruber hinaus stieg die Phagozytoserate nicht mit l[angerer
Inkubationszeit an. Wie Abb.6.35, B jedoch zeigt, fand bei Verwendung von

lebenden Zielzellen eindeutig Phagozytose statt.

6.2.2.2 Mikroglia konnen Gliomzellen binden

Diese Ergebnisse (siehe 6.2.2.1) sind neu und bisher in der Literatur nicht
beschrieben. Es war daher interessant, moégliche Erkennungsmotive an der
Oberflache von Gliomzellen zu definieren. Zunachst sollte die generelle Kapazitat

von Mikroglia, an Gliomzellen zu binden, naher untersucht werden.
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Dazu wurden DiO-gefarbte Balb/c Mikroglia in verschiedenen Konzentrationen auf
einen konfluenten Zellrasen von MT539MG pipettiert, fur 2h bei 37°C inkubiert,
gewaschen und die Fluoreszenz am Fluorometer gemessen. Dabei galt die Menge
an Fluoreszenz als Mal} fur die gebundenen Mikroglia. Ein ausfuhrliches Protokoll
des Binding Assays findet sich unter 5.6. Das Ergebnis ist in Abb.6.36 dargestellt.
Dazu muss festgehalten werden, dass das verwendete Ascent Fluorometer sehr
sensitiv ist und Wertdifferenzen von 0,01 RFU bereits aussagekraftig sind.

0,7

06 Abb.6.36: Mikroglia konnen

11 MT539MG-Zellen  binden.

0.5 Werte sind RFU (relative
2 041 fluorescent  units) und
X 0,3 wurden aus 5 Experimenten

0,2 gemittelt.

0,11

0 4

120 60 30 15 7,5 5 2,5
Mikroglia/well *1000

Wie die Abbildung zeigt, konnten Mikroglia an MT-Zellen binden. Die Bindung war
abhangig von der zugegebenen Zahl an Mikroglia, wobei die niedrigste getestete
Konzentration (2,5*10%) kaum (iber dem Hintergrundwert lag (0,05 RFU). Zugabe
von 5-7,5*10° Mikroglia je Well hatte keinen Anstieg der RFU zur Folge: Die Werte
lagen bei 0,15 RFU. Mit steigender Mikrogliazahl stieg nun auch die RFU langsam
an von 0,16 RFU (15*10°) (iber 0,25 (60*10°) auf 0,43 RFU bei 120*10° Mikroglia.

6.2.2.3 Mannosylierte Proteine an der Oberflache von Gliomzellen als

mogliches Erkennungsmotiv

Mikroglia und Makrophagen haben viele verschiedene Rezeptoren, mit denen sie
z.B. Pathogene erkennen kdnnen. Einer dieser Rezeptoren ist der Mannose-
Rezeptor, der Mannose spezifisch bindet [71]. Viele Pathogene, aber auch
entartete Zellen besitzen an ihrer Oberflache Mannosereste und damit ein

mogliches Erkennungsmotiv fir Mikrogliazellen [fiir einen Uberblick siehe 4].

162



ERGEBNISSE

6.2.2.3.1 Gliomzellen haben mannosylierte Proteine an ihrer Zelloberflache

Um die Rolle des Mannose-Rezeptors in Binden und Phagozytose lebender
Gliomzellen durch Mikroglia naher zu untersuchen, sollte zunachst das
Vorkommen von mannosylierten Proteinen an der Zelloberflache der verwendeten
Astrozytomzelllinien MT539MG und SMA560 sowie bei Astrozyten-Primarkulturen
untersucht werden. Normalerweise sind freie Mannosereste nur intrazellular im
Golgiapparat mit Proteinen assoziiert. Viele entartete Zellen besitzen zusatzlich an
der Zelloberflache solche Proteine, wie z.B. die Ratten-Gliomzelllinie C6 [23].
Astrozyten als nicht-transformierte Zellen sollten negativ sein.

Zunachst wurde eine Farbung auf Deckglaschen mit dem Lektin GNL durchgefuhrt
(vgl. 5.4.6.1). Die Ergebnisse sind in Abb.6.37 dargestellt.

Astrozyten MT539MG SMA560

Permeabilisiert

permeabilisiert

Nicht

Abb.6.37: Nachweis von Mannoseresten Uber GNL-
Bindung intra- (1) und extrazellular (2). (A) zeigt
Astrozytenprimarkulturen, (B) MT539MG und (C) SMAS560.

In allen untersuchten Zelltypen zeigte die intrazellulare Farbung mit dem
mannosespezifischen Lektin GNL ein deutliches Signal. Es war perinuklear
verteilt, was auf eine Lokalisierung im Endoplasmatischen Reticulum und Golgi-
Apparat schlielen lasst. Eine Oberflachenfarbung (2) fihrte bei Astrozyten zu

einem verschwommenen, unscharfen Hintergrund (A).
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Bei beiden Gliomzelllinien waren nach der Inkubation mit GNL jedoch sehr
deutlich und leuchtend die Zellumrisse zu erkennen. GNL hat anscheinend
spezifisch an die Oberflache von MT539MG und SMA560, aber nicht von

Astrozyten, gebunden.

Um die Spezifitat des Lektins fur Mannose zu uberprifen, wurde nun eine
Kompetition mit dem Mannosepolymer Mannan und ein sog. Lektin-ELISA
durchgefuhrt (vgl. 5.4.6.2). Die Ergebnisse sind in Abb.6.38 dargestellt.

0,300 A 0,300 B
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0,250 T 0,250 -
£ 0,200 | € 0,200 |
2 23
‘8' 0,150 - ér 0,150 1
§ 0,100 - = 0,100
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0,000 s, 0,000 —
5 25 1,250,63 0,310,16 0,08 0 5 25 125063 0,310,16 0,08 0
¢ (GNL) [ug/ml] ¢ (GNL) [pg/m1]
0,300 C ,
0250 SMAS560 Abb.6.38: Lektin-ELISA farbt
T =_ Mannosereste an der Zelloberflache
S 0,200 von MT539MG (B) und SMA560 (C),
2 0,150 - X\I\E{\ aber nicht auf Astrozyten (A).
€ 0,100 Kompetition mit 5mg/ml Mannan
2 0.050 | I—Fi—i—l—'%:kl verhindert Bindung des Lektins GNL,
’ was fir seine Spezifitat spricht.
0,000

5 25 125063 0,310,16 0,08 0
c (GNL) [pg/ml]

—e— ohne Mannan —&— mit 5mg/ml Mannan

Wie bereits auf den Fluoreszenzbildern zu sehen war (vgl. Abb.6.37), konnten
Astrozyten das Lektin GNL in einem gewissen Umfang binden. Auch der Lektin-
ELISA bestatigte dieses Ergebnis (vgl. Abb.6.38, A): Mit zunehmender GNL-
Konzentration stieg die OD4sonm an. Die Kompetition mit Mannan bewies jedoch,
dass dies keine mannosespezifische Bindung, sondern Hintergrund war. Eine
spezifische Bindung sollte durch Zugabe eines Kompetitors inhibiert werden.

Durch Zugabe von Mannan veranderte sich die OD der Astrozyten jedoch kaum.
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Betrachtet man dagegen die Gliomzelllinie MT539MG, so zeigt sich, dass hier
sehr wohl eine spezifische Bindung von Mannoseresten stattgefunden hat:

Durch Zugabe von 5mg/ml Mannan zu 5pg/ml und 2,5ug/ml GNL sank die
ODysonm in den Bereich des Kontrollwerts (Oug/ml Lektin). Bei niedrigeren GNL-
Konzentrationen war keine Farbreaktion zu beobachten. Auch bei der Zelllinie
SMA560 konnte GNL spezifisch an Mannose auf der Zelloberflache binden.
Wahrend im Bereich zwischen 0,3 und 5ug/ml Lektin eine deutliche Farbreaktion

zu beobachten war, verhinderten 5mg/ml Mannan diese vollstandig.

Zusammenfassend muss man festhalten, dass die Gliomzelllinien MT539MG und
SMAS560, nicht aber Astrozyten mannosylierte Proteine auf ihrer Zelloberflache
tragen. Sie kdonnen mit dem Lektin GNL detektiert werden. Die Lektinbindung kann

durch Zugabe von Mannan kompetitiv verhindert werden.

6.2.2.3.2 Rolle des Mannose-Rezeptors in Bindung von lebenden

Gliomzellen

Um zu Uberprifen, ob die unter 6.2.2.2 gezeigte Bindung von Mikroglia tatsachlich
uber die unter 6.2.2.3.1 nachgewiesenen Mannosereste an der Oberflache von
MT539MG und den Mannose-Rezeptor vonstatten geht, wurde wiederum ein
Binding Assay (vgl. 5.6) durchgefuhrt. Es wurden parallel Mikroglia der Stamme
Balb/c und MR verwendet. Abb.6.39 stellt die Zahl gebundener Mikroglia dar. Um
unterschiedliche Farbeintensitaten der beiden Mikrogliapopulationen mit in die
Auswertung einbeziehen zu konnen, wurden die Werte auf den maximal

moglichen Fluoreszenzwert bezogen.
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Abb.6.39: Vergleich der Bindekapazitat von Balb/c und
MR™ Mikroglia. Gezeigt sind Mittelwerte aus zwei
unabhangigen Experimenten.

Sowohl Balb/c als auch MR’ Mikroglia konnten an MT539MG binden. In der
niedrigsten verwendeten Konzentration an Mikroglia konnten 33% der
zugegebenen Balb/c, aber nur 19% der MR” Zellen in den Wells nachgewiesen
werden. Mit steigenden Zellzahlen stieg die Zahl der gebundenen Balb/c Mikroglia
zunachst nur leicht (37% bei 20*10° und 41% bei 40*10%), bei der hdchsten
Konzentration von 80*10° Zellen/well jedoch auf 100% an. Bei den beiden
mittleren Zellzahlen lagen die Werte fiir MR™ mit etwa 35% gebundenen Zellen im
Bereich von Balb/c, wahrend sie fur die hochste Konzentration darunter blieben
und 80% erreichten. Nichtsdestotrotz darf nicht vergessen werden, dass hier zwei
verschiedene Mausestamme miteinander verglichen wurden: MR’ stammen von
C57/BL6-Mausen ab. Moglicherweise wurden hier stammspezifische Effekte
beobachtet, seien sie positiv oder negativ.

Eine Abhangigkeit der Bindekapazitat vom Mannose-Rezeptor konnte nur bedingt
gezeigt werden. MR™ Mikroglia banden zwar bei sehr hohen und sehr niedrigen
Zellzahlen mit geringerer Effizienz an MT539MG, die Erniedrigung der Werte
betrug jedoch nur 20-40%. Bei mittleren Konzentrationen war kein Einfluss der
MR-Expression auf die Bindung zu beobachten.

Eine exklusive Bindung Uber mannosylierte Proteine liegt nicht vor. Es muss also
noch weitere Faktoren geben, die fur das Binden von Mikroglia an Gliomzellen

verantwortlich sind.
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6.2.2.3.3 Rolle des Mannose-Rezeptors bei Phagozytose von lebenden

Gliomzellen

Wenngleich der Mannose-Rezeptor nicht ausschliel3lich fur das Binden von
Mikroglia an MT539MG verantwortlich ist, konnte er dennoch eine Rolle in der
Phagozytose von lebenden Gliomzellen spielen. Daher wurde der unter 5.5
beschriebene Phagozytoseassay fir 2h mit Mikroglia des Stammes MR™
durchgefuhrt. Als Kontrolle wurden Balb/c Mikroglia verwendet. Aufgrund der
geringen Paarungsbereitschaft der MR Mause konnten nur wenige
Primarkulturen angelegt, und der Versuch deswegen nur einmal durchgefuhrt
werden. In einem weiteren Versuchsansatz wurde daher der Einfluss des
Kompetitors Mannan auf die Phagozytoserate von Balb/c Mikroglia analysiert.
Zudem wurden die Phagozytoseassays nach diesen grundlegenden Versuchen
aufgrund ihres Umfangs aus der vorliegenden Arbeit ausgegliedert und bildeten

ein eigenstandigen Projekt [198].
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Wie in Abb.6.35 bereits dargestellt, phagozytierten Balb/c Mikroglia lebende
MT539MG. Dabei waren nach 2h Inkubation in einem Verhaltnis von Ziel:Effektor
von 1:1 10% der Mikroglia doppelpositiv. Diese Zahl liel3 sich durch Erhéhung der
Zielzahl auf 30% steigern. MR™” Mikroglia phagozytierten deutlich mehr lebende
MT539MG (vgl. Abb.6.40, A). Bei einem Verhaltnis von 1:1 waren nach 2h 20%
der Mikroglia doppelpositiv, bei einem Verhaltnis 5:1 waren es sogar 62%. Dies
entsprach einer Erhdhung der Phagozytoserate um 50% im Vergleich mit Balb/c
Mikroglia. Ob diese hdhere Aktivitat der MR Mikroglia tatsachlich signifikant ist,
bleibt zu klaren [198]. Kompetition mit Mannan hatte darlUber hinaus einen
geringen Effekt auf die Phagozytoserate: Wahrend Zugabe von Mannan im
Verhaltnis Ziel:Effektor 1:1 eine leichte Zunahme an doppelpositiven Mikroglia um
~2% zur Folge hatte, sank die Zahl bei 5:1 um den selben Wert ab.

Eine Rolle des Mannose-Rezeptors bei der Phagozytose von lebenden MT539MG
durch Mikroglia konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht gezeigt werden. Um die
Abhangigkeit von MR” Méausen zu umgehen, wird nun im Labor von Dr. Anne
Régnier-Vigouroux siRNA-Technologie zum Knock-down des Mannose-Rezeptors

benutzt, um seine Rolle bei der Phagozytose weiter zu untersuchen [198].

6.3 Untersuchungen im ,.semi-in vivo“ Modell Organotypische Kultur

Die hier gezeigten in vitro Ergebnisse sollten nun in vivo validiert werden.
Tierversuche sind jedoch aufwandig und teuer. Zudem koénnten bei der
verwendeten Art der Stimulation (LPS und IFN-y) Nebenwirkungen auftreten, die
die Gesundheit der Tiere und damit die Zielsetzung gefahrden. Fur die hier
durchgefuhrten Versuche war es wichtig, ein einfaches Modell zu besitzen,
welches sich leicht manipulieren lie3, gleichzeitig aber Bedingungen schuf, die
einer in vivo-Situation nahe kommen. Zu diesem Zweck wurde das Gehirnmodell
Organotypische Kultur (OTC), eine lebende Schnittkultur, etabliert [155].

6.3.1 Charakterisierung der Kultur

In den Tagen nach Anlegen der Kultur (vgl. 5.1.6.1) nahmen die Schnitte,
vermutlich durch die stattfindende Entzindungsreaktion, deutlich an Volumen zu

(-Aufblahen®), was als Zeichen der Viabilitdt angesehen werden kann.
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Schnitte, die z.B. durch Verwenden einer falschen
6well-Platte ungenugend mit Sauerstoff versorgt
waren, starben rasch ab. Ein Aufblahen der Schnitte
konnte dann nicht mehr beobachtet werden. Nach
etwa einer Woche hatten die Schnitte wieder ihr
und  konnten  fur

ursprungliches  Volumen

Experimente eingesetzt werden. Im Laufe der
weiteren Kultur wurden die Schnitte immer dinner;
daher wurden alle Experimente spatestens nach 14
Tagen beendet und die Schnitte fixiert (vgl. 5.1.6.3).

In den ersten Tagen der Kultur (day of culture, doc)

konnten Zellen, vermutlich Mikroglia, beobachtet
werden, die aus dem Schnitt auswanderten und sich
auf dem Membraneinsatz ansiedelten. Abgesehen
davon blieb jedoch die Morphologie des Gehirns
sehr gut erhalten, die Strukturen waren stets zu
erkennen (vgl. Abb.6.41, B).

Die Organotypische Kultur kann auch zum Studieren

Abb.6.41:

Organotypische

Kulturen von Mausegehirnen,
doc = 7; (A) Ansicht einer
Platte mit Membraneinsatzen

und Schnitten, (B)
Durchlichtaufnahme des
Gewebes, 20x.

von Tumoren als Modell herangezogen werden [37,
43, 44]. Wie unter 5.1.6.2 beschrieben, kdnnen
Gliomzellen in einem kleinen Volumen (10ul) unter

das Gewebe auf den Membraneinsatz pipettiert

werden. Am Tag nach der Implantation formten
diese Zellen dann einen kompakten Zellhaufen, der sich im Laufe der Kultur im
Gewebe ausbreitete und dann diffuser verteilt war (vgl. Abb.6.42, D). Ein
Uberwachsen des Schnittes mit Tumorzellen wurde nicht beobachtet; allerdings
wurden die Schnitte meist innerhalb von 5 Tagen nach der Implantation fixiert.
Immunhistochemische Farbung der angefertigten Gefrierschnitte (vgl. 5.1.6.5) mit
Isolektin B4, einem Marker fur Mikroglia, zeigte eine gleichmaRige Verteilung
dieser Zellen Uber den ganzen Schnitt. Es gab zwei Arten von Morphologien: Zum
einen konnten Mikroglia sehr lang und groR} sein; diese Zellen waren stets sehr
stark positiv fur IB4. Zum anderen gab es kleinere, schmetterlingformige Zellen,

die nur schwach positiv mit IB4 reagierten.
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Bei beiden handelt es sich jedoch um Mikroglia, wie Farbungen mit anderen

Markern, wie Mac1, F4/80 oder Azetyliertem LDL bewiesen (nicht gezeigt).

Abb.6.42: Immunhisto-
chemische
Einzelfarbungen  von
Kryoschnitten aus
OTC, 40x.

(A) Mikroglia, IB4 und
Hoechst;

(B) Neuronen, NeuN
und Hoechst;

(C) Astrozyten, GFAP;
(D) Dil-gefarbte
MT539MG  innerhalb
eines Schnitts.

A-C: tumorfreie, unbe-
handelte Schnitte; D:
1*10° implantierte
MT539MG

NeuN diente als Marker fir Neuronen, zeigte aber stets eine relativ schwache,
verwaschene Farbung. Nichtsdestotrotz zeigte sich, dass die Nervenzellen nicht
gleichmalig im Gehirn verteilt sind, sondern sich in bestimmten Bereichen haufen
(Abb.6.42, B). Astrozyten lieRen sich sehr spezifisch mit einem Antikorper gegen
GFAP (glial fibrillary acidic protein) nachweisen. Sie waren am Rand des
Schnittes, also nahe den Hirnhauten, am haufigsten zu finden (siehe Abb.6.42, C).
Im Inneren des Gewebes konnte man nur vereinzelte GFAP-positive Zellen
beobachten. Die meisten Astrozyten waren sternformig und zeigten eine

eindeutige Zytoskelettfarbung.

6.3.2 Mikroglia in organotypischen Kulturen sind aktivierbar

Immunantwort im Gehirn bedeutet stets eine Gratwanderung zwischen
Neuroprotektion und Neurodegeneration. Pathogene mussen auf der einen Seite
bekampft werden, auf der anderen Seite muss aber auch die Organfunktion
geschutzt werden. Daher ist es nicht selbstverstandlich, dass sich Mikroglia im
Gewebeverband, die unter einer Vielzahl von Einflissen anderer Zellen stehen,

genauso verhalten wie in Einzelzellkulturen.
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Deswegen wurde untersucht, ob Mikroglia in OTC mit LPS und IFN-y stimulierbar

sind und ob sie in der Lage sind, auf Gliomzellen zu reagieren.

6.3.2.1

Stimulation mit LPS und IFN-y

Zunachst wurden die Schnitte, wie die Einzelzellkulturen, mit 0,1ug/ml LPS und

33ng/ml IFN-y in OTC-Medium versetzt. Nach 1-3 Tagen wurde das Medium
abgesammelt und auf den Gehalt an TNF-a und NO per ELISA (vgl. 5.2.1) und
Griess Reaktion (vgl. 5.2.2) hin untersucht.
Wie der ELISA zeigt (vgl. Abb.6.43, A), sezernierten unbehandelte Schnittkulturen
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Abb.6.43: Stimulation von OTC mit
0,1ug/ml LPS und 33ng/ml IFN-y

fuhrt zur Freisetzung von TNF-a
(A) und NO (B) .

| unbehandelt
W stimuliert

nur sehr wenig TNF-a. So
lieRen sich ab dem zweiten
Tag bis zu 100pg/ml des
Zytokins im Medium
nachweisen.  Stimulation
der OTC mit LPS und IFN-
y fuhrte zu einem
deutlichen Anstieg der
TNF-a-Konzentration. Am
ersten Tag nach Zugabe
der Stimuli wurden sich
200pg/ml  des  Faktors
detektiert. Dieser Wert
stieg in den folgenden
Tagen Uber 300pg/ml (Tag
2) auf 550pg/ml weiter an
Tag 3. Damit lag die
freigesetzte Menge an
TNF-o deutlich unter der,

die von Einzelzellkulturen (6000pg/ml, vgl. Abb.6.1) produziert wurde. Betrachtet

man die Ergebnisse der Griess Reaktion (Abb.6.43, B), so erkennt man, dass

auch unbehandelte Schnitte NO freisetzten.
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Die nachgewiesene Menge war am ersten Tag noch verschwindend gering, stieg
aber mit der Zeit auf 3,5uM (Tag 2) bzw. 7uM (Tag 3) an. Stimulation mit LPS und
IFN-y fUhrte zu einer Steigerung der NO-Produktion. Die daraus resultierende NO-
Konzentration betrug am zweiten 8,2uM, am dritten Tag 15uM. An Tag 1 war der
Wert fast gleich Null.

Wie Einzelzellen lassen sich also auch OTC mit LPS und IFN-y aktivieren. Die
Stimulation fuhrt zur TNF-a-Produktion und zur Steigerung der NO-Freisetzung.
Unbehandelte Schnitte sezernieren, vermutlich Uber die neuronale Form der Nitric

oxide Synthase (nNOS), konstitutiv geringe Mengen an NO.

6.3.2.2 Implantation von MT-Zellen fuhrt zur Aktivierung von Mikroglia

Tumorzellen werden normalerweise tiber Tumorantigene 0.A. vom Immunsystem
erkannt. Auch in der OTC sollten implantierte Gliomzellen von den Immunzellen,
den Mikroglia, erkannt werden. Abb.6.44 zeigt einen Vergleich eines tumorfreien

Schnitts mit einem, in den MT539MG implantiert wurden.

Abb.6.44: 1B4-Farbung von OTC, (A) ohne und (B) mit MT539MG-
Zellen. Man erkennt deutliche morphologische Veranderungen der
Mikroglia. (C) Mikroglia phagozytieren Gliomzellschrott (Pfeile).

Man erkennt sofort die dramatischen morphologischen Veranderungen, die die
IB4-gefarbten Mikroglia erfahren haben. Wahrend ohne Behandlung lange, dunne
und kleine, schmetterlingformige Zellen detektiert wurden, fanden sich nach
Implantation von MT539MG sehr grol3e, reich verzweigte und manchmal auch
deutlich mehrkernige Mikroglia. Diese Zellen sind in der Literatur als ,multi-
nucleated giant cells“ beschrieben. Heute geht man davon aus, dass sie durch
Fusion mehrerer Monozyten/Makrophagen nach Aktivierung oder Infektion
entstehen (,Syncytium®).
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Sie sind immunkompetent und haben die Fahigkeit zur Phagozytose. In der OTC
fanden sich diese Riesenzellen zumeist, aber nicht ausschlieRlich in Nahe der
Gliomzellen. ,Normal“ aussehende Mikroglia waren vorhanden (Abb.6.44, C). Bei
der Implantation der MT539MG starben haufig Zellen ab, man konnte rot gefarbte
Zellklumpen beobachten. Oft schienen sich IB4-positive Zellen um diesen Schrott
herum anzusammeln. Manchmal hatte eindeutig Phagozytose stattgefunden (vgl.
Abb.6.44, Pfeile).

Mikroglia in Organotypischen Kulturen sind somit in der Lage, auf implantierte
Tumorzellen zu reagieren, indem sie Syncythien ausbilden. Sie haben wie in

Einzelzellkulturen die Kapazitat zur Phagozytose, z.B. von Zellschrott.

7 Interaktionen von Gliazellen und Parvovirus MVM

Mikroglia und Makrophagen machen zwischen 30 und 50% der Tumormasse
eines Glioms aus. Sie haben, wie in Kapitel 6 dieser Arbeit dargelegt wurde, in
vitro die Kapazitat, Gliomzellen Uber I6sliche Faktoren zu téten. In vivo ist diese
Kapazitat jedoch aufgrund des immunsuppressiven Milieus innerhalb des Tumors
wahrscheinlich stark eingeschrankt. Will man sich also die zytotoxischen
Eigenschaften der Mikroglia im Kampf gegen Hirntumore zunutze machen, so
muss ein Weg gefunden werden, diese Zellen am besten innerhalb der
Tumormasse zu aktivieren. Eine Mdglichkeit dazu ware der Einsatz von viralen
Vektoren, deren Transgen(e) entweder zur Aufhebung der Immunsuppression
oder zur direkten Aktivierung der Mikroglia fuhrt/fihren. Parvoviren sind mogliche
Kandidaten (vgl. 3.3).

71 Infizierbarkeit von Gliazellen

Bei jedem Vektor ist es zunachst wichtig zu wissen, welchen Einfluss er auf nicht
transformierte Zellen hat. Nur so lassen sich eventuell mit der Therapie
verbundene Risiken bereits vor Beginn von in vivo Versuchen realistisch
einschatzen. Daher wurde zunachst die Infizierbarkeit von Astrozyten und
Mikroglia mit dem murinen Parvovirus MVM untersucht. Zu diesem Thema wurde
bereits Vorarbeit geleistet [196]. Es wurden daher stets Balb/c Gliazellen

verwendet.
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7.1.1 Proliferation von Mikroglia und Astrozyten

Parvoviren sind minimalistische Viren, deren Genom flUr nur vier virale Proteine
kodiert. Sie sind nicht in der Lage, ihre Wirtszelle zur Zellteilung zu veranlassen,
sondern sind darauf angewiesen, dass sie sich bereits in der S-Phase befindet.
Das Proliferationsprofil von Gliazellen kénnte demnach entscheidend fur ihre
Infizierbarkeit sein und wurde daher analysiert. Astrozyten sind in cDMEM wenig
proliferativ und erreichen nach drei Tagen 133% der Ausgangszellzahl. Mikroglia

sind dagegen nicht proliferativ [196].

Gliazellen wurden wie unter Abb.5.1.3 beschrieben in 96well-Platten ausgesat und
am nachsten Tag mit verschiedenen Konzentrationen an
proliferationsinduzierenden Faktoren versetzt. Fur Mikroglia wurde Interleukin (IL)-
4 gewahlt [71]; der basische Fibroblasten Wachstumsfaktor (bFGF) wurde flr
Astrozyten verwendet [156]. Proliferation wurde nach 1-3 Tagen mittels CellTiter
Assay gemessen.

Mikroglia waren nach Zugabe von IL-4 proliferativ (Abb. 7.1, A). Am ersten Tag
der Messung erreichten sie, unabhangig von der Zytokinkonzentration, 120% des
Kontrollwertes (= Zellen in cDMEM). An den folgenden Tagen war ein
konzentrationsabhangiger Anstieg der viablen Zellen zu detektieren. So wurden
mit der niedrigsten eingesetzten Menge an IL-4 (61,25U/ml) wiederum 120% der
Kontrolle gemessen. Dieser Wert stieg jedoch auf 130% bei 250 bzw.500U/ml IL-4
an. Bis zum dritten Versuchstag nahm die Zellzahl nochmals zu und erreichte mit
der hdchsten IL-4 Konzentration 145% der Kontrolle. Fir die folgenden

Experimente wurden Mikroglia stets flr 48h mit 500U/ml IL-4 versetzt.
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Abb.7.1: Proliferation von Mikroglia (A) und
Astrozyten (B) kann durch IL-4 bzw. bFGF angeregt
werden. Bei den Mikroglia wird ein reprasentatives,

bei den Astrozyten der Mittelwert aus vier
unabhangigenExperimenten gezeigt.

Auch Astrozyten kdnnen zu vermehrter Proliferation angeregt werden (Abb.7.1, B).
So konnten am ersten Tag des Versuchs bei allen eingesetzten Konzentrationen
an bFGF (50-400ng/ml) 120% der Ausgangszellzahl gemessen werden. Diese
Zahl stiegt im Laufe der Versuchsdurchfuhrung weiter an und erreichte mit
400ng/ml bFGF 135% (Tag 2) bzw. 128% (Tag 3). Die niedrigeren
Konzentrationen des Wachstumsfaktors hatten einen ahnlich starken Effekt (z.B.
100ng/ml nach drei Tagen: 127%), weswegen fur weitere Versuche jeweils
100ng/ml bFGF fur 24h verwendet wurden. Beim Betrachen dieser Ergebnisse
muss noch bedacht werden, dass Astrozyten in cDMEM ebenfalls proliferieren

(s.0.); der Zusatz von bFGF verstarkte diese naturliche Proliferation noch.

175



ERGEBNISSE

7.1.2 Aufnahme von Viruskapsiden

Ein Vektor in einer Gentherapie sollte moglichst nur seine Zielzellen infizieren;

normale, umgebende Zellen sollten negativ bleiben, da andernfalls die lokale

Konzentration des Vektors und damit die Effizienz des Gentransfers abnimmt. In

den folgenden Versuchen sollte daher zunachst die Internalisierung von MVMp in

Gliazellen naher untersucht werden. Diese Aufnahme von Viruskapsiden wurde
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Abb.7.2: Aufnahme von FITC-markiertem MVMp
in A9-Zellen ist durch Neuraminidase spezifisch
inhibierbar (A). (B) Unterschiede der beiden
Nachweismethoden; Infektion fand fur 1h statt.

auf zwei unterschiedliche

Weisen, stets jedoch

durchflusszytometrisch
Uberpruft: Zum einen
wurden FITC-markierte,

leere Kapside fur die
Infektion verwendet (vgl.
5.7.2.1). Um sicher zu
stellen, dass keine
Unterschiede zwischen
leeren und vollen Kapsiden
bestehen, wurde die
Internalisierung von
wtMVMp zum anderen Uber
eine Kapsid-Farbung
Uberpruft  (vgl. 5.4.1.2).
Titration der FITC-

markierten  Kapside auf

permissiven A9-Zellen ist in Abbildung 7.2, A dargestellt. Sie zeigt, dass

ansteigend mit der MOI, also der Virusmenge, mehr Zellen Virus aufnahmen. Mit

der hochsten hier getesteten MOI von 40 waren 73,8% A9 positiv.
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Durch Behandlung der Zellen mit Neuraminidase (vgl. 5.7.2.2 und [157]) wurde die
Internalisierung vollstandig inhibiert. Wie die Abbildung weiterhin zeigt, konnte
schon mit einer MOI=20 ein gutes Signal in A9-Zellen erzielt werden. Eine
Sattigung der Zellen mit Virus trat mit den getesteten MOI nicht ein. Daher wurden
fur die folgenden Versuche zwei verschiedene MOI ausgewahlt: Einerseits 20
Partikel/Zelle, um den unteren, eher physiologischen Bereich abzudecken;
andererseits 100 Partikel/Zelle, um moglicherweise den Sattigungsbereich zu
erreichen. Abb.7.2, B stellt einen Vergleich der beiden Nachweismethoden dar. A9
wurden fur 1Th mit MOI=100 infiziert, mit FITC-markiertem Virus oder wtMVMp.
Letzterer wurde Uber eine Kapsid-Farbung visualisiert. Man erkennt, dass beim
Einsatz markierter Kapside deutlich mehr (80,5%) A9 virus-positiv waren als nach
der Farbung (57%). Dies mag zum einen an unterschiedlichen Titern liegen: Leere
Kapside kdnnen nicht auf die selbe Weise titriert werden wie infektiose Partikel.
Daher wurde die Partikelmenge des ,eeren® Stocks aufgrund von
elektronenmikroskopischen Aufnahmen geschatzt. Der Stock wtMVMp dagegen
wurde Uber Plaqueassay titriert. Es ist demzufolge durchaus moglich, dass der
FITC-markierte Virus eine hoéhere Konzentration aufweist als geschatzt, was
naturlich zu einer vergleichsweise héheren MOI flihren wirde. Zum anderen ist
der Nachweis uber intrazellulare Antikorperfarbung moglicherweise weniger
sensitiv bzw. der Hintergrund hoher, was beides zu einem niedrigeren
spezifischen Signal fihren wirde. Der FITC-markierte Virus wurde uberall dort
verwendet, wo eine generelle Aussage uber die Aufnahmekapazitat getroffen

werden sollte.
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Abb.7.3: Internalisierung von wtMVMp in A9,
Astrozyten und Mikroglia; alle Zellen wurden fir 1h
infiziert; der Nachweis erfolgte tiber Kapsid-Farbung.
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Dagegen war es wichtig, die Internalisierungsrate von Gliazellen mit einem
infektiosen Virus zu bestimmen, der auch im Folgenden fur weitere Versuche
verwendet wurde. In solchen Fallen wurde dementsprechend mit Kapsidfarbung
gearbeitet.

Abb.7.3 zeigt nun die Internalisierung von wtMVMp, also infektidsen Partikeln, in
Gliazellen. Der Nachweis erfolgte Uber Kapsid-Farbung. 34,7% der A9-Zellen
nahmen bei einer MOI=20 Viruspartikel auf. Erhdhung der Virusmenge auf 100
Partikel/Zelle fuhrt zu 57% positiven A9. Im etwa selben Bereich liegen die Werte,
die fur Astrozyten gemessen wurden: 47,6% (MOI=20) bzw. 61,5% (MOI=100) der
Zellen nahmen Viruspartikel auf. Mikroglia dagegen internalisierten wesentlich
weniger Viren. So waren 15,3% (MOI=20) bzw. 36,7% (MOI=100) nach einer
Stunde Infektion positiv fur wtMVMp.

Auch Uber indirekte Immunfluoreszenzfarbung (vgl. 5.4.3) lasst sich die

Virusaufnahme in Zellen visualisieren (Abb.7.4).
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Abb.7.4: Indirekte Immunfluoreszenz gegen Kapside in infizierten A9
(A), Astrozyten (B) und Mikroglia (C). 40x
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Uninfizierte A9 zeigten eine geringe Hintergrundfarbung (A1). Nach Infektion
waren die meisten Zellen jedoch intrazellular positiv fur Kapside (A2). An der
Zelloberflache (A3) banden gleichfalls noch Viren, die sich Uber eine
Oberflachenfarbung nachweisen lie3en. Astrozyten zeigten eine relativ geringe
Hintergrundfarbung bei MOI=0 (B1). Nach Infektion der Zellen mit MOI=100 waren
viele - jedoch nicht alle - Zellen positiv fur MVM. Haufig war eine perinukleare
Verteilung des Signals zu sehen (vgl. Bild B2). An der Oberflache (B3) war eine
nur schwache Farbung festzustellen. Mikroglia verhielten sich nun ahnlich:
Wahrend bei MOI=0 ein diffuses Hintergrundleuchten zu sehen war (C1),
fluoreszierten die intrazellular gefarbten Zellen nach Infektion stark (C2).
Extrazellular war kaum Signal zu erkennen (C3).

Da Parvoviren S-Phase-abhangig sind, ist es interessant zu untersuchen, ob
proliferative Zellen, bedingt durch ihren geanderten Stoffwechsel, mehr oder
weniger Viren aufnehmen kénnen. Dieser Frage wurde mittels Internalisierung von
FITC-markierten Kapsiden in unbehandelte und stimulierte (IL-4 bzw. bFGF)
Gliazellen nachgegangen.

Das Ergebnis ist in Abb.7.5 100
80

dargestellt. Sie zeigt, dass
mehr  Astrozyten (84,9%)
nach Behandlung mit
100ng/ml bFGF Viruspartikel
aufnahmen als unbehandelte
(70,4%). Mikroglia dagegen

wiesen keine Abhangigkeit

60 - [l unbehandelt
40 A W proliferativ

20 -

% virus-positive Zellen

Astrozyten Mikroglia
Zelltyp

Abb.7.5: Vergleich der Internalisierung von FITC-
markiertem Virus in unbehandelte und proliferative
von ihrem  proliferativen Gliazellen. Infektion mit MOI=100 fir 1h

Status auf. So nahmen 33,6%
der unbehandelten Mikroglia FITC-Virus auf. Unter Einfluss von IL-4 waren es
33%, also fast der selbe Wert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass A9, aber auch Astrozyten eine hohe
Kapazitat zur Aufnahme von wtMVM besitzen. A9 internalisieren scheinbar
langsamer als Astrozyten und haben nach einer Stunde noch viele Kapside an der
Zelloberflache. Mikroglia sind ebenfalls in der Lage, wtMVM aufzunehmen; ihre

Kapazitat liegt jedoch deutlich unter der der beiden anderen Zelltypen.
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Astrozyten scheinen unter Einfluss von bFGF mehr Viruspartikel aufzunehmen.
Auf Mikroglia hat Stimulation mit IL-4 keinen Einfluss in Hinblick auf die

Internalisierung von wtMVMp.

7.1.3 Replikation viraler DNA

Gliazellen nehmen also, wie die Kontrollzellen A9, wtMVMp auf. Im Folgenden
sollte untersucht werden, ob der virale Replikationszyklus vollstandig in Gliazellen
ablauft oder ob er an einer bestimmten Stelle blockiert ist. Zunachst wurde die
Umwandlung der viralen ssDNA in monomere und dimere Replikationsform uber
Southern Blot (SB) analysiert.

Dazu wurden A9 (Kontrolle), sowie Astrozyten und Mikroglia in 10cm Schalen
ausgesat (vgl. 5.1.4 und 5.1.5). Die Gliazellen in einem Teil der Schalen wurden
uber Stimulation mit IL-4 bzw. bFGF zur Proliferation angeregt (vgl. 5.1.7). 6h bis
72h nach der Virusinfektion wurde die virale DNA isoliert und Uber Southern Blot
analysiert (vgl. 5.7.3). Nach 6h Infektion konnte bei allen untersuchten Zellen nur
eine einzelne Bande bei etwa 4000bp detektiert werden, welche das Einzelstrang-
DNA-Genom des so genannten ,Input®-Virus darstellen. Zu diesem Zeitpunkt hatte
also noch keine Konversion stattgefunden. Die Bande war nur bei MOI=10 zu
erkennen, da bei geringerer Virusmenge der DNA-Gehalt moglicherweise unter
der Detektionsgrenze des Southern Blot lag. Nach 48h Infektion ist in permissiven
Zellen die erste Replikationsrunde des Virus abgeschlossen; es wurden bereits
neue Virionen hergestellt. Da die hier verwendeten A9-Zellen (Abb.7.6, A) jedoch
nicht synchronisiert waren, sich also in verschiedenen Phasen des Zellzyklus
befanden (vgl. auch Abb.6.31), gab es in der Kultur sicher auch Zellen, die noch
Viren replizierten. Man erkennt im SB drei starke Banden: eine auf HOhe der
ssDNA (4000bp), eine bei etwa 5500bp, welche die konvertierte Doppelstrang-
DNA (monomere Replikationsform, mRF) darstellt, und eine Bande bei 10000bp.
Diese ist die sog. dimere Replikationsform (dRF). Alle Signale waren sehr stark,
was auf eine hohe Replikationsrate schlie3en lasst. Vor allem das Auftreten von
neusynthetisierter ~ Einzelstrang-DNA  war  ein  Zeichen  vollstandiger
Virusvermehrung, da diese DNA ja in neue Virionen verpackt wird. Auch
Astrozyten (Abb.7.6, B) zeigten alle genannten Replikationsformen von MVM im
SB, jedoch ungleich schwacher als A9. Die mRF war am starksten nachzuweisen;

dRF war bei unstimulierten Zellen nur schwer zu erkennen.
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Abb.7.6: Replikation von wtMVM in (A) A9, (B)
Astrozyten und (C) Mikroglia. Gezeigt werden
reprasentative Southern Blots; jeweils 10min Exposition
auf Hyperfilm, auf’er A2 (1min); MOI aufsteigend =
0/1/10. auBBer A9. 48h p.i. (MOI=0/10)
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Versetzen der

Astrozyten mit bFGF

fuhrte  scheinbar zu
vermehrter Virus-
replikation. Es wurde

jedoch keine Detektion
mit einem sog. ,House-
keeping-Gene“ durchge-
fuhrt, weswegen eine
Quantifizierung des
Signals nicht mdglich
war. Unabhangig von
der Behandlung der
Zellen fand aber keine
Neu-
ssDNA

wie sie fur A9

vermehrte

produktion an
statt,
nachgewiesen werden
konnte. Dies st ein
Hinweis darauf, dass der

Replikationszyklus von

MVM  in  Astrozyten
maoglicherweise nicht
vollstandig ablauft:
Wenn keine  Virus-
Genome produziert
werden, konnen keine
neuen Virionen
freigesetzt werden.
Untersuchung von

Mikroglia auf die gleiche
Weise, fuhrte an jedem
Zeitpunkt der Analyse

zur Detektion von nur
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einer Bande fir den ,Input“Virus. Es fand keine Replikation, aber auch kein
Abbau der Viren statt. Stimulation der Zellen mit IL-4 hatte keinen Einfluss auf die

parvovirale Replikation in Mikroglia-Zellen.

7.1.4 Expression von viralen Proteinen

Eine vollstandige Virusreplikation ist durch die Synthese aller viralen Proteine
gekennzeichnet. Daher wurde im Folgenden die Expression viraler Proteine in

infizierten A9, Astrozyten und Mikroglia Gber Western Blot analysiert.

7.1.41 Expression von NS1

NS1 ist das erste virale Proteine, welches im parvoviralen Lebenszyklus
synthetisiert wird. Es hat zahlreiche Aufgaben und steuert u.a. durch

Transaktivierung des P38-Promotors die Expression der VP-Gene (vgl. 3.2.3).

Tag1pi. Tag2pi  Tag3p.i Abb.7.7: NS1-
Expression von

__— 1 _—"1 _——"71 MOl wtMVMp-infizierten
- A A9, Astrozyten und
A9 ” g “ “ —_72kDa  Mikroglia; gezeigt ist
jeweils ein

Astrozyten e — B 7okDa reprasentativer
Western Blot; 1min

. ' Expositionszeit;
Mikroglia ,
g —72kDa MOl aufsteigend

0/1/10

Infizierte A9-Zellen produzierten bereits am ersten Tag der Infektion hohe Mengen
des 80kDa grof3en NS1, wobei ein geringeres Signal bei MOI=1 als bei MOI=10 zu
detektieren war (Abb.7.7). An den beiden folgenden Tagen wurde Kkein
Unterschied zwischen den MOI nachgewiesen. Die Signalstarke blieb zu jedem
Zeitpunkt konstant, was beides fur wiederholte Replikationszyklen spricht. Auch in
infizierten Astrozyten konnte NS1-Expression nachgewiesen werden. Diese war
am ersten Tag am hochsten und nahm mit der Zeit ab. Wie die Abbildung zeigt, ist
am ersten Tag weiterhin ein Unterschied zwischen den beiden verwendeten MOI
zu erkennen, der an den Folgetagen verschwand. Fiur Mikroglia dagegen war zu
keinem Zeitpunkt, auch nicht bei langerer Exposition auf Rontgenfilm, ein Signal

fir NS1 zu detektieren.

182



ERGEBNISSE

Um auf Einzelzellebene zu bestimmen, wie hoch der Anteil NS1-exprimierender
Zellen innerhalb einer Population ist, wurden die Zellen Uber Durchflusszytometrie
analysiert. Dazu wurden die Zellen wie unter 5.4.1.1 beschrieben infiziert und
gegen NS1 gefarbt. Das Ergebnis ist in Abb.7.8 dargestellt. Die Mehrheit der A9-
Zellen waren zu diesem Zeitpunkt der Analyse positiv fur NS1 (47,36%), was sich
in einem deutlichen ,shift* der Zellpopulation in Bezug auf die Fluoreszenz zeigt
(A). Infizierte Astrozyten wiesen dagegen nur eine geringe Verschiebung auf der
Fluoreszenzachse auf (B). Subtrahiert man jedoch die ungefarbten Zellen von den
gefarbten, so zeigt sich, dass es tatsachlich eine geringe, aber reproduzierbare
Veranderung gab: 6,94% der Astrozyten im gezeigten Experiment waren positiv

fur NS1. Mikroglia blieben ungefarbt; sie exprimierten kein NS1.
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7.1.4.2 Expression von NS2

NS2 ist das zweite nicht-strukturelle Protein von MVM und eine Spleil3form von
NS1. Ihm wird u.a. eine Rolle bei der Wirtsspezifitat zugesprochen (vgl. 3.2.3).

Infizierte A9 produzierten das 25kDa kleine NS2 (vgl. Abb.7.9). Fir Astrozyten
konnte ebenfalls ein sehr schwaches Signal nachgewiesen werden. Wahrend am
ersten Tag die Bande nur fur Zellen zu sehen war, die mit MOI=10 infiziert wurden,
konnte NS2 am zweiten Tag fur beide Viruskonzentrationen detektiert werden.
Das Signal fur den dritten Tag war negativ, was dem Trend entspricht, der fir NS1

nachgewiesen wurde (vgl. Abb.7.7). Mikroglia waren negativ.
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Tag 1 p.i. Tag 2 p.i. Tag 3 p.i.
] ] ]
A9 - — 25kDa
Astrozyten - — 25kDa
Mikroglia —25kDa

Abb.7.9: NS2-Expression in A9, Astrozyten und Mikroglia nach
Infektion mit wtMVMp; gezeigt ist ein reprasentativer WesternBlot;
MOI aufsteigend 0/1/10; Exposition 45min; geladen wurden 50ug
(Astrozyten, Mikroglia) und 10ug (A9)

7.1.4.3 Expression von VPs

Die viralen Proteine VP1 und VP2 sind die Bausteine flr die Viruskapside und
werden nach NS1-abhangiger Transaktivierung des P38-Promotors synthetisiert.
VP2 ist eine Spleil’form von VP1. VP3 wird posttranslational und nur in DNA-
haltigen Kapsiden aus VP2 durch Abspaltung von 25 Aminosauren gewonnen (vgl.
3.2.3).

Tag1p.i. Tag2p.i. Tag3p.i
— 1 __—1 ] Abb.7.10:
e — Expression der
A9 - — — —72kDa  viralen Proteine VP1
—-— e o> und VP2 in infizierten
e 79D A9, Astrozyten und
Astrozyten —_ e e @8 Mikroglia; gezeigt ist
je ein reprasentativer
Mikroglia —72kDa Western Blot; MOI

aufsteigend = 0/1/10

Zunachst muss festgehalten werden, dass der hier verwendete AntikGrper gegen
den gemeinsamen C-Terminus von VP1 und VP2 gerichtet ist und daher beide
Proteine gleichzeitig detektiert werden kdnnen. Infizierte A9-Zellen exprimierten
grolle Mengen an den beiden viralen Proteinen VP1 und VP2, wahrend kein
Signal fur VP3 detektiert werden konnte (Abb.7.10). An Tag 1 erkennt man bei
einer MOI von 1 nur eine Bande bei etwa 64kDa, was VP2 entspricht. Die Bande
fur das groRere VP1 fehlt in dieser Bedingung. VP1 wurde verhaltnismafig
weniger synthetisiert, was der Stochiometrie im zusammengebauten Kapsid

entspricht, und konnte bei etwa 83kDa nachgewiesen werden.
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Die Expression der VPs blieb an allen Tagen etwa gleich; die geringere
Expression an Tag 1 bei MOI=1 ist auf die geringere Zahl an infizierten Zellen
zuruckzufihren. Am zweiten Tag wurde bereits ein Replikationszyklus, der etwa
30 Stunden dauert, vollendet, neue Viren wurden freigesetzt und haben weitere
Zellen infiziert. Dies fUhrte zu einer héheren Proteinexpression am zweiten und
dritten Tag. In Astrozyten konnte man ebenfalls beide viralen Proteine detektieren.
Wahrend am ersten Tag nur eine relativ schwache Bande fur VP2 zu erkennen
war, stieg die Signalstarke an den folgenden Tagen an. So konnte am zweiten Tag
eine Bande fur VP1 nachgewiesen werden, am dritten Tag waren beide Proteine
recht stark exprimiert. Bei Mikroglia dagegen war zu keinem Zeitpunkt ein Signal

zu erkennen.

7.1.5 Transgenexpression durch Astrozyten nach Infektion mit rekombinanten

Parvoviren

Ein geringer Teil der Astrozyten (5-10%) ist in der Lage, wtMVMp zu replizieren.
Im Rahmen einer Therapie ist nun interessant zu wissen, ob diese normalen
Zellen, auch potenzielle Transgene exprimieren wurden. Mit diesem Wissen kann
das therapeutische Transgen gezielter ausgewahlt werden. Die Analyse ist
aullerdem eine Bestatigung, dass das detektierte VP-Signal (vgl. Abb.7.10) auf
Neuproduktion der Proteine und nicht auf Input-Kapside zurlckzuflihren ist. Da
Mikroglia keinerlei Expression von viralen Proteinen zeigten, wurden sie nicht auf
Transgenexpression hin untersucht.

Rekombinante Parvoviren, wie sie im folgenden Abschnitt eingesetzt wurden,
enthalten keine Gensequenz fiur VPs mehr. An ihre Stelle wurde das
entsprechende Transgen unter der Kontrolle des P38-Promotors eingebracht (vgl.
Abb.3.2).

7.1.5.1 Expression von GFP

Um zu analysieren, wie viele der infizierten Zellen das potenzielle Transgen
exprimieren werden, wurden A9 und Astrozyten zunachst mit einem GFP-
rekombinanten MVM bei einer MOI=1 fir 48h infiziert.
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Das green fluorescent protein kann sowohl Uber Durchflusszytometrie, als auch
uber Fluoreszenzmikroskopie auf Einzelzellebene nachgewiesen werden.

Beide Zelltypen zeigten unter dem Fluoreszenzmikroskop eine etwa gleich starke
Fluoreszenzintensitat je  Zelle
(Abb.7.11, links). Mittels
Durchflusszytometrie lieRen sich

A9dZ MOI=111.011

A
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L L N

FSCH

nach 2 Tagen sehr viele negative

Zellen detektieren. GFP-positive

s A9-Zellen wiesen eine sehr starke

FL1H

Fluoreszenz je Zelle auf,

Astro WOI=1_2.016

weswegen die Zellpopulation fast
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L L

schon aufRerhalb des darstellbaren

FSGH

Bereichs lagen. 8% der A9 waren

positiv fur GFP. Astrozyten hatten

w  eine weniger intensive

Fluoreszenz, wie die Abbildung
Abb.7.11: GFP-Expression in (A) A9 und (B)

Astrozyten, 48h p.i., MOI=1; gezeigt ist je eine  (rechts) deutlich zeigt. Der Anteil

reprasentative Fluoreszenzaufnahme (40x), GFP-positiver Astrozyten lag bei
sowie ein reprasentativer Dot Plot

8% der Gesamtpopulation. Diese
Zahl war fur Astrozyten in etwa zu erwarten, nachdem 5-10% der Zellen NS1
exprimierten. Fur A9 dagegen lagen sie zu niedrig. Rekombinante Viren sind
jedoch weniger infektios als der Wildtyp [142], was mdglicherweise der Grund fur

die geringe Zahl an infizierten Zellen ist.

7.1.5.2 Expression von MCP-3

Astrozyten sind also in der Lage, das Transgen eines rekombinanten Parvovirus
zu exprimieren. Nun sollte Uberpruft werden, ob auch sekretorische Proteine, wie
z.B. das C-C-Chemokin MCP-3 (Monocyte chemoattractant protein-3) in

nachweisbaren Menge von diesen Zellen nach Infektion hergestellt werden.
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A9 und Astrozyten wurden zur Klarung dieser Frage in 24well-Platten ausgesat
(vgl. 5.1.4 und 5.1.5) und am nachsten Tag infiziert (vgl. 5.7.1). Die Uberstande
wurden nach 1-3 Tagen abgesammelt und im Labor von J. van Damme (Labor flr
Molekulare Immunologie, Rega Institut, Catholic University of Leuven, Belgien,
Kollaboration mit Dr. C.Dinsart, Abt. Rommelaere) auf den Gehalt an MCP-3 hin
untersucht.

Wie Abb.7.12 aufzeigt, sekretierten A9-Zellen nach Infektion mit recMVM-MCP-3

hohe Mengen des

100 A . .
% | Chemokins. Schon mit
= & /’ einer MOl von 1 konnte
E 70 MOI=0
2 gg / —=— MO nach zwei Tagen eine
g 40 +—MOF101 Konzentration von
g 301 —=— MOI=50
T 20 24 .2ng/ml gemessen
10
0 ‘ ‘ — werden, welche am
1 ? ° dritten Tag auf 86ng/ml
Tage nach Infektion
25 B angestieg. Eine Erhdhung
der Virusmenge hatte
2 -
T MO0 keine  Steigerung der
2 15
= —#—MOF1 | MCP-3-Expression  zur
2 / —a— MOI=10 P
S =—Moeso|  Folge. So waren mit den
° 059 MOls 10 und 50 gleicher-
0 ‘ ‘ — mafen 18ng/ml MCP-3

-

2 3

Tage nach Infektion im Uberstand nachzu-

Abb.7.12: Sekretion von MCP-3 durch (A) A9 und ~ Weisen. Am dritten Tag

(B) Astrozyten nach Infektion mit rekombinantem hatten die beiden
Parvovirus; gezeigt ist das Ergebnis eines
Experiments hoheren Virus-

konzentrationen ebenfalls
einen geringeren Effekt auf die Sekretion von MCP-3 als MOI=1 (22ng/ml). Im
Vergleich zu den sehr permissiven A9-Zellen lagen die Werte, die bei Astrozyten
erzielt wurden, sehr niedrig, aber immer noch im Nanogramm-Bereich (zum
Vergleich: Mikroglia sezernieren etwa 2-10ng/ml TNF-o nach Stimulation mit LPS
und IFN-y; siehe 6.1.1.1). Einen Tag nach Infektion war - wie fur A9 - noch kein

MCP-3 im Uberstand der infizierten Zellen nachzuweisen.

187



ERGEBNISSE

Mit MOI=1 war die Probe des zweiten Tages gleichfalls negativ, am dritten Tag
konnte man jedoch 1,95ng/ml des Chemokins nachweisen. Mit einer hoheren MOI
von 10 oder 50 wurden am zweiten Tag 0,6 bzw. 0,45ng/ml MCP-3 von Astrozyten
freigesetzt. Am dritten Tag stieg die Konzentration nochmals an und erreichte
Werte von 1,25ng/ml (MOI=10) bzw. 1,65ng/ml (MOI=50).

Zusammenfassend kann man festhalten, dass etwa 8% der Astrozyten in der Lage
sind, das Transgen nach Infektion mit rekombinantem MVM zu exprimieren. Auch
rekombinante, sekretorische Proteine werden somit in kleinen, aber messbaren

Mengen an das Medium abgegeben.

7.1.6 Toxische Effekte von MVM auf Gliazellen

Ein idealer Vektor muss spezifisch fur seine Zielzellen, hier Gliomzellen, sein.
Sofern er untransformierte Zellen infizieren kann, darf er dennoch nicht toxisch auf
das umliegende Gewebe wirken. Im Folgenden sollte daher eine mdgliche
Zytotoxizitat von wtMVMp auf Gliazellen untersucht. Dazu wurden A9, Astrozyten
und Mikroglia in 96well-Platten ausgesat und am nachsten Tag mit wtMVMp (MOI
von 0-100) infiziert. An den Tagen 2 und 3 wurde eventueller Zelltod uber LDH-
Messung ermittelt. Parallel dazu wurde die Zellviabilitat mittels CellTiter Assay

uberpruft. Die Ergebnisse sind in Abb.7.13 dargestelit.
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Abb.7.13: Toxizitat von wtMVMp auf A9 (A), Astrozyten (B) und Mikroglia (C), gemessen
Uber LDH-Freisetzung (1) und CellTiter Assay (2); gezeigt ist der Mittelwert aus drei bis flnf
unabhangigen Versuchen

In den Graphen A1 und A2 kann man deutlich den toxischen Effekt erkennen, den
wtMVMp auf A9-Zellen hatte. So waren nach zwei und drei Tagen in uninfizierten
A9 1,8-3,5% tote Zellen zu detektieren. Zugabe von Virus flhrte schon bei einer
geringen MOI von 3,125 zum Absterben von 87,6% (Tag 2) bzw. 96,2% (Tag 3)
der Fibroblasten. Desgleichen fuhrten die hoheren Viruskonzentrationen zum
massiven Tod von A9, wobei kein MOIl-abhangiger Anstieg registriert werden
konnte; es wurden anteilig zwischen 90% (MOI=25, Tag 2) und 105,5%
(MOI=6,25, Tag 3) toten Zellen mittels LDH-Messung nachgewiesen. Die

Zellviabilitatsmessung bestatigte diese Ergebnisse:
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Dementsprechend wurden nach Zugabe von wtMVMp an Tag 2 zwischen 31,3%
(MOI=3,125) und 21,4% (MOI=100) lebende Zellen gemessen, wobei die Viabilitat
mit ansteigender Virusmenge abnahm. Auch an Tag 3 setzte sich dieser Trend
fort: Der Anteil lebender Zellen lag zwischen 20,7% (MOI=3,125) und 17,6%
(MOI=100). Es kam also nicht zu einem vollstandigen Absterben der Kultur.
Daneben zeigten Astrozyten einen leichten Anstieg an toten Zellen nach
Virusinfektion, wobei jedoch die Mittelwerte nicht signifikant iber dem Hintergrund
der uninfizierten Zellen von 6,1% (Tag 2) bzw. 3,2% (Tag 3) liegen. Mit
ansteigender Virusmenge erhohte sich nun die Zahl der toten Zellen im
Versuchsansatz und erreichte am zweiten Tag Werte zwischen 15,5%
(MOI=3,125) und 21,7% (MOI=100). Am dritten Tag stieg der Anteil dessen
ungeachtet nicht an und lag zwischen 9,8% (MOI=3,125) und 20,7% (MOI=100).
Der Versuch wurde funfmal durchgeflihrt, wobei es zwei unterschiedlichen Effekte
von wtMVMp auf Balb/c Astrozyten zu detektieren gab: Eine Versuchsgruppe (3
Versuche) zeigte keinen Effekt des Virus; die zweite Gruppe (2 Versuche) zeigte
einen deutlichen Anstieg an toten Zellen, je mehr Virus zugegeben wurde. Bei all
diesen Versuchen schwankte der Hintergrundwert fur uninfizierte Zellen ebenfalls
relativ stark (vgl. Abb.7.13), weswegen die Daten normiert wurden: MOI=0 diente
fur jeden Versuch als Referenzwert und wurde auf 1 gesetzt. Der relative Verlauf
dieser beiden Gruppen ist in Abb.7.14 dargestellt. Wahrend die Werte in der
Gruppe ,kein Effekt* um 1

4,50
4,00 Tag2Gruppe| Schwanken, erkennt man
1 "Kein Effekt"
§ 250 bei Gruppe “Effekt” einen
S0 3,00 —— Tag 3 Gruppe
g5 2% Kein Bfek™ | deutlichen Anstieg an toten
2 £ 2,00 4 —&— Tag 2 Gruppe
2 2 150 "Effekt" Zellen mit zunehmender
S £ 1,00 1
= ) | —o— Tag 3 Gruppe . .
0,50 - ! "Effekt" Virus-menge. Die Werte am
0,00 |
0 313625125 25 50 100 zweiten Tag lagen zwar
Mol nicht signifikant Uber denen

Abb.7.14: Unterschiedliche Effekte von wtMVMp auf  der Gruppe ,kein Effekt®, die
Balb/c Astrozyten. Gruppe ,Kein Effekt® umfasst 3

unabhangige Versuche, Gruppe ,Effekt* 2 Versuche. Daten fur Tag 3 dagegen

deutlich. Sonach erreichte
der Anteil toter Zellen am dritten Tag mit der hochsten MOI=100 knapp 360% der
Kontrolle. Primarkulturen von Maus-Astrozyten scheinen also sehr heterogen zu

sein und unterscheiden sich in ihrer Sensitivitat gegeniber wtMVMp.
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Daher war es wichtig, die toxischen Effekte von wtMVMp in einer semi-in vivo
Situation naher zu untersuchen (vgl. 7.3). Untersuchung der Viabilitat von
Astrozyten nach Infektion mit wtMVMp zeigte keine unterschiedlichen Gruppen
(Abb.7.13, B2): Bei allen Ansatzen lag die Zahl der lebenden Zellen etwa auf dem
Niveau der uninfizierten Zellen (100%) und schwankte am zweiten Tag des
Versuchs zwischen 117,2% (MOI=12,5) und 104,6% (MOI=50). Am dritten Tag
lield sich ein geringer, jedoch nicht signifikanter Ruckgang der lebenden Zellen von
99% (MOI=25) auf 92% (MOI=100) feststellen.

Ahnlich verhielt es sich mit Mikroglia: Bei der Zellviabilititsmessung konnte keine
Abnahme an lebenden Zellen festgestellt werden. Die Zellzahlen schwankten
unabhangig von MOI und Zeitpunkt zwischen 100% und 113,2%. Mit der LDH-
Messung schien dagegen ein geringer Zelltod nachzuweisen zu sein. Der
Hintergrundwert lag an beiden Tagen recht hoch bei 13,0% (Tag 3) bzw. 13,8%
(Tag 2). Nach Infektion mit MOI=3,125 wurden am zweiten Tag 30,1% tote Zellen
gemessen. Dieser Wert sank mit steigender Virusmenge ab (25,4-23,8%), um bei
MOI=100 27% zu erreichen. Ebenso lie3 sich an Tag 3 kein Dosis-abhangiger
Zelltod feststellen; der Anteil toter Zellen lag bei MOI=3,125 bei 22,5%, sank aber
bis zu MOI=50 stetig auf 16,4% ab und erreichte mit MOI=100 23%. Es sprechen
also drei Fakten gegen einen virusinduzierten Tod von Mikroglia, aber fur ein
Problem innerhalb der Versuchsdurchfihrung: (i) zeigt CellTiter Assay keinen
Ruckgang der Zahl lebender Zellen. Im Gegensatz zu Astrozyten proliferieren
Mikroglia nicht, so dass ein Gleichgewicht zwischen Absterben und Neubildung
ausgeschlossen werden kann; (ii) ist kein Titrationseffekt des Virus zu erkennen.
Bei einem Effekt des Virus wird ein dosis-abhangiger Anstieg an toten Zellen (vgl.
Astrozyten) oder ein starkeres Absterben (vgl. A9) erwartet; (iii) ist kein
Unterschied an beiden Tagen zu erkennen. Ein Tod, der von einem bestimmten
Agens ausgelOst wird, sollte an beiden Tagen zumindest die selbe Anzahl toter
Zellen zur Folge haben. In den meisten Fallen lagen hier die Werte fur den dritten
Tag unter denen des zweiten. Da sich die Kontrolle aufgrund fehlender
Proliferation auch nicht andert, muss der gemessene LDH-Wert aus einem

spontanen Zelltod der Mikroglia resultieren.
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7.2 Infizierbarkeit von Gliomzellen

Bei einer Gentherapie von Gliomen muss die Sicherheit des umliegenden,
empfindlichen Gewebes Prioritdt haben. Daneben ist es gleichfalls wichtig, dass
der gewahlte Vektor selektiv und infektids fur die Tumorzellen ist. Daher wurde im
Folgenden untersucht, ob und in welcher GroRenordnung die hier verwendeten

Modellzelllinien durch den Parvovirus MVMp infizierbar sind.

7.2.1 Expression von NS1 in infizierten Gliomzellen

Zunachst sollte die Expression von NS1 in Astrozytomzelllinien nach Infektion mit
wtMVMp untersucht werden. Dazu wurden die verschiedenen Zellen in 24well-
Platten ausgesat (vgl. 5.1.5) und am nachsten Tag mit MVM (MOI=0/10/100)
infiziert (vgl. 5.7.1). Nach 1-3 Tagen wurden die Zellen in 1xSB lysiert und Uber
Western Blot analysiert (vgl. 5.8). Als Proteinmengenkontrolle wurde das
Haushaltsgen p-tubulin detektiert.

Wie Abb.7.15 darstellt, exprimierten die drei verwendeten Zelllinien recht
unterschiedliche Mengen des viralen Proteins NS1 (beachte Expositionszeit!).
Dementsprechend waren GL261-Zellen sehr gut mit wtMVMp infizierbar. Sie
zeigten an allen untersuchten Zeitpunkten ein starkes Signal fur NS1, unabhangig
von der verwendeten MOI. Das Signal fur p-tubulin stieg von Tag 1 auf Tag 3
geringfligig an, wobei an Tag 2 nichts zu sehen war. Mdglicherweise war an dieser
Stelle der Membran der Transfer ineffektiv. MT539MG-Zellen waren im Vergleich
mit den GL261 sehr viel weniger permissiv fur wtMVMp und produzierten weniger
NS1. Das Signal war bei MOI=10 deutlich schwacher als bei MOI=100. An den
ersten beiden untersuchten Tagen anderte sich die Signalstarke kaum, nahm aber
scheinbar am letzten Tag etwas ab. Tubulin blieb relativ konstant. SMA560-Zellen
waren am schlechtesten der drei Zelllinien infizierbar und exprimierten auch nur
wenig NS1. Die Proteinmenge nahm mit verwendeter Virusmenge zu; das Signal
nahm auf’erdem mit der Zeit anscheinend ebenfalls zu. Gleichzeitig nahm aber

auch die Menge an B-tubulin zu.
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Abb.7.15: Expression von NS1 und B-tubulin in infizierten Gliomzellen der
Zelllinien MT539MG, SMA560 und GL261; MOI aufsteigend =0/10/100

7.2.2 Expression von Transgen nach Infektion mit rekombinanten Parvoviren

Neben der Expression des ersten viralen Proteins NS1 sollte weiterhin die
Produktion von Transgenen nach Infektion mit rekombinanten Parvoviren in
Gliomzellen untersucht werden. Da die verwendeten GL261-Zellen bereits
Gegenstand der Doktorarbeit von M. Enderlin (2005) waren, wurden sie im
Folgenden nicht weiter untersucht. Es sei erwahnt, dass sie gute Produzenten von
Transgenen wie GFP oder IP-10 waren [195].

Zunachst sollte die Expression von GFP in MT539MG und SMAS560 untersucht
werden. Dazu wurden die Zellen in 6cm Schalen ausgesat (vgl. 5.1.5), mit MOI=1
am nachsten Tag infiziert (vgl. 5.7.1), nach 48h mit Trypsin-EDTA abgel6st und
uber Durchflusszytometrie analysiert. Die Ergebnisse sind in Abb.7.16 dargestellt.

Im Vergleich mit Astrozyten (siehe auch 7.1.5.1), bei denen nach 48h 8% aller
Zellen Transgen exprimierten, fiel die Zahl an GFP-positiven Zellen in infizierten
MT539MG mit 1,58% gering aus.
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Bei diesen Zellen muss man jedoch bedenken, dass sie sehr stark proliferieren.
Daruber hinaus kommt es bei rekombinanten Parvoviren durch die fehlende VP-
Region zu keiner Neuproduktion von Virionen und damit zu keiner ,Re-Infektion®
der Zellen. Bezieht man die Zahl der GFP-exprimierenden Zellen auf die Zellzahl,
die ursprunglich infiziert wurden, erhalt man etwa 25% positive Zellen. Etwa ein
Viertel der theoretisch infizierten MT539MG replizierte also recMVM und
exprimierte GFP.

SMA sind sehr viel schlechter infizierbar: Nach zwei Tagen waren 0,25% der
gesamten Population GFP-positiv. Bezogen auf die urspringlich infizierten Zellen
waren 4,5% der Zellen positiv. SMA560-Zellen sind somit kaum permissiv fir
wtMVMp.

A Astro OI=1_2.016 MTRCI=1_1.007 SMA M= 2012
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Darlber hinaus sollte ein therapeutisch relevantes Transgen (MCP-3, vgl. 7.1.5.2)
auf seine Expression in infizierten Gliomzellen hin untersucht werden. SMA560
wurden dazu nicht herangezogen, da sie kaum infizierbar sind. MT539MG wurden
in 24well-Platten ausgesat (vgl. 5.1.5) und mit recMVM-MCP-3 (verschiedene
MOI) infiziert (vgl. 5.7.1). Die Uberstande der Zellen wurden nach 1-3 Tagen
abpipettiert und im Labor von J. van Damme (vgl. 7.1.5.2) auf den Gehalt an MCP-
3 hin untersucht. Das Ergebnis ist in Abb.7.17 dargestellt und sollte mit Abb.7.12
verglichen werden.

MT539MG-Zellen sezernierten demnach ansteigend mit der Zeit MCP-3. Mit einer
MOI=1 wurden am ersten Tag der Analyse nur minimale Mengen des Chemokins
nachgewiesen (0,45ng/ml). Die Konzentration stieg weiter an, erreichte am
zweiten 3,4ng/ml und am dritten Tag 6,4ng/ml. Eine Erhdhung der zugegebenen
Virusmenge fuhrte nicht zu einer Erhéhung des freigesetzten MCP-3. So lagen die
Werte mit MOI=10 bei Ong/ml (Tag 1), 2,4ng/ml (Tag 2) und 4,8 ng/ml (Tag 3).
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Abb.7.17: Expression von MCP-3 durch MT539MG
nach Infektion mit rekombinantem MVM; die
Uberstdnde wurden 1-3 Tage nach Infektion
abgenommen und analysiert
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Verwendung von MOI=50
fuhrte in MT539MG-Zellen am
ersten Tag zu keiner Sekretion
von MCP-3, an den folgenden
Tagen jedoch von Mengen um
2,05ng/ml  (Tag 2) bzw.
3,9ng/ml (Tag 3). Die
freigesetzten Konzentrationen
liegen somit zwischen denen,

die mit A9 (maximal 86ng/ml)

und Astrozyten (maximal 1,95ng/ml) erreicht wurden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass von den verwendeten Gliomzelllinien
GL261 am besten mit wtMVMp infizierbar sind. MT539MG sind nur zum Teil
permissiv, produzieren aber nach Infektion mit rekombinantem Virus messbare

Konzentrationen an MCP-3 (ng-Bereich). SMA560 sind kaum infizierbar.

7.3 wtMVMp im ,,semi-in vivo* Modell Organotypische Kultur

Die Organotypische Kultur als Gehirnmodell wurde bereits unter 6.3 vorgestellt
und naher charakterisiert. Auch im Zusammenhang mit Gentherapie ist sie
interessant. Man konnte z.B. Uberprufen, ob Parvoviren in einer in vivo Umgebung
praferenziell von normalen oder von Tumorzellen aufgenommen und repliziert
werden. Die Effekte eines Transgens auf die Viabilitat des Gewebes kdnnen mit
der OTC schon vor Beginn von Tierversuchen ,im Kleinen“ untersucht werden.
Dass dies maglich ist, zeigen verschiedene Publikationen [158; 159].

Es wurden folgende Versuche unternommen, diese Fragen zu klaren: Zum Ersten
wurde die Viabilitdt der OTC nach Infektion mit wtMVMp mittels PIl-Farbung
und/oder Mikroskopie analysiert; zum Zweiten wurde versucht, das ,Targeting“
von MVM im Gewebe mittels Immunhistochemie und FISH (fluorescence in situ-

hybridization) nachzuweisen.
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Eine Ubersicht iber verschiedene OTC, die infiziert wurden, gibt Tabelle 7.1.

_ Methode der | Strukturelle Integritat der
OTC pfu/Schnitt
Infektion Kultur nach Infektion
Alle Schnitte, auch
#220304 1*106; 1*10’ 7 unbehandelte, waren
sehr pords (abgestorben)
5 5 Sehr gut, kein
#160604 1*10°; 1*10 8
Unterschied zur Kontrolle
Sehr gut, kein
#240804 1*10"; 8,25*10" ! J
Unterschied zur Kontrolle
. 8 Sehr gut, kein
#241104 1*10"; 1*10 9
Unterschied zur Kontrolle

Tab.7.1: Ubersicht liber verschiedene Organotypische Kulturen, die mit wtMVMp
infiziert wurden. Es wurden verschiedene pfu/Schnitt sowie verschiedene
Infektionsmethoden getestet.

Die erste OTC, die mit Virus infiziert wurde (#220304), starb massiv ab. Auch
unbehandelte und mock-infizierte wurden porés und zerfielen. Ein Grund fir diese
Gewebenekrose konnte nicht gefunden werden; moglicherweise waren die
Bedingungen im verwendeten Inkubator nicht konstant. In den weiteren Kulturen
wurden sowohl verschiedene pfu/Schnitt als auch verschiedene Methoden zur
Infektion verwendet. In keiner der Kulturen konnte ein durch wtMVM verursachter
Zelltod festgestellt werden. Alle Schnitte sahen zum Zeitpunkt der Fixierung

normal aus; Strukturen waren gut erhalten (vgl. Abb.6.41) .

Uber den Nachweis von Kapsiden, viraler DNA oder viralen Proteinen konnte nun
geklart werden, welche Zellen Parvovirus MVM bei einer Infektion des Gehirns
bevorzugt infiziert. Um dies im Modell der OTC zu Uberprifen, wurden die in

Tab.7.1 aufgeflihrten Kulturen am Kryostaten geschnitten.

" Das Inoculum wurde hier, wie unter 5.1.6.2 (Implantation von MT539MG in Schnittkulturen)
beschrieben, unter das Gewebe auf den Membraneinsatz pipttiert.

® Hier wurde das Inoculum vorsichtig auf den zu behandelnden Schnitt pipettiert, ohne das
Gewebe zu berthren.

® Der Virus wurde in das Medium der Schnitte pipettiert
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Die Gefrierschnitte wurden immunhistochemisch mit Antikérpern gegen NS1 und
Kapside gefarbt (vgl. 5.4.4) Es wurden verschiedene Parameter fur diese Farbung
getestet. So wurde sowohl die Fixierung des Gewebes abgeandert
(Paraformaldehyd (Pfa) statt Immunfixativ) als auch die Fixierung der
Gefrierschnitte (Pfa, Formalin, Methanol bzw. Aceton). Weiterhin wurden
verschiedene Permeabilisierungs- (Tween, Triton) und Blockierungslosungen
(Casein, BSA, verschiedene Seren) getestet. Mit keinem der Protokolle konnte ein
Signal detektiert werden, weder fur NS1 noch fur Kapside. Erhdhung der
zugegebenen pfu, aber auch Implantation von prainfizierten Gliomzellen oder
Astrozyten brachten nicht den gewinschten Erfolg. Daher sollte ein Protokoll flr
Fluoreszenz in situ-Hybridisierung aufgesetzt werden. Die Idee war, virale DNA
kurze Zeit nach der Infektion in den Schnitten nachzuweisen und Uber
Doppelfarbung mit Antikérpern die infizierten Zellen zu identifizieren. FISH hat
hierbei den Vorteil, dass sie spezifischer ist als IHC, so dass ein geringerer
Hintergrund erwartet werden kann. Zudem findet in dem hier verwendeten
Protokoll eine dreifache Signalverstarkung statt (vgl. 5.7.4), so dass auch kleine
Signale nachgewiesen werden kdénnen. Wahrend die Technik bei infizierten A9-
Zellen zu sehr guten Resultaten fuhrte (vgl. Abb. 7.18), konnte in OTC kein
spezifisches Signal detektiert werden.

Da alle Versuche, die im Rahmen dieser Arbeit unternommen worden waren,
Parvoviren im semi-in vivo Modell OTC nachzuweisen, fehlschlugen, wurde dieses

wichtige Thema ausgegliedert und stellt ein eigenstandiges Projekt dar [199].
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Abb.7.18: Fluoreszenz in situ-Hybridierung von infizierten A9-Zellen.
A9 wurden fir 48h mit MOI=10 wtMVMp infiziert und nach Protokoll
(5.9) gefarbt.

74 Einfluss von immunstimulierenden Faktoren auf die parvovirale

Infektion von Glia- und Gliomzellen

Unter den vielen Faktoren, die uUber den Erfolg oder Misserfolg einer
Immuntherapie entscheiden, spielt sicher auch der Einfluss des therapeutischen
Transgens auf die Infektivitat des gewahlten Vektors und damit auf seine eigene
Produktion eine wichtige Rolle. Wie unter Abschnitt 6 gezeigt werden konnte,
kdnnen Mikroglia mit LPS und IFN-y dahingehend aktiviert werden, dass sie
toxisch auf Gliomzellen wirken. Daher sollte untersucht werden, ob diese
Aktivierung der Gliazellen ihre Infizierbarkeit mit wtMVMp in positiver oder
negativer Weise andert. In gleicher Weise sollte Uberprift werden, ob sich die

Infektion von Gliomzellen unter immunstimulatorischem Einfluss andert.
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7.4.1 Einfluss von LPS und IFN-y auf die parvovirale Infektion von Gliazellen

Gliazellen wurden in einer Konzentration von 1*10° Zellen/Well in 24well-Platten
ausgesat und am nachsten Tag mit wtMVMp (MOI=0/10/100) infiziert. Die hohe
Virusmenge MOI=100 wurde gewahlt, um Effekte, die nur bei geringeren
Konzentrationen auftreten, auszuschlie3en. Eine Stunde nach der Infektion wurde
je Well 1ml cDMEM zugegeben; einem Teil der Wells wurden 0,1ug/ml LPS und
33ng/ml IFN-y zugesetzt. Nach zwei und drei Tagen wurde der Uberstand
abgenommen (siehe 7.5); die Zellen wurden in 1xSB + RMe lysiert (vgl. 5.8.1) und
uber Western Blot auf den Gehalt an NS1 analysiert (vgl. 5.8). Das Ergebnis ist in
Abb.7.19 dargestellt.

Tag 2 p.i. Tag 3 p.i.
] __— ] __——] MOl
- - - +4++ - - - 4+ 4+ + LPS/IFN+y
Astrozyten o0 an - o -
g —72kDa
Mikroglia — 79kDa

]

Abb.7.19: Einfluss von LPS/IFN-y-Stimulation auf die NS1-Expression in
MVM-infizierten Astrozyten und Mikroglia; 10min Expositionszeit; ein
reprasentatives von drei Experimenten; MOI aufsteigend 0/10/100

Behandlung von Astrozyten mit LPS und IFN-y fuhrte zu einer deutlichen
Reduktion des NS1-Signals im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Wahrend also
an Tag zwei ein klares Signal bei unstimulierten Astrozyten zu sehen war, fiel
dieses nach Stimulation schwacher aus. Noch deutlicher konnte der Effekt nach
drei Tagen beobachtet werden. Die Bande fur NS1 war ohne Behandlung etwas
schwacher als am zweiten Tag; Stimulation der Astrozyten fuhrte zu einem fast
vollstandigen Verschwinden des Signal bei MOI=10. Bei MOI=100 war NS1 zu
sehen, jedoch deutlich schwacher als in unbehandelten Zellen. Bei Mikroglia war
am zweiten Tag ohne Behandlung gleichfalls eine sehr schwache Bande bei etwa

80kDa zu erkennen, die aber mit Stimulation und Zeit wieder verschwindet.
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LPS und IFN-y fihren also zu einer Reduktion der Infektivitat von wtMVMp in
Gliazellen. Die Frage, welche Mediatoren fur den beobachteten Effekt
verantwortlich sind, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter verfolgt. Sie

wurde in einem eigenstandigen Projekt bearbeitet [197].

7.4.2 Einfluss von LPS und IFN-y auf die Infektivitat von Gliomzellen

Wie fur Gliazellen (s.o.) sollte auch fur verschiedene Gliomzelllinien der Eingluss
von LPS und IFN-y auf die Infektivitat von Parvovirus MVM Uuberprift werden.
Dazu wurden Zellen der Zelllinien MT539MG, SMA560 und GL261 in 24well-
Platten ausgesat (vgl. 5.1.5) und am nachsten Tag mit wtMVMp (MOI=0/10/100)
infiziert (vgl. 5.7.1). Eine Stunde nach der Infektion wurde je well 1ml cDMEM
zugegeben, welchem teilweise LPS und IFN-y in den Ublichen Konzentrationen
(vgl. 5.1.7) zugesetzt war. Nach einem bis drei Tagen wurde der Uberstand
abgenommen und die Zellen in 1xSB + BME lysiert (vgl. 5.8.1). Die Lysate wurden
uber Western Blot auf den Gehalt an NS1 getestet. Das Ergebnis ist in Abb.7.20
dargestellt. Es wurde die selbe Membran wie fur Abb.7.15 verwendet; die

unbehandelten Gliomzellen waren bereits dort zu sehen.

Tag 1 p.i. Tag 2 p.i. Tag 3 p.i.
-=-=- 4+4+4+ - - - 4+++ - - - 4+ + + LPS/IFNy

wrssomc| W = ¢ H‘ -8 i .—72kDa

SMA560 = =i - 5. - wW 7oDa

GL261 " - b' “ “ “—72kDa

Abb.7.20: Einfluss von LPS und IFN-y auf die Infektivitat von wtMVMp in
Gliomzellen. Expositionszeiten: MT539MG 10min; SMA560 30min; GL261 1min;
MOI aufsteigend 0/10/100

MT539MG zeigten, wie bereits unter 7.2.1 beschrieben, eine befriedigende
Expressionsrate des viralen Proteins NS1. Es waren Unterschiede zwischen den
Signalstarken der beiden MOI, nicht jedoch zwischen den einzelnen Tagen

festzustellen.
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Stimulation der Zellen mit LPS und IFN-y hatte keinen Einfluss auf dieses Muster.
Bei SMAS560 hatte diese Behandlung zunachst gleichermalien keinen (MOI=100)
oder nur sehr wenig (MOI=10) Einfluss auf die NS1-Expression (Tag 1). Ab dem
zweiten Tag nahm das ohnehin schwache Signal unter LPS/IFN-y-Einfluss ab und
verschwand am dritten Tag fast vollstandig. Bei GL261-Zellen konnte ebenfalls
eine Reduktion des NS1-Signals nach Stimulation beobachtet werden; der Effekt
trat vom ersten Tag an auf.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die drei Gliomzelllinien unterschiedlich
auf Infektion und Stimulation reagieren. Wahrend bei GL261 und SMAS560 eine
Reduktion des NS1-Signals zu beobachten ist, andert die LPS/IFN-y-Behandlung

die Expression des nichtstrukturellen Proteins in MT539MG-Zellen nicht.

7.5 Einfluss von MVM auf die Inmunkompetenz von Gliazellen

Viren sind keine neutralen Agenzien und auch wenn sie keine produktive Infektion
hervorrufen, kénnen sie doch den Metabolismus ihrer Wirtszelle beeinflussen. Fur
eine Immuntherapie, die auf die Aktivierung von Mikroglia abzielt, ist es nun
wichtig, den Einfluss des Vektors (hier: Parvovirus MVM) auf die
Immunkompetenz der Effektorzellen zu untersuchen. Da Astrozyten desgleichen
eine gewisse Immunkompetenz besitzen, wurden sie in die Analyse mit
einbezogen. Als Mal} fur Immunkompetenz sollen hier die Sekretion von TNF-a
und Stickstoffoxid (NO) gelten (vgl. 6).

7.5.1 Einfluss von wtMVMp auf die TNF-a-Sekretion von Gliazellen

In Kapitel 6.1.1.1 wurde bereits dargelegt, dass Mikroglia nach Stimulation mit
0,1ug/ml LPS und 33ng/ml IFN-y hohe Mengen an TNF-a ausschutten (vgl.
Abb.6.1). Um den Einfluss einer parvoviralen Infektion auf die Immunkompetenz
von Gliazellen zu untersuchen, wurden zunachst 1*10° Astrozyten und Mikroglia in
24well-Platten ausgesat (vgl. 5.1.4) und am nachsten Tag mit wtMVMp infiziert
(vgl. 5.7.1). Als MOI wurden neben ,kein Virus“ 10 und 100 Partikel/Zelle gewahlt,
um dosisabhangige Effekte zu berlcksichtigen; sehr viele Viren je Zelle kdnnten
auch ohne Replikation, alleine durch ihre Anwesenheit, den Stoffwechsel der
Zellen storen. Eine Stunde nach der Infektion wurden die Zellen mit 1ml cDMEM

versetzt, dem teilweise LPS und IFN-y zugesetzt worden war (vgl. 5.1.7).
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Nach zwei und drei Tagen wurden die Uberstande der Zellen abpipettiert und tber
ELISA (vgl. 5.2.1) auf den Gehalt an TNF-a untersucht. Die Zellen wurden in 1xSB
+ BMe lysiert (siehe 7.4.1).

Wie Abb.7.21, A zeigt, sezernierten auch Balb/c Mikroglia hohe Mengen an TNF-a
nach Stimulation mit LPS und IFN-y (vgl. auch Abb.6.1, VM/Dk Mikroglia). Im

Uberstand uninfizierter A

Zellen lielen sich an
_ 5000
beiden Tagen etwa T 4000
[o]
2890pg/ml TNF-a. & 3000 mTag2
o mTag 3
nachweisen. Unter E, 2000
Infektion mit  wtMVMp 1000
: , : 0 T :
zeigte sich kein klarer RN & LS
Trend in Bezug auf die Y ©® @ ARSI
Zytokin-Freisetzung. Die unbehandelt + LPS/IFN-y
gemessenen Kon- B
zentrationen schwankten 6000
5000 -
zwischen 3850pg/ml (Tag §4ooof
2, MOI=10) und 2 3000 | mTag2
o mTag 3
2490pg/ml (Tag 3, £ 2000
(3]
MOI=100). Starke 1000 4
: , 0 : : : m
Abweichungen zwischen S e S S o
den durchgefiihrten ¥ @ ¥ @
Versuchen werden durch
unbehandelt + LPS/IFN-y
die hohe Standard-
abweichung reprasentiert. Abb.7.21: TNF-o-Sekretion in infizierten und
. uninfizierten,  stimulierten und  unstimulierten
Astrozyten  sezernierten Gliazellen; (A) Balb/c Mikroglia, Mittelwert aus vier

Experimenten, (B) Balb/c Astrozyten, Mittelwert aus

nach Stimulation mit LPS . )
drei Experimenten

und IFN-y ebenfalls TNF-

a, wenn auch in ungleich geringeren Mengen als Mikroglia. Am zweiten Tag liel3en
sich - mit der MOI leicht ansteigend - 580pg/ml (MOI=0), 610pg/ml (MOI=10) bzw.
650pg/ml (MOI=100) TNF-o. im Uberstand stimulierter Astrozyten nachweisen.
Dieser Anstieg war jedoch nicht signifikant und unterlag experimentellen

Schwankungen. An Tag 3 konnte das Zytokin gleichermallen detektiert werden.
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Die Werte lagen geringflgig unter denen des zweiten Tages und erreichten
420pg/ml  (MOI=0), 480pg/ml (MOI=10) und 430pg/ml (MOI=100). Diese
Abweichungen waren ebenfalls nicht signifikant und auf experimentelle
Variationen zurtckzufuhren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Mikroglia, aber auch Astrozyten nach
Stimulation mit LPS und IFN-y das Zytokin TNF-a freisetzen. Die Konzentrationen
sind bei Astrozyten etwa 6-mal niedriger als bei Mikroglia. Infektion mit wtMVMp

hat keinen Einfluss auf die Sekretion von TNF-a..

7.5.2 Einfluss auf iNOS-Expression und NO-Freisetzung

Stickstoffoxid soll als zweiter Indikator fur die Immunkompetenz der hier
verwendeten Gliazellen herangezogen werden. Die Uberstande aus 7.5.1 wurden
hierfur mittels Griess Reaktion (vgl. 5.2.2) auf den Gehalt an NO analysiert. Die
Lysate aus 7.4.1/7.5.1 wurden weiterhin Uber Western Blot auf die Expression von
iINOS hin Uberprift (siehe Abb.7.23).

Wie VM/Dk Mikroglia (vgl. Abb.6.1) sezernierten auch Balb/c Mikroglia hohe
Mengen an NO nach Stimulation mit LPS und IFN-y (Abb.7.22). Wahrend in
unstimulierten Zellen (MOI=0) 3,77uM (Tag 2) bzw.1,6uM (Tag 3) Stickstoffoxid
nachgewiesen werden konnten, sezernierten uninfizierte, stimulierte Zellen nach
zwei Tagen 20,1uM NO. Nach drei Tagen stieg dieser Wert nochmals auf 31,7uM
an. Am zweiten Tag schienen sich die NO-Konzentrationen unter Infektion zu
erhohen. So lielRen sich bei unbehandelten Mikroglia 9,6uM (MOI=10) bzw. 6,9uM
(MOI=100) NO im Uberstand nachweisen. Diese Werte liegen aber noch im
Bereich des normalen Hintergrunds, der mit der Griess Reaktion erwartet werden
kann. Nach Stimulation schienen die gemessenen NO-Konzentrationen mit
steigender Virus-Konzentration auf 28,9uM (MOI=10) und 22,17uM (MOI=100)
anzusteigen. Die Schwankungen waren jedoch nicht signifikant, wie die
Standardabweichung beweist. Nach drei Tagen sanken die Werte nach Infektion
ab und erreichten nach Stimulation 28,3uM (MOI=10) bzw. 20,9uM (MOI=100).
Diese Schwankungen waren gleichfalls nicht signifikant, sondern auf

experimentelle Variationen zurtickzuflhren.
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Unstimulierte Astrozyten
gaben scheinbar sehr viel
mehr NO konstitutiv ab
Die

gemessenen Werte lagen

als Mikroglia.
am zweiten Tag bei 10uM
(MQOI=0), die
Konzentration stieg mit
MOI=10 auf 21,2uM an

und erreichte mit
MOI=100 18,8uM. Am
driten Tag waren sie
generell niedriger und
lagen zwischen 3,3uM
(MOI=10) und 7,2uM
(MQOI=100). Unter

Stimulation sezernierten

Astrozyten nach zwei
Tagen 20uM (MOI=0/10),
was mit der
MOI=100 etwas abnahm

12uM. Die

hochsten

auf hier
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Abb.7.22: NO-Freisetzung in Mikroglia und
Astrozyten +/- wtMVMp, +/- Stimulation. (A)

Mikroglia, Mittelwerte aus vier Experimenten, (B)
Astrozyten, Mittelwerte aus drei Experimenten

gemessenen Werte lagen also kaum uber der Kontrolle (unstimulierte Zellen). Am

dritten Tag liel3 sich allerdings deutlich mehr NO nach Stimulation nachweisen.

Dementsprechend setzten uninfizierte Astrozyten 26,6uyM NO frei, mit MOI=10
28,3uM und mit MOI=100 20,3uM.
Zusammenfassend scheint es also so, als wirde mit der hochsten MOI stets

weniger NO produziert werden als in den uninfizierten Zellen bzw. mit MOI=10.

Die experimentellen Schwankungen sind freilich recht hoch, so dass keine

eindeutige Aussage darlUber getroffen werden kann; die Variationen sind nicht

signifikant.
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Western Blot Analyse der behandelten, lysierten Zellen ergab klare Signale flr
INOS (vgl. Abb.7.23). Sowohl Astrozyten als auch Mikroglia (vgl. 6.1.1.2) wiesen
nach Stimulation mit LPS und IFN-y, nicht jedoch konstitutiv eine klare Bande bei
130kDa auf. Astrozyten gaben ein deutlich schwacheres Signal als Mikroglia,
wobei bei Ersteren die Expression von iINOS vom zweiten zum dritten Tag
zunahm. Bei Letzteren scheint die Proteinmenge leicht abgenommen zu haben.
Bei den Mikroglia war weiterhin auffallig, dass sich die Gréke des Proteins vom
zweiten zum dritten Tag hin zu andern schien. Dies konnte jedoch nicht
reproduziert werden und ist wahrscheinlich auf Unterschiede (Wirbel 0.A.) im
SDS-Gel zurltickzufuhren. Infektion mit wtMVMp anderte nichts an der
Expressionsrate von iINOS; sowohl bei Astrozyten als auch bei Mikroglia blieb die

Signalstarke - unabhangig von der zugegebenen Virusmenge - gleich.

Tag 2 p.i. Tag 3 p.i.
] __— __— __——] MO
- - =-++4+ - - - 4+ 4+ + LPS/IFNy
Astrozyten ;
™ s == == — 130kDa
Mikroglia m --- —130kDa

Abb.7.23: Einfluss von LPS/IFN-y-Stimulation auf die
iINOS-Expression in MVMe-infizierten Astrozyten und
Mikroglia; 10min Expositionszeit; ein reprasentatives
von drei Experimenten, gezeigt ist die selbe Membran
wie in Abb.7.19

7.5.3 Die Zytotoxizitat von Mikroglia wird durch Infektion nicht beeinflusst

Eine Immuntherapie, die auf toxische Effekte einer bestimmten Zellpopulation
(hier: Mikroglia) gegen eine weitere (hier: Gliome) abzielt, darf durch den
verwendeten Vektor nicht beeintrachtigt werden. Daher sollte mit den folgenden
Versuchen uberpriuft werden, ob stimulierte Mikroglia nach Infektion mit wtMVMp
dieselbe Zytotoxizitat gegenuber zwei Modellzelllinien (L929, MT539MG) besitzen,

wie sie bereits unter Kapitel 6 dargestellt wurde.
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Da in diesem Kapitel VM/Dk Zellen verwendet wurden, wird auch im Folgenden

mit Mikroglia dieses Stammes gearbeitet.

7.5.3.1  Zytotoxizitat gegen L929

Im Uberstand LPS/IFN-y-stimulierter Mikroglia ist hauptséchlich TNF-o. fiir das
Absterben von L929-Zellen verantwortlich (vgl. 6.1.1.4). Zwar wird die Freisetzung
des Zytokins durch wtMVMp nicht beeintrachtigt (vgl. 7.5.1), es ist aber trotzdem
maoglich, dass die biologische Aktivitat durch Interaktionen mit dem Virus abnimmt.
Um dies zu uberprufen, wurden L929-Zellen in 96well-Platten ausgesat (vgl. 5.1.5)
und am nachsten Tag mit Mikroglia-Uberstand versetzt. Die VM/Dk Zellen wurden
zuvor in 24well-Platten umgesetzt (vgl. 5.1.4) und am nachsten Tag infiziert
(MOI=0/10/100, vgl. 5.7.1). Nach einer Stunde Infektion wurde je Well 1ml DMEM-
5%FCS zugegeben, dem teilweise 0,1ug/ml LPS und 33ng/ml IFN-y zugesetzt
wurden. Nach zwei Tagen wurden die Uberstinde abgenommen und auf die
L929-Zellen gegeben. Diese wurden nun fur einen und zwei Tage inkubiert. Zur
Messung des Zelltods wurde zum einen eine LDH-Messung, zum anderen eine
AlamarBlue Reduktion durchgefiihrt. Das Ergebnis ist in Abb.7.24 dargestellt.
Zunachst kann man feststellen, dass L929 im Uberstand unbehandelter Mikroglia
zu einem gewissen Teil LDH an das Medium abgaben (24% tote Zellen an Tag 1).
Am zweiten Tag war der Wert niedriger, was sicher auf die hdhere Bezugsgroflie
zuruckzufihren ist (vgl. 6.1.1.4). Die Werte stiegen jedoch mit der MOI an, von
7,7% (MOI=0) auf 14,7% (MOI=100). Auch die AlamarBlue Reduktion trug diesem
Zustand Rechnung: Wahrend am ersten Tag unabhangig von der MOI 100%
lebende Zellen gemessen wurden, sank die Zellzahl mit hdherer Virusmenge leicht
ab. Mit MOI=0 und 10 wurden 88% bzw. 90% lebende Zellen nachgewiesen, mit
MOI=100 waren es noch 79%. L929 sind wie die gut infizierbaren A9 Fibroblasten;
daher verwundert es nicht, dass der Virus in der Lage war, sie zu infizieren und zu

lysieren.
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Abb.7.24: Infektion mit wtMVMp &ndert nichts an der
Zytotoxizitat von aktivierten Mikroglia gegen L929-
Zellen. (A) LDH-Messung, (B) AlamarBlue Reduktion.
Gezeigt sind Mittelwerte aus drei unabhangigen
Experimenten.
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Betrachtet man jetzt die
L929-Zellen, die mit dem

Uberstand  stimulierter
Mikroglia behandelt
wurden, lasst sich, wie in
Abb.6.4 bereits
dargestellt, ein hoher

Anteil toter Zellen Uber
LDH-Messung erkennen:
Ohne Infektion starben
78% (Tag 1) bzw. 68%
(Tag 2).
Mikroglia fihrte an beiden

Infektion der

Tagen zu einer leichten,
aber nicht signifikanten
Erhdhung der Zahl toter
Zellen. Am ersten Tag
lieBen sich somit 76%
(MQOI=10) 82%
(MOI=100) LDH-frei-

setzende Zellen messen;

bzw.

am zweiten Tag waren es

70,7% (MOI=10) bzw. 72,4% (MOI=100). Mdglicherweise spielte hier der leichte

toxische Effekt von wtMVMp eine gewisse Rolle. Die AlamarBlue Reduktion zeigte

jedoch keinen Anstieg an lebenden Zellen, sondern eine gleich bleibende Viabilitat

nach Infektion. Demgemall waren an Tag 2 stets 76-77% lebende Zellen

nachzuweisen, an Tag 3 mit 60-62% etwas weniger. LDH-Messung zeigte also

einen hdheren Zelltod als die AlamarBlue Reduktion. Apoptotische Zellen kdnnen

aber, obwohl ihre Membranintegritat schon gestort ist (und sie somit bereits LDH

abgeben), noch metabolisch aktive/reduzierende Mitochondrien besitzen (und

damit zu einer raschen Reduktion von AlamarBlue beitragen), was die Diskrepanz

zwischen den beiden Messmethoden mdglicherweise erklart.
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Das von Mikroglia sezernierte TNF-a ist also auch nach Infektion mit wtMVMp
biologisch aktiv; es flhrt innerhalb von zwei Tagen zu einem massiven Absterben
von L929-Zellen.

7.5.3.2 Zytotoxizitat gegen MT539MG

Bisher konnte also gezeigt werden, dass wtMVMp weder die Sekretion von TNF-a
und NO noch den toxischen Effekt auf L929 durch aktivierte Mikroglia negativ
beeinflusst. Da der Ausldser fur den Tod von Gliomzellen (vgl. 6.1.2) jedoch im
Rahmen dieser Arbeit nicht identifiziert werden konnte, ist damit noch nicht
geklart, ob die beobachtete Toxizitit des Mikroglia-Uberstandes gegen
Gliomzellen durch Infektion mit Parvovirus MVM beeintrachtigt wird. Dies sollte im
Folgenden geklart werden, wobei genauso verfahren wurde wie fur L929
beschrieben (vgl. 7.5.3.1). Das Ergebnis ist in Abb. 7.25 dargestellt.

Die LDH-Messung von MT539MG-Zellen, die mit dem Uberstand unbehandelter
Mikroglia versetzt waren, zeigte einen ansteigenden spontanen Zelltod der
Gliomzellen mit der Zeit. So waren bei MOI=0 am ersten Tag 4,9% tote Zellen zu
messen. Am zweiten Tag waren es 4,3%, am vierten Tag jedoch 15%. Dabei
zeigte sich kein toxischer Effekt von wtMVMp auf die Zelllinie: Unabhangig von der
Virusmenge waren z.B. am vierten Tag 14% tote Zellen (MOI=10/100)
nachzuweisen. Uber AlamarBlue Reduktion war nur wenig Zelltod zu detektieren:
Am ersten Tag des Versuchs wurden in jeder MOI etwa 100% lebende Zellen
gemessen. Am zweiten Tag waren es mit MOI=0 82%; diese Zahl stieg mit
zunehmender Virusmenge noch leicht an auf 85% (MOI=10) bzw. 87,8%
(MOI=100). Auch der Uberstand stimulierter Mikroglia wies am ersten Tag nur
geringe toxische Effekte gegenuber MT539MG-Zellen auf: Uber LDH-Messung
wurden ohne Infektion 12,3% tote Zellen nachgewiesen; mit MOI=10 waren es
nicht signifikant mehr (16,3%) und mit MOI=100 sogar weniger (10,7%), was die
AlamarBlue Reduktion bestétigte (90-107% lebende Zellen). Ab dem zweiten Tag
setzte ein starkes Absterben der Zellen ein, wie bereits aufgezeigt wurde (vgl.
6.1.2.1). Dementsprechend waren ohne Infektion 34% (Tag 2) bzw. 36% (Tag 4)
der MT539MG tot.
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Mit steigender Virusmenge nimmt der toxische Effekt scheinbar leicht zu. Am
zweiten Tag lieRen sich 34,6% (MOI=10) und 39,3% (MOI=100) tote Zellen
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Abb.7.25: Einfluss von MVM-Infektion von Mikroglia
auf ihre Zytotoxizitat gegentiber MT539MG-Zellen;
(A) LDH-Messung, (B) AlamarBlue Reduktion;
gezeigt ist der Mittelwert aus zwei Experimenten

detektieren; am vierten
Tag waren es schliel3lich
37,7% (MOI=10) und 44%
(MOI=100).  AlamarBlue
Reduktion bestatigte
diesen Trend nur bedingt:
Am zweiten Tag waren
unabhangig von der MOI
etwa 65% der Zellen am
Leben. Am vierten Tag
wurde die selbe Zahl
erreicht (MOI=0/10), mit
der hochsten MOI aber
deutlich unterschritten
(55% lebende Zellen). Die
Schwankungen waren
dessen ungeachtet nicht
signifikant, wie die
Standardabweichungen
zeigen.
Zusammenfassend lasst

sich also feststellen, dass

MT539MG nicht sensitiv gegenuber Parvovirus-induziertem Zelltod sind. Darlber

hinaus sind LPS/IFN-y-stimulierte Mikroglia toxisch gegenuber diesen Gliomzellen,

unabhangig davon, ob sie mit wtMVMp infiziert wurden oder nicht.
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V___ DISKUSSION

Gehirntumoren stellen eine heterogene Zellpopulation aus transformierten Zellen
und einwandernden Leukozyten dar. Bis zu 45% der Tumormasse sind
Makrophagen und Mikroglia, die auch als Makrophagen des Gehirns bezeichnet
werden. Die Funktion dieser Fresszellen im Tumor ist noch weitgehend unklar und
wird als wachstumsfordernd, aber auch tumorbekampfend angesehen. Die
vorliegende Arbeit sollte zur Klarung dieser Frage beitragen. Es sollte untersucht
werden, ob murine, primare Mikroglia in vitro in der Lage sind, nach Aktivierung
toxisch auf Gehirntumorzellen zu wirken. Es zeigte sich, dass Mikroglia nach
Priming mit IFN-y und Aktivierung mit LPS toxische Komponenten sezernieren, die
in Astrozytomzelllinien Apoptose hervorrufen. Inwieweit solche toxischen Effekte
jedoch in vivo ausgeubt werden kdnnen, ist unklar. Durch immunsupprimierende,
vom Tumor sezernierte Substanzen wird die Immunkompetenz der Mikroglia
wahrscheinlich unterdriickt. Daher missen Wege gefunden werden, diese
potenziell toxischen Zellen in situ zu aktivieren. Eine Moglichkeit bietet der Einsatz
parvoviraler Vektoren, die Uber ein bis mehrere Transgene eine Aktivierung des
Immunsystems einleiten kdnnten. Als Vorarbeit dazu wurde im Rahmen dieser
Arbeit die Infektion von murinen, primaren Gliazellen, aber auch Gliomzelllinien mit
dem murinen Parvovirus MVM untersucht. Es zeigte sich, dass 5-10% der
Astrozyten in der Lage sind, das Virus zu replizieren, wahrend in Mikroglia keine

Infektion stattfindet.

A) Vorbemerkungen: Vor- und Nachteile der verwendeten

Messmethoden

Um das Absterben der Zellen zu verfolgen, wurden zwei verschiedene Methoden
angewendet. Zum einen erfolgte eine Messung der toten Zellen Uber deren
Freisetzung des Enzyms Laktatdehydrogenase (LDH). Zum anderen wurde der
Anteil an lebenden Zellen Uber AlamarBlue Reduktion bestimmt. LDH-Messung
hat den Vorteil, dass das zu messende Enzym in allen Zellen vorkommt. Die
Technik kann also unabhangig vom betrachteten Zelltyp angewendet werden,
wobei keine Markierung z.B. mit radioaktiven Isotopen notig ist. Der Farbumschlag

tritt rasch ein.
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Nachteilig ist, dass auch lebende Zellen spontan LDH freisetzen kénnen, was
manchmal zu hohen Hintergrundwerten fuhrt. Auch erhohte Proliferation kann so
zu erhohtem ,Zelltod” fuhren: mehr lebende Zellen geben spontan mehr LDH ab.
Die Messung der AlamarBlue Reduktion ist daher eine Maoglichkeit, die
Zytotoxizitatsmessung zu kontrollieren. Vorteil der AlamarBlue-Messung ist, dass
auch schnell wachsenden Zellen mit der Methode untersucht werden konnen. Der
Farbumschlag tritt, abhangig von der Zelldichte, langsam ein und kann daher Uber
einige Stunden verfolgt werden, wenn bei anderen Methoden (wie z.B. CellTiter
Assay) langst der Sattigungsbereich erreicht ist. Der Nachteil dieser Technik ist
der fehlende Endpunkt der Messung: Abhangig von Zelldichte, verwendeter
Zelllinie oder auch Passage kann sich die Farbreaktion unterschiedlich lange
vollziehen. Die erzielten Werte lassen sich also immer nur auf eine interne
Kontrolle beziehen, jedoch nicht auf andere Experimente. Weiterhin kann der
ideale Zeitpunkt der Messung leicht verpasst werden, was eine gewisse Erfahrung
des Experimentators voraussetzt. Lasst man den Assay zu lange fortschreiten,
wird der Farbumschlag in allen Ansatzen erfolgt sein und es kann kein
Unterschied mehr erkannt werden. Die Reduktion des AlamarBlue wurde in der
vorliegenden Arbeit Uber die Absorption bestimmt. Die Absorptionsspektren des
oxidierten und des reduzierten AlamarBlue uberlagern sich jedoch. Die Werte
mussen im Anschluss an die Messung in einer komplizierten Rechnung unter
Einbezug der molaren Extinktionskoeffizienten berechnet werden. Die Messung
uber Fluorometer bietet eine Verbesserung, da es so maglich ist, nur den Anteil
der reduzierten Form des AlamarBlue zu bestimmen. Zu Beginn dieser Arbeit
stand jedoch kein entsprechendes Gerat zur Verfugung.

Bewertend bieten beide Methoden einige Vorteile gegentber anderen Methoden:
sie sind einfach durchzufiihren und bendtigen keine speziellen Vorbereitungen wie
z.B. radioaktive Markierung von Zellen. Sie sind relativ rasch durchgefuhrt; die
Ergebnisse sind sofort verfugbar. Der Experimentator braucht allerdings
Erfahrung, um den besten Zeitpunkt flr die Messung zu erkennen. Darlber hinaus
fuhrt der LDH-Nachweis manchmal zu Uberhdhten Werten (spontan freigesetztes
LDH, LDH im FCS), weswegen nur beide Versuche zusammen ein stimmiges Bild

uber zytotoxische Effekte von z.B. Mikroglia zulassen.
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B) Zytotoxizitat von Mikroglia

Aktivierte Mikroglia induzieren Zelltod in L929-Zellen

Mikroglia sind als immunkompetente Zellen des Gehirns dafur bekannt, dass sie
auf Stimuli wie LPS und IFN-y u.a. mit erhohter Zytokinproduktion, aber auch
Freisetzung von reaktiven Sauerstoffverbindungen (ROS) und Stickstoffoxid (NO)
reagieren. Die hier verwendeten murinen, primaren VM/Dk Mikroglia sezernieren
ebenfalls hohe Mengen (4000pg/ml) TNF-a nach zweitagiger Stimulation mit LPS
und IFN-y (Abb.6.1). Um zu zeigen, dass das proinflammatorische Zytokin
biologisch aktiv ist, wurde sein Einfluss auf eine sensitive Zelllinie Uberpruft. L929-
Zellen sind seit langem flr ihre Sensitivitat gegentber TNF-a bekannt [150]. Wie
in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden konnte, sterben L929 nach eintagiger
Behandlung mit rekombinantem TNF-a. (80% tote Zellen, Abb.6.5). Der Uberstand
aktivierter Mikroglia induziert gleichermalfien Zelltod von 40-80% der Fibroblasten
(Abb.6.4). Blockieren von TNF-o im Uberstand fiihrt zum Rickgang des Anteils
toter Zellen auf Hintergrundniveau (Abb.6.6).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass aktivierte Mikroglia TNF-a
sezernieren. Dieses ist biologisch aktiv und alleine fur den Zelltod von L929-Zellen

verantwortlich.

Mikroglia I6sen in Gliomzellen Apoptose aus

Die Kapazitat von Mikroglia, Hirntumorzellen abzutéten, sollte im Rahmen dieser
Arbeit zunachst unter in vitro Bedingungen untersucht werden. Als Modell flr
Astrozytome standen drei murine Zelllinien (MT539MG, SMA560, GL261) zur
Verfligung, die sich sowohl in Mausstamm als auch in der Art des urspriinglichen
Tumors unterschieden (vgl. Tab.6.1). Der Uberstand LPS/IFN-y-stimulierter
Mikroglia hat auf alle drei Zelllinien einen toxischen Effekt. Bei der schnell
wachsenden Zelllinie SMAS60 konnen bereits am ersten Tag nach Behandlung
tote Zellen sowohl lichtmikroskopisch (Abb.6.10) als auch Uber biochemische
Messmethoden (Abb.6.11) nachgewiesen werden. Bei den etwas langsamer
wachsenden MT539MG setzt der Zelltod erst ab dem zweiten Tag ein (Abb.6.8,
Abb.6.9), wahrend die sich sehr langsam teilenden GL261 erst nach drei Tagen
nachweisbar sterben (Abb.6.12, Abb.6.13).
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Maximal wurden 40% (GL261), 60% (MT539MG) und 80% (SMA560) tote Zellen
gemessen; es kommt also zu keinem Aussterben der Zellkulturen. Die
Astrozytomzellen sterben unter diesen Bedingungen Uber Apoptose, was mit
morphologischen Veranderungen (Abb.6.23-6.25) einhergeht. AnnexinV-Farbung
(Abb.6.27-6.29) weist die Zellen eindeutig als apoptotisch aus, was durch TUNEL-
Farbung untermauert wird (Abb.6.30). Apoptose kann durch Ligation
verschiedener Rezeptoren auf der Zelloberflache ausgelost werden, endet aber
letztendlich in der Aktivierungskaskade von verschiedenen Cystein-Aspartyl-
spezifischen Proteasen, den so genannten Caspasen. Sie sind Schllisselmolekile
des programmierten Zelltodes. Caspase3-Aktivierung spielt innerhalb der Kaskade
eine zentrale Rolle; fur die hier untersuchten Zellen konnte allerdings keine
Aktivierung dieses Enzyms gezeigt werden (Abb.6.31). Auch mit Zytostatika wie
Etoposide kann nachweislich Apoptose induziert werden (Abb.6.26); der Nachweis
von aktiver Caspase3 schlug dennoch fehl. Vermutlich fihrten Probleme in der
VersuchsdurchfiUhrung zu diesen negativen Ergebnissen. Damit war es im
Rahmen dieser Arbeit nicht mdoglich, eine Aktivierung der Caspasen durch
Faktoren im Uberstand stimulierter Mikroglia in Gliomzellen nachzuweisen; sie

kann jedoch auch nicht ausgeschlossen werden.

TNF-a flihrt in Gliomzellen nicht zum Zelltod

Auf der Suche nach méglichen Apoptose-induzierenden Substanzen im Uberstand
aktivierter Mikroglia wurde zunachst TNF-a naher untersucht. Dieses Zytokin kann
uber Ligation des TNFR1 Apoptose auslosen [25]. Wie exemplarisch fur
MT539MG gezeigt werden konnte, beeinflusst rekombinantes TNF-a die Viabilitat
dieser Zellen nicht, scheint aber trotzdem zu einer Ausschittung von LDH zu
fuhren. Der Versuch wurde nur einmal durchgefuhrt, weswegen der gezeigte Wert
moglicherweise auf experimentelle Schwankungen zuriickzufiihren ist. Ahnliche
Untersuchungen, wie sie von M. Enderlin [195] und R. Mora (personliche
Kommunikation) angestellt wurden, weisen erst bei hdheren als den hier
verwendeten Konzentrationen an TNF-a auf einen minimalen toxischen Effekt
(20% tote Zellen) hin. Nichtsdestotrotz kann das TNF-a im Uberstand LPS/IFN-y-
stimulierter Mikroglia keinen Zelltod der MT539MG hervorrufen, wie der Einsatz
eines neutralisierenden Antikorpers verdeutlichte (Abb.6.15). Dies uUberrascht

nicht, da viele Tumoren resistent gegentber dem TNF-a -induzierten Zelltod sind.
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Far die Zelllinien SMA560 und GL261 wurde der Einfluss von TNF-o. im Rahmen
dieser Arbeit nicht bestimmt. M. Enderlin [195] weist GL261 als insensitiv aus;
SMA560 sterben bei hohen Dosen zu 20% ab (R. Mora, personliche
Kommunikation).

Zur Zeit seiner Entdeckung wurde TNF-a als toxisch fur Tumoren angesehen.
Diesem Konzept wird heute mehr und mehr widersprochen. Der Faktor wird heute
Uber seine Ligation des TNFR2 und nachfolgender Genexpression als
angiogeneseférdernd angesehen [160; 161]. Ob er im untersuchten Modell eine
tumorfordernde Wirkung haben kann, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht
untersucht. Eine toxische Wirkung kann dagegen weitgehend ausgeschlossen

werden.

NO ist nicht der toxische Faktor im Uberstand aktivierter Mikroglia

Als zweiter potenzieller Apoptose-induzierender Faktor wurde Stickstoffoxid
untersucht. Wie in der Literatur beschrieben [102], exprimieren primare, murine
VM/Dk und Balb/c Mikroglia das Enzym ,induzierbare Stickstoffoxidsynthase”
(iINOS) nach Stimulation mit LPS und IFN-y (Abb.6.2 und Abb.7.23), welches hohe
Mengen NO produziert (Abb. 6.2 und Abb.7.22). NO ist ein ambivalentes Molekiil,
dem sowohl eine Rolle bei der Tumorentstehung als auch bei der —bekampfung
zugesprochen werden. In erster Linie durfte es durch Auslésen von
genotoxischem Stress jedoch zytotoxisch wirken [102; 103] und kann zu Apoptose
fuhren [162]. Auch Ratten- [161] und manche humane Gliomzelllinien [151]
exprimieren iINOS nach Stimulation mit TNF-a. oder IFN-y. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte die Expression von INOS ebenfalls flir die murinen
Astrozytomzelllinien MT539MG (Abb.6.16), SMA560 und GL261 (nicht gezeigt)
nach Stimulation mit LPS und IFN-y nachgewiesen werden. Das Enzym ist aktiv
und produziert nach vier Tagen hohe Mengen an NO (70uM in MT539MG,
Abb.6.17). Die Stimulation und nachfolgende NO-Produktion induzieren damit
einen ,Selbstmord“ der MT539MG, der durch Einsatz des iNOS-Inhibitors L-NIL
vollstandig unterbunden werden kann (Abb.6.18). In Mikroglia kann L-NIL die
Aktivitat der iINOS gleichermalRen zu 100% unterdricken, was allerdings keinen
Einfluss auf z.B. TNF-a-Produktion hat (Abb.6.3). Man erhalt dadurch einen
Uberstand aktivierter Mikroglia, der aufer NO theoretisch alle sekretierten

Substanzen enthalt.
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Am zweiten Tag nach Behandlung von MT539MG weist dieser einen geringeren
toxischen Effekt auf als der NO-haltige Uberstand (26% gegeniiber 57% tote
Zellen, Abb.6.19). An den folgenden Tagen induzieren dagegen beide Uberstéande
im gleichen Mal® Tod in den MT539MG-Zellen. Der gleiche Effekt wurde ebenso
fur SMA560 (am zweiten Tag, 30% Reduktion durch L-NIL) und GL261 (am dritten
Tag, 15% Reduktion durch L-NIL) nachgewiesen (nicht gezeigt). Diese Ergebnisse
zeigen eindeutig, dass (i) der beobachtete Zelltod nach Behandlung der
Gliomzellen mit Uberstand stimulierter Mikroglia kein Selbstmord ist und (i) auch
nicht direkt durch LPS oder IFN-y verursacht wird; aul3erdem, dass (iii) aktivierte
Mikroglia andere Faktoren neben NO (und TNF-a) produzieren, die Apoptose
auslosen.

Es ist nicht verwunderlich, dass NO selbst nicht der toxische Faktor im Uberstand
aktivierter Mikroglia ist; mit seiner kurzen Halbwertszeit von 5-30s zerfallt es
schnell. Die Versuche belegen jedoch, dass auch Abbauprodukte von NO wie
Peroxynitrit keinen Einfluss auf die Viabilitdit der Gliomzellen haben. Es ist
dagegen nicht ausgeschlossen, dass NO bei einem Zell-Zellkontakt-abhangigen
Absterben von Tumoren beteiligt ist. Dies sollte in einem Durchflusszytometer-
basierten Ansatz validiert werden (vgl. 5.3.4), der im Rahmen dieser Arbeit
etabliert wurde. Die Auswertung war dabei schwierig, da phagozytierte
Gliomzellen aufgrund des verwendeten Farbeprotokolls nicht von lebenden
unterschieden werden konnten (vgl. 6.1.3.2.4). Weitere Korrekturen des Protokolls
durch Einsatz transgener, GFP-exprimierender Zielzellen werden eine verbesserte

Analyse des Einflusses von NO zulassen.

Mogliche andere toxische Faktoren sind Fas und TRAIL

Eine indirekte Beteiligung von Zytokinen, wie IFN-y, am Zelltod z.B. durch
Sensitivierung der Astrozytomzellen, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht
ausgeschlossen werden. Aktivierte Mikroglia exprimieren FasL [105; 37] und l6sen
Uber dieses Molekll Apoptose in Tumorzellen aus [106; 107]. Viele Gliome
exprimieren Fas [163]; IFN-y und TNF-a erhdhen den apoptotischen Effekt von
Fas-Ligation in humanen Gliomen [22], mbglicherweise indem Caspasen aktiviert
werden [164; 32]. In der Literatur sind GL261 jedoch als negativ fir Fas und FasL
beschrieben, selbst wenn sie mit IFN-y behandelt wurden [37]. Zumindest fir diese

Zellen ist ein FasL-vermittelter Zelltod also unwahrscheinlich.
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SMA560 exprimieren Fas und kénnen Uber diesen Signalweg auch sterben [165].
Fir MT539MG ist eine Expression bisher nicht untersucht worden. Eine
Beteiligung von Fas/FasL am beobachteten Effekt ist denkbar und sollte daher
genauer validiert werden. Im Fall einer Sensitivierung gegenuber Fas-vermitteltem
Zelltod ist dieser Effekt wahrscheinlich auf IFN-y oder andere Stoffe
zuruckzufuhren; TNF-o. und Blockieren von TNF-a beeinflusste die Viabilitat von
MT539MG nicht.

Die Wirkung von TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand), welches
aktivierte murine Mikroglia sezernieren [104], wird ebenfalls durch Zytokine wie
IFN-y und TNF-o erhoht. TRAIL-Rezeptoren werden weithin von Gliomen
exprimiert [166]; Ligation kann Apoptose induzieren [167, 168]. Resistenz
mancher Zellen gegen TRAIL-vermittelten Zelltod ist auf einen Verlust von
Caspase-8 zurlickzufuhren [169]. Fur die hier verwendeten Zelllinien ist weder die
Expression von TRAIL-Rezeptoren und Caspase-8 noch ihre Sensitivitat
gegenuber diesem Faktor in der Literatur beschrieben. Erste Versuche in diese
Richtung wurden im Labor von Dr. A. Régnier-Vigouroux durchgeflhrt und zeigten
keinen Effekt von rekombinantem, l6slichem TRAIL auf die Viabilitdt von
MT539MG (unverdffentlichte Daten). Im Zusammenspiel mit weiteren Faktoren
wie IFN-y oder TNF-a konnte eine Wirkung trotzdem moglich sein und sollte weiter

untersucht werden.

Typl-Interferone als Ausloser fiir Apoptose

Das Typl-Interferon IFN-B wird von aktivierten Makrophagen [31] und auch
Mikroglia [197] u.a. nach Ligation des TLR4 durch LPS exprimiert. IFN-a wird in
der Maus wahrscheinlich nur von plasmazytoiden Dendritischen Zellen produziert
[170]. Typl-Interferon kann tUber FADD zur Aktivierung von Caspasen und damit
zur Apoptose von Zellen fiihren [32 fiir einen Uberblick]. Nicht alle Zellen sterben
nach Behandlung mit IFN-B. In sensitiven Zellen ist Apoptose erst spat nach
Behandlung nachweisbar, wobei der exakte Zeitpunkt von der verwendeten
Zelllinie abhangt [171]. Dies korreliert mit den Beobachtungen fur MT539MG und
GL261, wo Zelltod durch Uberstand aktivierter Mikroglia erst spat nach
Behandlung (48h bzw. 72/96h respektive) zu messen ist.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte jedoch auch gezeigt werden, dass
rekombinantes IFN-B keinen toxischen Effekt auf Gliomzellen hat (Abb.6.21 fir
MT539MG; SMA560 nicht gezeigt). Blockieren von durch Mikroglia produziertem
IFN-B mit Hilfe eines neutralisierenden Antikérpers fuhrte zu kontroversen
Ergebnissen; im Mittel der durchgefuhrten Versuche hatte diese Behandlung aber
keinen Einfluss auf die Viabilitat von MT539MG (Abb.6.22). Es ist bereits bekannt,
dass viele Gliome auf eine Behandlung mit rekombinantem IFN-B nicht
ansprechen. Dementsprechend wurde z.B. fur GL261 nur ein minimaler
Wachstumsstopp nach Behandlung mit hohen Mengen an murinem IFN-B
beschrieben [172]. Es ist dennoch denkbar, dass das Zytokin in den Mengen, die
Mikroglia produzieren, einen toxischen Effekt zumindest auf MT539MG hat, wie es
in einem von drei Experimenten beobachtet werden konnte: Der neutralisierende
Antikorper fuhrte zu 20% Reduktion des Zelltodes. Zwei andere Experimente
zeigten keinen Einfluss auf die Viabilitat. Dabei ist es denkbar, dass die Menge
des eingesetzten Antikérpers nicht ausreichend war, um alles IFN-B im Uberstand
abzufangen. Trotz dieser widersprichlichen Ergebnisse wurde in keinem der
Neutralisierungsversuche ein vollstandiges Uberleben der Gliomzellen beobachtet.
Es kann daher geschlussfolgert werden, dass IFN-B nicht alleine fir den
beobachteten Zelltod verantwortlich ist. Ob es direkt dazu beitragt oder die
Gliomzellen ,nur‘ gegenuber anderen Induktoren sensitiviert, konnte durch

Inhibition von verschiedenen Caspasen gezeigt werden.

Uberstand aktivierter Mikroglia induziert eine Akkumulierung von MT539MG
in der G1-Phase des Zellzyklus: mogliche Faktoren

Es ist auffallig, dass der Zeitpunkt des einsetzenden Zelltodes in den behandelten
Gliomzellen mit der jeweiligen Wachstumsrate korreliert und schnell wachsende
SMA560 fruher sterben als langsamer wachsende MT539MG oder GL261. Die
Vermutung lag daher nahe, dass Faktoren im Uberstand der aktivierten Mikroglia
Einfluss auf die Zellzyklusverteilung haben. Tatsachlich ist nach eintagiger
Behandlung von MT539MG mit dem Uberstand LPS/IFN-y-stimulierter Mikroglia
eine deutliche Akkumulierung in der G1-Phase des Zellzyklus zu erkennen,
wahrend G2/M reduziert ist (Abb.6.32).
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Abb.8.1: Kontrolle des Zellzyklus am Ubergang von G1 zu S
(verandert nach [173]).

Die Zytokine TGF-B [174] und IL-6 [175] wurden in der Vergangenheit als
Zellzyklus-hemmende Faktoren beschrieben. Beide blockieren den Ubergang von
G1 zu S, allerdings Uber verschiedenen Mechanismen: TGF-f3 aktiviert mehrere

{WAFICIP! oder p27"P!: IL-6 reduziert zum einen die

Cyclin/Cdk-Inhibitoren, wie p2
Expression von c-myc, zum anderen unterdruckt es die Aktivierung von E2F. Die
Beteiligung von TGF-B an den erzielten Ergebnissen ist nicht unmaéglich, da TNF-
o, welches von LPS-aktivierten murinen Mikroglia sezerniert wurde, autokrin und
zeitverzdgert die Sekretion von bioaktivem TGF-B auslésen kann. Allerdings tragt
dieses anti-inflammatorische Zytokin zu einer Deaktivierung der Mikroglia bei
[176]. Weiterhin geht man davon aus, dass TGF- in malignen Gliomen einen eher
unterstitzenden als hemmenden Einfluss auf die Zellproliferation ausubt, auch
wenn die Mechanismen noch nicht verstanden sind [89 furr einen Uberblick]. Der
Einfluss von IL-6, welches von LPS/IFN-y-aktivierten Mikroglia gebildet wird, wurde
im Rahmen dieser Arbeit nicht bestimmt und kann daher nicht ausgeschlossen

werden.

NO in Konzentrationen um 40uM kann z.B. in aktivierten T-Lymphozyten einen
Wachstumsarrest in der G1-Phase hervorrufen und Apoptose ausldsen [177]. Die
Autoren erklaren dies mit DNA-Schaden, die NO verursacht. Diese kénnten zur
Aktivierung von p53 flhren, welches transkriptionell p21 reguliert. Das Protein

inhibiert die Progression des Zellzyklus [z.B. 177].
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von NO auf die Verschiebung des
Zellzyklus nicht bestimmt. Wie bereits diskutiert, hat das mikrogliale NO keinen
Einfluss auf die Viabilitat der Zellen. Es ist trotzdem denkbar, dass ein Zellzyklus-
Arrest durch dieses Molekll - von Mikroglia oder Tumorzellen selbst produziert -
ausgelost wird. INOS kann allerdings durch L-NIL vollstandig inhibiert werden, was
keinen Einfluss auf die Viabilitat der Gliomzellen hat. Sollte NO also verantwortlich
fur den Zellzyklusarrest sein, ware dieser nur ein Symptom, aber nicht der

Ausloser des beobachteten Zelltodes.

Auch das Typl-Interferon IFN-B kann auf vielfaltige Weise in den Zellzyklus
eingreifen: Es inhibiert die Expression von Cyclin D, wodurch die Synthese von
E2F negativ beeinflusst wird. Durch Binden des Transkriptionsfaktors E2F wird die
Bildung der Cycline E und A von IFN ebenso direkt unterdriuckt [32 fur einen
Uberblick]. IFN-a. erhéht in Glioblastomzellen weiterhin die Expression von p21
[178]. Alle genannten Mechanismen hindern die Zelle daran, die G1-Phase des
Zellzyklus zu verlassen (vgl. Abb.8.1). Daraus resultiert weiterhin ein reduzierter
Anteil an G2/M-Zellen. Typl-Interferone flhren nicht zu einer vollstandigen
Blockierung des Zellzyklus, sondern vielmehr zu einer Verlangerung der einzelnen
Phasen [178]. Rekombinantes IFN-B wirkt leicht zytostatisch auf MT539MG
(Abb.6.21). Dies lasst vermuten, dass das Zytokin am beobachteten
Wachstumsarrest zumindest beteiligt ist. Chawlar-Sarkar et al. [171] beobachteten
in Zellen, die sie mit IFN-B behandelt hatten, sowohl Apoptose als auch einen
antiproliferativen Effekt; beide korrelierten stark aber nicht absolut (,rough but not
absolute” [171]) miteinander. Ein ursachlicher Zusammenhang zwischen beiden
Effekten wurde jedoch nicht gezeigt; im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte

diese Frage gleichfalls nicht entgultig beantwortet werden.
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Zusammenhang zwischen Apoptose und Zellzyklus-Arrest? - Weitere
Schritte

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, dass aktivierte Mikroglia sowohl
eine Akkumulierung in G1 als auch Apoptose in drei Gliomzelllinien der Maus
hervorrufen koénnen. Die Korrelation zwischen Verdopplungsgeschwindigkeit,
Zeitpunkt und Ausmal} des messbaren Zelltodes in den drei Zelllinien ist nicht von
der Hand zu weisen und deutet auf eine ursachliche Verbindung der beiden
Effekte hin. FUr eine Therapie wird es wichtig sein zu untersuchen, ob

Zellzyklusarrest und Apoptose kausal verknupft sind. Drei Szenarien sind denkbar:

(i) Akkumulierung in G1 fuhrt direkt zu Apoptose. Eine Hemmung des
Zellzyklus ware damit die einzige Vorraussetzung fur das Absterben der
Gliomzellen. Dies widerspricht dem gangigen Konzept, dass ein Anhalten
der Zellzyklusmaschinerie einer Zelle - z.B. mit DNA-Schaden - Zeit gibt,
diese zu reparieren. Andernfalls wird die Zelle eliminiert. Demnach ware
eine weitere Schadigung der Zellen, z.B. durch NO, noétig, um Apoptose zu
induzieren. Nichtsdestotrotz ist es mdglich, durch Zellgifte wie Nocodazol,
die die fur Zytokinese wichtigen Mikrotubuli zerstéren, zum einen die
Zellteilung zu verhindern und zum anderen Apoptose auszuldsen, wenn die
Vergiftung zu lange andauert.

(i) Beide Effekte treten unabhangig voneinander auf. In diesem Fall ware die
Akkumulierung in G1 ein Nebeneffekt der Behandlung. In vivo kénnte
dieser zwar zu einem verminderten Tumorwachstum beitragen; wie die
Daten jedoch zeigen, tritt eine vollstandige Hemmung der Proliferation nicht
auf und ist daher in vivo ebenfalls unwahrscheinlich.

(i)  Die Arretierung in G1 ist notwendige Vorraussetzung flr Apoptose. Es ist
denkbar, dass der toxische Faktor nur in einer bestimmten Zellzyklusphase
wirken kann oder in verschiedenen Phasen unterschiedliche Effekte
bewirkt, wie es flr Zytostatika wie Paclitaxel beschrieben ist [179]. Ligation
von Fas fuhrt praferenziell in der G1/S-Phase zu Apoptose, da der
Transkriptionsfaktor E2F-1, der zur E2F-Familie gehort, die Expression von
Caspase-8 oder Bid antreibt [180]. Auch andere Moleklile wie TRAIL
konnten aus diesem Grund gegebenenfalls in dieser Phase des Zellzyklus

verstarkt wirken.
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Zur Klarung dieser Fragen konnen verschiedene Untersuchungen angestellt

werden:

(i) Sollte die beobachtete Akkumulierung in G1 der alleinige Ausldser flr
Apoptose sein, so reicht es aus, in den untersuchten Gliomzellen den
Zellzyklus zu blockieren. Dies kann z.B. durch einen reduzierten
Serumgehalt im Medium oder die Zugabe eines Zytostatikums wie
Methotrexat erreicht werden. Die Behandlung wird im selben Mal} wie der
Uberstand aktivierter Mikroglia zum Zelltod fiihren.

(i) Um einen ursachlichen Zusammenhang zwischen Arrest in G1 und
Apoptose auszuschliel3en, sollte der Mechanismus und das Protein, Uber
die die Zellzyklusprogression unterbunden wird, bekannt sein.
Entscheidende Moleklle, die hier eingebunden sein kénnen, wie p53,
p21WAFICIP1 116 oder verschiedene Cycline und cdk (vgl. Abb.8.1) sollten
auf ihr Expressionsniveau hin untersucht werden. Regulation eines oder
mehrerer Kandidaten kann dann Aufschluss dber den involvierten
Zellzyklusinhibitor geben. Spezifisches Ausschalten des Letzteren, z.B.
durch RNAIi, oder gezielte Aktivierung von Cyclinen koénnte den
Zellzyklusarrest aufheben. Auch Stimulation der Gliomzellen z.B. mit
basischem Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF) koénnte antagonistisch
zum inhibitorischen Einfluss des Uberstandes wirken und so zur
Progression im Zellzyklus beitragen. Diese Ansatze wiurden die
Akkumulierung in G1 aufheben und die Zellen im Zellzyklus fortschreiten
lassen. Wenn der Arrest nur ein Nebeneffekt des Uberstandes aktivierter
Mikroglia ist, werden die genannten Ansatze das Ausmall} an Apoptose in
den untersuchten Gliomzellen nicht verandern.

(i)  Die selbe Vorgehensweise wie unter (ii) hat eine erhdhte Viabilitat der
Gliomzellen zur Folge. Damit ware ein ursachlicher Zusammenhang

zwischen Akkumulierung der Zellen in G1 und Apoptose bewiesen.
In jedem Fall muss der Uberstand aktivierter Mikroglia z.B. Uber

Massenspektrometrie und weitere biochemische Methoden genauer analysiert

werden, um den (die) toxischen und G1-blockierenden Faktor(en) zu identifizieren.
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IFN-B scheint an der Beeinflussung des Zellzyklus zumindest beteiligt zu sein; die
Bedeutung von NO in diesem Zusammenhang muss noch analysiert werden. Ein
toxischer Effekt von TNF-a und NO konnte ausgeschlossen werden; fraglich ist,
ob IFN-B am Tod der Gliomzellen beteiligt ist. Ebenso ist eine sensitivierende
Wirkung von IFN-y gegenuber Apoptose denkbar und sollte genauer untersucht

werden.

Mikroglia konnen Gliomzellen binden und phagozytieren

Mikroglia sind in der Lage, sowohl apoptotische (Abb.6.33 und Abb.6.34) als auch
lebende (Abb.6.35) MT539MG zu phagozytieren. Die Kapazitat von humanen oder
rodenten Mikroglia, apoptotische Zellen zu internalisieren, ist in der Literatur
sowohl als Phosphatidylserin (PS)-abhangig [110] als auch —unabhangig [111;112]
beschrieben worden. PS-unabhangige Phagozytose von Makrophagen wurde auf
mehrere Moleklle zurlickgeflihrt; sie schlielen neu auftretende Signale (z.B. PS),
Veranderungen  bestehender  Molekule  (z.B. I-CAM, interzellulares
Zelladhasionsmolekul) und das Binden von Strukturen der apoptotischen Zelle
durch Serumproteine, welche als Bruckenmolekule fungieren, ein [fur einen
Uberblick siehe 113]. Es ist denkbar, dass aktivierte Mikroglia befahigt sind,
zunachst Apoptose in Gliomzellen auszulésen, um den Zellschrott anschliel3end
zu phagozytieren. Hinweise darauf gaben Langzeit-Kokulturen von LPS/IFN-y-
stimulierten Mikroglia mit MT539MG. Wahrend in den Kulturschalen, in denen
MT539MG alleine im Uberstand der aktivierten Mikroglia inkubiert wurden, nach 3-
4 Tagen sehr viele tote, abgeloste Zellen zu sehen waren (Abb.6.7), schwammen
in der Kokultur kaum tote Zellen (nicht gezeigt). Da aber deutlich weniger
MT539MG am Leben waren als in der Kontrolle, deutet dies auf eine Phagozytose
des Zellschrotts durch Mikroglia hin. Ob dies einen aktivierenden oder
deaktivierenden Effekt auf Mikroglia hat, bleibt zu zeigen. In ersten Versuchen, die
im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefuhrt wurden, konnte weder TNF-a-
noch NO-Ausschuttung aus unstimulierten Mikroglia beobachtet werden, die bis zu
3 Tage mit apoptotischen Gliomzellen inkubiert worden waren (nicht gezeigt). Dies
scheint nicht verwunderlich, da Mikroglia der Ratte weniger TNF-a freisetzen,

wenn sie apoptotische T-Zellen phagozytiert haben [115].
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Untersuchungen an humanen Makrophagen zeigten weiterhin eine reduzierte NO-
Freisetzung und verminderte Tumorzytotoxizitat, wenn die Fresszellen zusatzlich
zu LPS und IFN-y mit apoptotischen Tumorzellen stimuliert wurden. Bezugspunkt
war die Behandlung mit LPS, IFN-y und nekrotischen Tumorzellen [181]. Es wird
also dringend notig sein, den Einfluss von apoptotischen Gliomzellen, aber auch
von Tumor-sezernierten Faktoren auf die Aktivitat und Phagozytosekapazitat von
Mikroglia zu untersuchen. In weiteren Versuchen sollte die Freisetzung von anti-
inflammatorischen Zytokinen wie TGF-B analysiert werden, um eine eventuelle
Verschiebung der Mikroglia-Polarisation zu detektieren. Dies wird zu einem
besseren Verstandnis der in vivo Situation beitragen. Einem Teil dieser Fragen

wird in einem eigenstandigen Projekt nachgegangen [198].

Die Phagozytose von lebenden Gliomzellen durch Makrophagen, wenngleich nicht
von Mikroglia, ist bisher nur mit Hilfe genetisch veranderter Zielzellen
nachgewiesen worden [153; 154]. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass
sich Mikroglia an einen konfluenten Zellrasen lebender MT539MG anbinden
konnen (Abb.6.36). Weiterhin wurde Phagozytose von lebenden Gliomzellen
detektiert (Abb.6.35). Es gibt also Molekile, die eine Interaktion zwischen beiden
Zelltypen ermoglichen. Wahrend eine apoptotische Zelle so genannte ,Eat-me*-
Signale aussendet, die zur Phagozytose durch Makrophagen fuhren, haben
normale lebende Zellen Oberflachenmolekile, die die Aufnahme durch
Fresszellen unterdricken (,Don’t eat me*). PECAM-1/CD31 (platelet endothelial
cell adhesion molecule-1) ist auf Leukozyten, Makrophagen und Endothelzellen zu
finden; ihm wird eine Rolle bei der transendothelialen Migration von Leukozyten
zugesprochen. Eine homophile Interaktion zweier PECAM-Moleklle induziert ein
Ablésen zweier Zellen voneinander und koénnte somit ein ,Don’t eat me“-Signal
darstellen [fiir einen Uberblick siehe 113]. PECAM-1 spielt gleichfalls eine Rolle
bei der Angiogenese, weswegen es nicht verwundert, dass viele, jedoch nicht alle
Astrozytome das Molekull auf ihrer Oberflache tragen [182]. Die Expression von
PECAM-1 auf Glioblastom-Zellen war in der genannten Studie dabei selten so
stark wie in der Kontrolle, manchmal sogar kaum zu detektieren. Zumindest bei
einigen Gliomzellen konnte die Erkennung von lebenden Zellen durch
Makrophagen/Mikroglia also Uber dieses, moglicherweise aber auch Uber andere,

bisher unbekannte MolekUle vermittelt werden.
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Dartber hinaus verhindern Selbst-Antigene, dass normale Zellen von
Makrophagen angegriffen werden. Viele Tumorzellen tragen indessen veranderte
Selbst-Antigene (,induced-self*), wie MICA/B (vgl. 1.3.1) [183]. Erkennung erfolgt
durch den Rezeptor NKG2D auf Zellen der angeborenen Immunantwort und hat
ein Abtéten der entarteten Zellen zur Folge. NKG2D-Expression ist bisher noch
nicht fur Mikroglia, aber fur Makrophagen beschrieben worden.

Da aulRerdem z.B. ungewodhnliche Glykoproteine, wie sie normalerweise nur auf
Einzellern und Parasiten vorkommen, als Erkennungsmotiv flr Mikroglia dienen
konnten, wurde die Expression mannosylierter Proteine auf der Oberflache von
Gliomzellen untersucht. Tatsachlich konnten diese auf MT539MG und SMA, nicht
jedoch auf Astrozyten detektiert werden (Abb.6.37 und 6.38). Als moglicher
Rezeptor auf Mikroglia kommt theoretisch der Mannose-Rezeptor in Frage [71]. Im
Hefemodell konnte eine Beteiligung des Rezeptors an der Phagozytose gezeigt
werden [194]. Ein Einfluss auf Bindung und Phagozytose konnte dessen
ungeachtet in der vorliegenden Arbeit nicht eindeutig nachgewiesen werden
(Abb.6.39 und Abb.6.40). In weiterfuhrenden Versuchen wird durch den Einsatz
von siRNA-Technologie eine genauere Untersuchung der Mikroglia-Gliom-
Interaktion GUber Mannosereste moglich sein [198]. Sollte der Mannose-Rezeptor in
diesem Zusammenhang von Bedeutung sein, konnte die Erkennung durch
gezielte Transduktion der Tumorzellen oder durch Erhdhung der Rezeptorzahl auf

Mikroglia durch z.B. IL-4 [71] optimiert werden.

Mikroglia, Gliome und Anti-Tumor-Immunitat: Relevanz in vivo

Gehirnzellen im Gewebeverband - wahrscheinlich in der Mehrheit Mikroglia —
werden ebenfalls durch Stimuli wie LPS und IFN-y aktiviert und setzen dann TNF-
o und NO (Abb.6.43) frei. Dies wurde anhand von Organtypischen Kulturen, einem
semi-in vivo Modell [155], dargelegt. Geringe konstitutive NO-Produktion ist
vermutlich auf die neuronale NOS zurickzufuhren. Die Stimulation hatte einerseits
keinen Einfluss auf die strukturelle Integritat des Gewebes, fuhrte andererseits
aber zu einem aktivierten Phanotyp der Mikroglia (nicht gezeigt). In manchen
Kulturen setzten dagegen auch unbehandelte Schnitte relativ hohe Mengen an NO
frei; in diesen Schnitten hatte zusatzliche Stimulation keinen Einfluss auf die

Sekretion (nicht gezeigt).
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Eine Erklarung dafir konnte nicht gefunden werden (siehe unten);
immunhistochemische Farbung der Zellen zeigte die gleiche morphologische

Veranderung wie in den zuerst genannten Versuchen.

Auf die Implantation von Gliomzellen reagierten die Mikroglia in diesem Modell mit
drastischen morphologischen Veranderungen (Abb.6.44), was auf eine Aktivierung
der Zellen schlieRen lasst. Sie bildeten Syncythien (,Multinucleated giant cells®,
MNGCs) und sammelten sich um die entarteten Zellen herum an. An manchen
Stellen hatte eindeutig Phagozytose - vermutlich von Zellschrott oder
Farbstoffaggregaten - stattgefunden. Es ist moglich, dass MT539MG selbst
Faktoren sezernieren, die eine chemotaktische Wirkung auf Mikroglia haben.
Dafur spricht, dass um implantierte Astrozyten deutlich weniger Mikroglia
akkumulierten (nicht gezeigt). Diese Art der Behandlung fuhrte dennoch im
gleichen Malk wie die Einpflanzung von Tumorzellen zu einer Aktivierung von
Mikroglia (nicht gezeigt). Mikroglia im Gewebeverband werden demnach durch
den mechanischen Stress oder die Verletzung bei der Implantation aktiviert; die
Akkumulierung der Zellen um die Tumorzellen scheint dagegen spezifisch zu
erfolgen. Ein Einfluss von LPS und IFN-y auf die Viabilitat von MT539MG konnte
indessen in diesem Modell nicht gezeigt werden; die verwendete Kultur zeigte
allerdings unbehandelt schon hohe NO-Freisetzung (vgl. oben). Es sind weitere
Versuche notig, um den toxischen Effekt von Mikroglia in der Organotypischen

Kultur zu verifizieren.

Die ersten Versuche, eine Anti-Tumor-Antwort in einem semi-in vivo Modell zu
untersuchen, brachten demzufolge nicht das gewulnschte Ergebnis. Zwar konnte
nachgewiesen werden, dass Mikroglia aktivierbar und phagozytotisch aktiv sind,
ein toxischer Effekt nach Stimulation mit LPS und IFN-y wurde jedoch nicht

beobachtet. Es sind verschiedene Ursachen denkbar:
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(ii)

(iif)

Die Zellen der verwendeten Kultur waren durch unbekannte Molekule
bereits aktiviert — wie erwahnt sezernierten sie konstitutiv NO — und
konnten daher nicht weiter stimuliert werden. Der toxische Faktor konnte
nicht gebildet werden. In diesem Fall ware das Ausbleiben der Toxizitat
experimentell bedingt. Dies sollte durch weitere OTC, aber auch durch in
vivo Tierversuche geklart werden.

Der toxische Faktor wurde freigesetzt, aber durch endogene Komponenten
abgefangen und neutralisiert. Diese Komponenten konnen zum einen
Proteine o.a. darstellen, die sehr spezifisch an den Faktor binden und auf
diese Weise seine Aktivitat unterdrucken. Um dies zu untersuchen, muss
der toxische Faktor bekannt sein (s.0.). Durch Literatursuche oder in silico
konnten neutralisierende Komponenten gegebenenfalls identifiziert werden.
Im Zuge einer Therapie konnten die Inhibitoren des toxischen Faktors
spezifisch blockiert werden, um die angeborene Anti-Tumor-Antwort
voranzutreiben. Zum anderen ist es denkbar, dass der toxische Faktor von
Zellen, wie z.B. Astrozyten, aufgenommen und so unwirksam wird. In
diesem Fall konnte eine exogene Zugabe des identifizierten Zelltod-
Mediators die Neutralisierung durch Uberladung der Zellen aufheben.
Allerdings ist es moglich, dass damit das umliegende Gewebe geschadigt
wird, weswegen dies zunachst in vitro validiert werden muss.

Die Ausschuttung des toxischen Faktors wird durch Astrozytom-sezernierte
Faktoren unterdriickt. Es ist bekannt, dass vom Tumor freigesetztes TGF-
B, IL-10 oder PGE, Makrophagen zu Typll-Makrophagen polarisieren kann
(vgl. 1.3.5.2, vgl. auch Tab.2.3). Es ist daher moglich, dass lokale Faktoren

die Freisetzung des toxischen Faktors unterbinden.

Szenario einer Anti-Tumor-Antwort im Gehirn

Der Einfachheit wegen wird im Folgenden der immunsupprimierende Einfluss von

Tumorzellen vernachlassigt. Eine Aussage daruber, welche Bedeutung er fur eine

Therapie, die auf Aktivierung des Immunsystems abzielt, hat, ist schwer zu treffen.

Dieses Thema muss in jedem Fall in vitro aber sicher auch in vivo untersucht

werden.
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Abb.8.2: Ideales Szenario einer Anti-Tumor-Antwort im Gehirn; Voraussetzung ist

die Aktivierung von Mikroglia oder — alternativ — von NK-Zellen.

Mikroglia konnen in vitro durch LPS und IFN-y aktiviert werden, um toxisch gegen
Gliomzellen agieren zu konnen. In vivo wurde dies zu einem in der Mehrheit
apoptotischen Zelltod der Tumorzellen fuhren, deren Zelltrimmer von Mikroglia
aufgenommen werden. Tumorantigene kénnen von Mikroglia Uber MHC-II (der
ebenfalls durch IFN-y vermehrt aktiv ist) fur Ty1-Zellen prasentiert werden, was zu
einer Stimulierung der Letzteren fihrt. Uber Freisetzung von IFN-y kdnnen T-
Zellen die Mikroglia weiter aktivieren und damit den toxischen Effekt vorantreiben.
Die apoptotischen Tumorzellen werden Uber ,come-and-get-me“ und ,eat-me“-
Signale [113] andere professionelle Phagozyten (Makrophagen, Dendritische
Zellen) des perivaskularen Raums anlocken und schlieBlich zu weiterer

Immunaktivierung flhren. Spezifische zytotoxische T-Zellen werden stimuliert,
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wenn sie von Dendritischen Zellen Uber Cross-Priming angesprochen werden.
DCs konnen ihrerseits Helfer-T-Zellen und auch NKT-Zellen aktivieren.
Zytotoxische T- und NKT-Zellen schutten Perforin aus und fuhren damit zu
Tumorzelllyse. Dieser nekrotische Zelltod wird dartber hinaus Phagozyten
aktivieren und sie zur Produktion pro-inflammatorischer Zytokine anregen.

Innerhalb des Gehirns ist es von extremer Wichtigkeit, dass eine Immunantwort
kontrolliert ablduft und das Gewebe vor einer Uberstimulation geschiitzt wird.
Verschiedene Feed-back-Mechanismen zur Deaktivierung von Mikroglia und
anderen Immunzellen mussen hier greifen. Deaktivierung durch Phagozytose
apoptotischer Zellen [181] oder durch z.B. autokrines TGF-f [176] ist denkbar, um

nur einige Moglichkeiten zu nennen.

Gehirntumoren haben vielfaltige Mechanismen entwickelt, der Erkennung durch
das Immunsystem zu entgehen (vgl. Abb.8.3). Deswegen wird es nétig sein, diese
Erkennung gezielt zu unterstitzen. Friese et al. erzielten hierbei erste Erfolge,
indem sie den NKG2D-
Liganden MICA/B in

Gliomzellen Uberexprimierten

und diese dann intracranial

NKG2DJ, injizierten. Es folgten eine
Aktivierung von NK-Zellen und

{-—n\ vermindertes Tumorwachstum
Z-:;Ox Mikroglia | [183]. In vivo ist woméglich
NK-Zelle TGF-B fiir eine verminderte

Abb.8.3: Unterdriickung von Erkennung und  EXxpression von NKG2D auf
weiterer Immunaktivierung durch Gliom- NK-Zellen verantwortlich [184].

sezernierte Faktoren
Tumorzellen kénnen
theoretisch durch Glykoproteine auf ihrer Zelloberflache von Mikroglia erkannt und
angegriffen werden, wie im Rahmen dieser Arbeit in Ansatzen aufgezeigt wurde.
Durch gezielte Veranderung der neoplastischen Zellen kann dies eventuell
verstarkt und dadurch eine effiziente Aktivierung des angeborenen Immunsystems

erreicht werden.
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IFN-y als alleiniger Aktivator einer Anti-Tumor-Immunantwort im Gehirn hat sich
als nicht effektiv herausgestellt. Zwar findet nach intracerebraler Injektion eine
starke Rekrutierung von Immunzellen statt; gleichwohl kann es daneben zu
reaktiver Gliose kommen [fiir einen Uberblick siehe 88]. Weitere Aktivatoren sind
fur eine effektive Aktivierung unumganglich. Eine systemische Infektion mit LPS
kann Uber die perivaskularen Makrophagen gleichfalls parenchymale Mikroglia
aktivieren [fir einen Uberblick siehe 45]. LPS ruft allerdings schon in kleinsten
Mengen in Mensch und Maus schwere Krankheiten hervor, deren Symptome von
Sepsis und Leberversagen bis hin zu Neurodegeneration [185] reichen. Eine
Aktivierung des TLR-Signalweges durch andere, moglicherweise weniger toxische
Liganden wie CpG (TLR9) ist denkbar [74]. Genetisch veranderte Tumorzellen
konnten ebenfalls das nétige Signal zur Aktivierung von Mikroglia liefern, wenn sie
uber einen PRR erkannt werden. Der Mannose-Rezeptor auf Mikroglia als PRR

und mannosylierte Proteine auf Tumoren als PAMPs sind vorstellbar.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass eine gezielte, effiziente Therapie flur
Tumoren des ZNS mdglich erscheint, wenn es gelingt, die im Tumor ansassigen
Mikroglia — trotz des immunsuppressiven Milieus — zu aktivieren. Dass sie in der
Lage sind, unter in vitro- Bedingungen toxisch gegen Tumorzellen zu wirken,
wurde in dieser Arbeit gezeigt. Eine Gen-Immuntherapie mit viralen Vektoren
scheint ein geeignetes Werkzeug zu sein, um diese Eigenschaften in vivo

auszunutzen.

C) Interaktionen von Parvovirus MVM und murinen Gliazellen

Infizierbarkeit von murinen Gliazellen mit dem Parvovirus MVM

Ein potenzieller Vektor fur eine Gentherapie sollte einerseits spezifisch fir einen
bestimmten Zelltyp und andererseits nicht pathogen flir den Organismus sein.
Daher wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Infizierbarkeit von
untransformierten Gliazellen — primaren Astrozyten und Mikroglia — mit dem
Parvovirus Minute Virus of Mice, wtMVMp [135] naher untersucht. Nur Astrozyten
weisen nach Infektion mit dem murinen Parvovirus Expression der viralen Proteine
NS1 (Abb.7.7), NS2 (Abb.7.9) und VPs (Abb.7.10) auf.
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Einzelzellbasierte Analyse mit Hilfe des Durchflusszytometers zeigte, dass etwa
7% der infizierten Astrozyten NS1 exprimierten (Abb.7.8), was sich auch in der
Zahl an GFP-positiven Zellen (8%) nach Infektion mit einem rekombinanten
Parvovirus widerspiegelte (Abb.7.11). Dies wurde bereits vor Beginn dieser Arbeit
in Vorarbeiten Uber Immunfluoreszenzfarbung nachgewiesen [196] und
unabhangig davon in einer weiteren Studie bestatigt [146]. Die geringe Zahl an
NS1-positiven Zellen ist nicht auf eine verminderte Virusaufnahme
zuruckzufuhren, wie Internalisierungsversuche darlegten (Abb.7.3 und Abb.7.4).
Die Replikation der viralen DNA kann Uber Southern Blot verfolgt werden, eine
Vermehrung von viraler Einzelstrang-DNA scheint jedoch nicht stattgefunden zu
haben (Abb.7.6). Eine vermehrte Proliferation durch Behandlung der Zellen mit
dem basischen Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF) (Abb.7.1) fihrte nicht zu
gesteigerter Partikelaufnahme (Abb.7.5); ob verstarkt DNA-Konversion und —
Replikation stattgefunden hat, kann nicht ausgeschlossen werden und sollte mit
Hilfe eines Haushaltgens uberpruft werden. Es wurden keine Viruspartikel aus

Astrozyten freigesetzt, wie Uber Hamagglutinierung gepruft wurde (nicht gezeigt).

Anscheinend durchlauft der Parvovirus seinen
Lebenszyklus in diesen Zellen nicht vollstandig. Es
besteht zum ersten die Moglichkeit, dass der
Transport der viralen Proteine VP1 und VP2 in den

Kern nicht effizient ist, was Grundvoraussetzung flr

einen nuklearen Zusammenbau der Kapside ist

@ Kapsid

[186]. Zum zweiten kann auch das Ausbleiben der

A\ VP12
Abb.8.4: Zusammenbau  Einzelstrangsynthese der Grund fur die abortive
von Kapsiden  und Infektion sein. Man ging lange davon aus, dass die
Verpackung einzel-
strangiger  DNA  (ver- Herstellung von ssDNA an die Verpackung in

einfache Darstellung) Kapside (,Packaging“) geknupft ist; neueste Studien

zeigen jedoch, dass bereits ausgeschnittene, fertige Genome verpackt werden
[143]. An welcher Stelle genau der virale Lebenszyklus in Astrozyten unterbrochen
wird, ist unklar. Unabhangig davon konnte allerdings ein toxischer Effekt von MVM
gemessen werden. Es stellte sich heraus, dass Primarkulturen von Astrozyten in

Bezug auf ihre Sensitivitat gegentiber MVM sehr heterogen sind.
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Dementsprechend wurde innerhalb der Versuchsreihe (5 unabhangige
Experimente) zweimal ein deutliches Absterben der Astrozyten nach Infektion mit
MVM nachgewiesen (300% mehr tote Zellen als in der Kontrolle). Andere
Experimente zeigten dagegen keinen Effekt auf die Viabilitat der Gliazellen
(Abb.7.14). Eine klare Aussage kann nicht getroffen werden; fest steht, dass es
unter bestimmten Voraussetzungen, die noch zu untersuchen sind, zu einem
virus-induzierten Zelltod von Astrozyten kommen kann. Im semi-in vivo Modell der
Organotypischen Kultur wurde kein toxischer Effekt von hohen Partikelmengen
MVM detektiert (Tab.7.1). In diesem System konnte eine Infektion des Gewebes
durch MVM nicht dokumentiert werden: Immunhistochemische Untersuchungen,
um NS1 oder Kapside zu lokalisieren, schlugen ebenso fehl wie der Versuch, die
virale DNA uber Fluoreszenz in situ-Hybridisierung zu markieren. Es kann daher
nicht ausgeschlossen werden, dass der fehlenden toxische Effekt auf eine
schlechte Penetration der OTC zurlckzuflhren ist. Fiur MVM und den Ratten-
Parvovirus H-1 fehlen in vivo Daten, um zu klaren, ob beide Viren eine
Schadigung des Gehirns hervorrufen kénnen. Fur den Parvovirus CPV (canine
PV) ist eine Infektion von felinen Neuronen beschrieben worden [187]; das
humane Rételvirus B19 wird mit Enzephalien und auch Schlaganfall in Verbindung
gebracht. Nur in vivo Versuche werden eine endgultige Antwort auf diese Frage
geben konnen. Ferner wurde fur die vorgestellten Versuche der Wildtyp-Virus
verwendet; in einer Therapie werden aber wahrscheinlich rekombinante
Parvoviren eingesetzt werden. Deren toxischer Effekt auf Zellen kann unter
Umstanden stark von dem der Wildtyp-Viren abweichen [142]; daher sollte er fur
jeden Virus, mit dem eine in vivo Applikation geplant ist, im Speziellen untersucht
werden.

Mikroglia waren nicht infizierbar und zeigten keine Expression von viralen
Proteinen. In einzelnen Experimenten waren jedoch bei hohen MOI deutlich VPs
zu detektieren (nicht gezeigt). Da Mikroglia in der Lage sind, Viruspartikel
aufzunehmen (Abb.7.3 und Abb.7.4), jedoch keine Konversion der Einzelstrang-
DNA stattfindet (Abb.7.6), wurde dieses VP-Signal auf das Input-Virus
zuruckgefuhrt, das sich noch im Inneren der Zellen befindet. Es ist vorstellbar,
dass in Mikroglia eine Dekapsidierung des Virus nicht unterstitzt wird und es in

den Zellen persistiert ohne zu replizieren.
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Ebenso ist es moglich, dass das Einzelstrang-Genom sehr stabil ist und in den
Zellen gelagert werden kann ohne abgebaut zu werden. In beiden Fallen stellen
Mikroglia ein Reservoir fur MVM dar. Proliferation der Mikroglia nach Versetzen
mit IL-4 (Abb.7.1) flhrt nicht zu vermehrter Virusaufnahme (Abb.7.5) und
Replikation (Abb.7.6). Es konnte keine verminderte Viabilitdt der Mikroglia nach
Infektion detektiert werden (Abb.7.13). Eine Infektion von Mikroglia mit autonomen
Parvoviren ist in der Literatur nicht beschrieben; Makrophagen sind nur mit
genetisch veranderten Parvoviren und nur nach Transformation zu infizieren. Hier
wurde also zum ersten Mal die Permissivitat von Mikroglia fur einen autonomen

Parvovirus untersucht.

Stimulation von Astrozyten verringert die Infektivitiat von wtMVMp

Die Infektivitat eines rekombinanten Virus sollte im optimalen Fall nicht durch das
von ihm codierte Transgen, direkt oder indirekt, beeinflusst werden. Um dies zu
uberprufen, wurde der Einfluss von LPS und IFN-y auf die Expression viraler
Proteine in Gliazellen untersucht. Mikroglia waren unabhangig von der Stimulation
negativ fur virale Proteine (Abb.7.19). Uberraschend zeigte sich eine deutliche
Abnahme des NS1-Signals in Astrozyten durch Stimulation der Zellen mit LPS und
LPS/IFN-y sowie ein geringer Effekt durch IFN-y alleine (Abb.7.19). Das wichtigste
anti-virale Protein ist IFN-B, das von Zellen nach Infektion mit vielen Viren (z.B.
Newcastle Disease Virus, NDV) hergestellt wird. Es kann auf vielfaltige Weise in
virale Lebenszyklen eingreifen [fir einen Uberblick siehe 188]. wtMVMp ist nicht in
der Lage, IFN-B in Fibroblasten [189], Astrozyten und Mikroglia [197] zu
induzieren. Die genannte Ligation des TLR4 durch LPS kann dagegen zur
Expression des Zytokins fuhren [31; 197]. IFN-y induziert ebenfalls IFN-B. Es ist
denkbar, dass IFN-B z.B. die Aktivitat von Cyclin A beeinflusst (s.0.), damit einen
Zellzyklus-Arrest in G1/S hervorruft und die Konversion der viralen DNA behindert.
Im Labor von Dr. A. Régnier-Vigouroux konnte in einem aus dieser Arbeit
ausgegliederten, eigenstandigen Projekt die Beteiligung von IFN-B an der
beobachteten Reduktion der NS1-Expression nachgewiesen werden [197].
Allerdings sind scheinbar weitere Faktoren am antiviralen Status der Zellen

beteiligt.
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Fir Gliomzellen sollte der Einfluss der Stimuli auf die Replikation von MVM
gleichfalls kontrolliert werden. Die drei untersuchten Zelllinien unterschieden sich
stark in ihrer Permissivitat gegentber wtMVMp. GL261-Zellen zeigten das starkste
NS1-Signal, SMA560 das schwachste (Abb.7.15). Stimulation von MT539MG mit
LPS und IFN-y hatte wenig Einfluss auf die Expression von NS1, wahrend mit den
anderen Zellen eine deutliche Reduktion zu detektieren war. In den gut
infizierbaren GL261 war dessen ungeachtet nach Stimulation noch ein deutliches
und starkes Signal fur NS1 zu erkennen (Abb.7.20). Wie diese Ergebnisse deutlich
machen, unterscheiden sich Tumorzellen manchmal erheblich in ihrer Sensitivitat
gegenuber einem Vektor. Der zugrunde liegende Mechanismus ist noch kaum

verstanden und Gegenstand der Forschung.

Parvovirus MVM hat keinen Einfluss auf die Inmunkompetenz von Gliazellen
Wie bereits dargelegt wurde, konnen Mikroglia in einer pro-inflammatorischen
Umgebung toxisch auf verschiedene Gliomzelllinien wirken. Will man sich diese
Eigenschaft der Mikroglia im Rahmen einer Tumortherapie nutzbar machen, so
muss sicher gestellt sein, dass der gewahlte Vektor nicht mit der (i)
Immunkompetenz und (ii) der Zytotoxizitat interferiert. Die durchgefuhrten
Versuche zeigen eindeutig, dass Infektion mit wtMVMp keinen Einfluss — weder
positiv. noch negativ - auf die Freisetzung von TNF-a (Abb.7.21) und NO
(Abb.7.22) aus LPS/IFN-y-stimulierte Astrozyten und Mikroglia hatte. Viren wie das
Cytomegalovirus [190] oder Adenoviren [191] aktivieren Mikroglia (human, Ratte)
und regen sie zur Zyto- und Chemokinproduktion an. Infizierte Zellen produzieren
dann u.a. TNF-a. wtMVMp ist offensichtlich nicht in der Lage, eine solche Antwort
in Gliazellen hervorzurufen, wie es fur Fibroblasten und HelLa-Zellen publiziert ist
[189].

Damit einhergehend wird der toxische Effekt von aktivierten Mikroglia auf L929-
Zellen nicht durch eine Infektion beeintrachtigt (Abb.7.24). Dies lasst darauf
schlieen, dass das freigesetzte TNF-a auch nach Infektion mit MVM biologisch
aktiv ist. MT539MG sterben ebenfalls nach Behandlung mit dem Kulturiberstand
stimulierter Mikroglia — unabhangig davon, ob diese infiziert waren oder nicht
(Abb.7.25). Es zeigte sich weiterhin, dass MT539MG nach Infektion mit wtMVMp
kaum sterben, obwohl einige der Zellen NS1 (Abb.7.15) und GFP exprimieren
(Abb.7.16).
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D) Ausblick: Chancen und Maoglichkeiten einer parvoviralen Gen-

Immuntherapie flir Hirntumoren

Wie vorangehend dargelegt wurde, scheint eine auf Mikroglia basierende
Aktivierung des Immunsystems im Gehirn eine Maoglichkeit zu bieten, gezielt
Tumorzellen anzugreifen. Parvoviren als Vektoren werden nicht mit dieser
Aktivierung interagieren und den toxischen Effekt auf die Gliome nicht
beeintrachtigen. Aktivierung des Immunsystem kénnte eine reduzierte Infektion
der umgebenden Astrozyten zur Folge haben, was positiv zu bewerten ist. Eine
Aufnahme von Viren in Neuronen hatte keinen Effekt, da postmitotische Zellen
eine virale Replikation nicht unterstitzen. Es besteht Grund zur Hoffnung, dass
autonome Parvoviren eines Tages zur Therapie von Krebserkrankungen
eingesetzt werden kénnen. Ein gezieltes Angreifen von CD133"-
Tumorstammzellen (vgl. 2.3.1) kdonnte zu einer verbesserten Prognose beitragen;
die Aktivierung des lokalen Immunsystems durch Transgene wird dartber hinaus

madglicherweise der Schlussel zu einer effizienten Therapie sein.
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pfu Plaque forming unit

PG PBS-0,2% Gelatine

PGE, Prostaglandin E,

Pl Propidium lodid

PLL  Poly-L-Lysin

PNS Peripheres Nervensystem

PTEN Phosphatidylinositol 3-
Phosphatase

p.i. post infection

R

RANTES
Regulated upon activation,
normal T-cell expressed and
secreted

RFU relative fluorescent unit

RNA Ribonukleinsaure

R-PE R-Phycoerythrin

rom  Rotationen pro Minute
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RT Raumtemperatur

S

SA-RED Streptavidin-RED670
SB Southern Blot

SDS Sodium-Dodecylsulfat
SDS-PAGE
SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese
s Sekunde
ssDNA  Einzelstrang-DNA

T

Tab. Tabelle

TAM Tumor-assoziierte
Makrophagen

TBS Tris-gepufferte Salzlésung

TGF-B Transforming growth
factor- beta

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TRAIL Tumor necrosis (TNF)-
related apoptosis-inducing
ligand

TUNEL  Terminale Desoxyribosyl-
Transferase mediated
dUTP Nick End Labeling

U

U Unit

uv Ultraviolett

\)

val. vergleiche

VP Virales Strukturprotein
\ Volt

viv volume per volume
w

WB Western Blot

WHO Weltgesundheits-
organisation
wtMVM  Wildtyp-MVM

wiv weight per volume
Z
ZNS Zentrales Nervensystem
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