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2 Einleitung

2.1 Humane Meningiome

2.1.1 Atiologie, Epidemiologie und Pathogenese

Bereits im Jahre 1938 publizierten Cushing und Eisenhardt eine wegweisende Monographie
iiber Meningiome (Shrivastava et al., 2003). Diese Neoplasien sind hauptsachlich benigne
und gut vaskularisierte Geschwiire der Hirnhaut, welche langsam und selten invasiv
wachsen. Mit einem Anteil von 33,8 % zidhlen sie den Daten aus der Central Brain Tumor
Registry of the United States (CBTRUS) zufolge zu den zwischen 2002 und 2006 am haufigsten
diagnostizierten primadren ZNS-Tumoren in den USA. Da sie meist intrakraniell lokalisiert

sind, ergeben sich oft schwerwiegende und potentiell letale Folgen fiir die Patienten.

Die Pravalenz von Meningiomen wird auf tiber 170.000 in den USA geschétzt, wobei unter
Frauen eine mehr als doppelt so hohe Inzidenz (8,36/100.000 pro Jahr) festgestellt wurde
(Wiemels et al., 2010). Zudem offenbaren altersspezifische Inzidenzraten fiir Manner und
Frauen ein zunehmendes Erkrankungsrisiko mit voranschreitendem Alter, bei einem

mittleren Erkrankungsalter von 63 Jahren (Mawrin and Perry, 2010).

Sporadische Meningiome sind typischerweise mit einer oder mehreren fokalen
chromosomalen Deletionen assoziiert und die Komplexitat der genetischen Aberrationen
nimmt mit steigendem Tumorgrad zu. Die am haufigsten auftretenden genetischen
Veranderungen betreffen das Neurofibromatose-Typ 2-Gen (NF2) auf Chromosom 22q, was
sehr oft zu einer gekiirzten, nicht-funktionalen Proteinvariante des entsprechenden, als
Merlin bezeichneten Genprodukts fiihrt. Individuen mit diesen Mutationen haben ein

deutlich erhdhtes Risiko, an Meningiomen zu erkranken.
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Abb. 1 Post mortem Sicht auf die Dura mater zeigt mehrere Meningiome, die in der GroR3e stark variieren. Die
Tumoren sind unilateral lokalisiert, ohne die Falx cerebri (FC) zu Uberschreiten. Fir multiple durale Meningiome
wurde ein klonaler Ursprung nachgewiesen und ihre Ausbreitung erfolgt wahrscheinlich Gber den Liquor
cerebrospinalis (Stangl et al., 1997). Mit freundlicher Genehmigung von Herrn Prof. Dr. Kleihues,
Universitatsspital Zurich (http://www.pubcan.org/image.php?id=685)

Die Frequenz der NF2-Mutationen unterscheidet sich zwischen den einzelnen WHO-Graden
der Meningiome nicht wesentlich, so dass sie eher einen entscheidenden Schritt zur
Tumorinitiation als zur Progression reprasentieren. Hinsichtlich der verschiedenen
histologischen Typen konnten dagegen Unterschiede in der Frequenz festgestellt werden,
die die wichtige Rolle von NF2-Veranderungen in mesenchymartigen Phénotypen
(transitionale, fibroblastische und psammomatdse Meningiome) hervorheben, was durch die
moglicherweise mutationsbedingte Beeintrachtigung der Zellform erklart werden konnte,
denn Merlin gehort zur Proteinfamilie 4.1, deren Mitglieder Membranproteine mit dem

Zytoskelett verbinden.

Weitere Gene, die an der Entstehung von Meningiomen involviert sein konnten, sind
BAM?22, ein auf Chromosom 22ql2 lokalisiertes Gen der [-Adaptin-Familie, das

Tumorsuppressorgen Breakpoint Cluster Region (BCR) auf 22q, Differentially Expressed in
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Adenocarcinoma of the Lung 1 (DAL1), auch ein Gen der 4.1-Familie mit dem Genprodukt 4.1B,
dessen Expression unabhdngig vom histologischen Grad in 60% der untersuchten
Meningiome reduziert war, (Mawrin and Perry, 2010) und Tumor Suppressor in Lung Cancer 1
(TSLC-1), das vermutlich mit 4.1B interagiert und fiir das eine verminderte Expression in
atypischen und anaplastischen Meningiomen beobachte wurde (Surace et al., 2004). Ferner
wurde fiir das ebenfalls auf 22q12 gelegene Gen Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 3 (TIMP3)
eine Assoziation mit der Tumorprogression nachgewiesen, da 67% von anaplastischen
Meningiomen eine Hypermethylierung des TIMP3-Promoters aufwiesen, wahrend dies nur

fiir 22% der atypischen und 17% der benignen Meningiome zutraf (Barski et al., 2010).

Unabhidngig vom Tumorgrad lassen sich Meningiome anhand ihrer molekularen Signatur in
die beiden Gruppen stark-proliferativ und schwach-proliferativ einteilen (Carvalho et al.,
2007). Generell wird davon ausgegangen, dass sich die Tumorprogression von
niedriggradigen zu hochgradigen Tumoren vollzieht. Neben 22q wird der Verlust von 6q
und 14q als besonders relevant fiir die Progression und Rekurrenz angesehen (Mawrin and

Perry, 2010).

V.

Abb. 2 CCT nach Kontrastmittelgabe. In der linken Hemisphare ein Kontrastmittel aufnehmendes Meningiom.

[
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In der bislang grofiten Studie zu genetischen Polymorphismen und dem Meningiomrisiko
wurde eine statistisch signifikante Assoziation zu Meningiomen fiir zwolf SNPs in
Reparaturgenen entdeckt, darunter das Gen fiir Breast Cancer Susceptibility Gene 1-Interacting
Protein 1 (BRIP1), welches an der Reparatur von DNA-Doppelbriichen beteiligt ist und in
Verbindung mit der Entstehung des Mamma-Karzinoms gebracht wird. Daher vermuten
manche Forscher, dass die beobachtete Assoziation zwischen Meningiomen und Mamma-
Karzinom nicht auf hormonellen Faktoren, als vielmehr auf dhnlichen Defekten in DNA-

Reparaturgenen beruhe (Wiemels et al., 2010).

Es konnte gezeigt werden, dass Verdnderungen des [-Catenin-/Wingless(wnt)- und
Hedgehog-Signaltransduktionswegs in der Tumorprogression involviert sind (Wrobel et al.,
2005; Laurendeau et al.,, 2010). Die Expression des Tumorsuppressorgens E-Cadherin
(CDH1), eines wichtigen Modulators des wnt-Signalwegs, welcher in einer Studie bei etwa
einem Drittel der Meningiome verandert war, war in aggressiven Meningiomen bei
gleichzeitiger Hochregulation von B-Catenin herab reguliert (Mawrin and Perry, 2010).
Auflerdem wurde eine Uberaktivierung des Epidermal-Growth-Factor-Rezeptors (EGFR) und
des PDGFR-3 entdeckt (Riemenschneider et al., 2006).

Familidre Meningiome treten am hdufigsten im Zusammenhang mit der Neurofibromatose
Typ 2 auf, wo sie den zweithaufigsten Tumortyp nach Schwannomen des N. vestibularis
darstellen. Eine Assoziation mit anderen hereditdren Tumorsyndromen indes ist selten, nur
wenige Falle wurden fiir das Cowden-Syndrom, das Li-Fraumeni-Syndrom und die Multiple
Endokrine Neoplasie Typ 1 (MEN1) beschrieben. Ob es sich hierbei um eine kausale
Verkniipfung oder um eine Koinzidenz handelt, ist unklar (Mawrin and Perry, 2010).
Verwandte 1. Grades von Meningiompatienten tragen ein ungefdhr dreimal so grofses

Risiko, selbst zu erkranken, wie die Gesamtbevolkerung (Bethke et al., 2008).

Exposition gegeniiber ionisierender Strahlung gilt als gesicherter Risikofaktor fiir
Meningiome, mit bis zu zehnfach erhchtem FErkrankungsrisiko. Aufierdem wird ein
hormoneller Einfluss auf die Tumorgenese von einer Reihe an Beobachtungen suggeriert:

Die Inzidenz fiir geschlechtsreife Frauen ist mehr als doppelt so hoch wie fiir Manner, einige
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Meningiome exprimieren - geschlechtsunabhingig - Ostrogen-, Progesteron- und
Androgenrezeptoren und es gibt Hinweise darauf, dass die Tumorgrofie mit
Schwangerschaft und weiblichem Hormonzyklus variiert. Dennoch sind die genauen
Zusammenhdnge bislang unklar und es liegt lediglich eine eingeschrdnkte statistische
Evidenz fiir ein erhohtes Risiko durch die Einnahme oraler Kontrazeptiva vor, wahrend die
aktuelle Datenlage auf ein erhohtes Erkrankungsrisiko bei der Hormonersatztherapie

hindeutet (Wiemels et al., 2010).

2.1.2 Pathologie

Die Mehrheit der Meningiome ist makroskopisch von umliegenden Hirnstrukturen
eindeutig abgrenzbar und breitbasig der Dura mater angeheftet. Von runder oder flacher
Form, besitzen sie eine glatte oder leicht lobulierte Oberflache. Eine feste oder gummiartige
Konsistenz ist charakteristisch und die Schnittfliche erscheint oft grob-kornig. Eine
Infiltration des knochernen Schédels tritt selten auf, ist nicht-destruktiv und imponiert
makroskopisch als Hyperostose. Die Arterien der Schddelbasis konnen, bei in der Regel
unbeeintrachtigtem Blutfluss, von Tumorgewebe eingemauert werden (Perry et al., 2007).

Fiir eine Auswahl an makroskopischen Bildern s. Abb. 1 und Abb. 3.

Es wird davon ausgegangen, dass Meningiome sich von Deckzellen der Arachnoidea mater
ableiten. Sie besitzen hadufig mesenchymale (u.a. spindelférmige Morphologie und
Produktion eines kollagenen Stromas) und epitheloide (u.a. zahlreiche Zellkontakte,
Expression von Epithelial Membrane Antigen (EMA) und sekretorische Funktionen) Anteile.
Grundsatzlich weisen sie ein breites Spektrum an histologischen Mustern auf, die nicht
selten gemischt auftreten. Oft lassen sich kleine, durch Zellnekrosen entstandene
Verkalkungen, sog. Psammomkorperchen, abgrenzen. Die aktuell giltige WHO-
Klassifikation ordnet basierend auf verschiedenen histopathologischen Kriterien 16
Meningiomsubtypen die Grade I - III zu (s. Tabelle 1). Der Grofsteil der Meningiome wird als
benigne (WHO-Grad I) klassifiziert, etwa 20% der Meningiome werden als hochgradig
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(WHO-Grade 1II und III) eingestuft, verhalten sich aggressiver und sind mit einer erhéhten
Morbiditdt und Mortalitdt verbunden (Hanft et al., 2010; Mawrin and Perry, 2010).

Abb. 3 Makroskopische Bilder von Meningiomen. A Parasagittales Meningiom in der Region des linken
Parietallappens. Der Tumor komprimiert, aber infiltriert den zerebralen Cortex nicht. B Grofl3es Meningiom, das
den links-frontalen Cortex komprimiert. Man beachte die Befestigung an der Dura mater und die scharfe
Abgrenzung zum Hirngewebe. In dieser Position wachsen Meningiome oftmals eher flach als rund. C GroRRes
Meningiom vom Clivus ausgehend. Man beachte die Kompression des Hirnstamms mit Ruckstanden einer
Blutung. Die A. basilaris (>) wird vom Tumor eingeschlossen, aber nicht okkludiert. D Post mortem Sicht auf die
Schédelbasis mit groRem, vom Sulcus olfactorius ausgehendem Meningiom. Der Tumor komprimierte
frontobasale Hirnstrukturen. Man beachte die glatte, leicht lobulierte Oberflache. ON N. opticus, MCA A. cerebri
media, PG Hypophyse. Mit freundlicher Genehmigung von Herrn Prof. Dr. Kleihues, Universitatsspital Zirich
(http:/Aww.pubcan.org/cancer/4902/meningioma-nos/macroscopy)
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Anaplastische/maligne Meningiome sind mit 1-2% sehr selten und die durchschnittliche
Uberlebenszeit betroffener Patienten liegt unter zwei Jahren. Daher ist einer der wichtigsten
Prognosemarker die histopathologische Einteilung (Grading); ebenfalls von prognostischem
Nutzen hat sich der Proliferationsmarker Ki-67/MIB-1 bewahrt. Der meningotheliale, fibrose
und transitionale Subtyp zdhlen zu den haufigsten WHO-I-Grad-Meningiomen.
Kennzeichnend fiir den meningothelialen Subtyp (s. Abb. 4) sind dicht gepackte Zellen mit
unscharfen Zytoplasmagrenzen, Wirbelbildungen und konzentrische Verkalkungen

(Psammomkorperchen).

Tabelle 1 Meningiomsubtyp und WHO-Grad nach der WHO-Klassifikation von 2007

WHO-Grad Histologischer Subtyp \

| (benigne) meningothelial, psammomatds, angiomatos,
fibrgs, transitional, mikrozystisch, sekretorisch,
lymphoplasmozytenreich, metaplastisch

Il (atypisch) klarzellig, chordoid, atypisch, hirninvasiv

Il (anaplastisch/maligne) papillar, rhabdoid, anaplastisch

Modifiziert nach Hanft et al., 2010

Wiewohl eine lokale Gefdflinvasion relativ haufig auftritt, sind Metastasen eine seltene
Komplikation maligner Meningiome und treten nur in etwa 0,1% der Fille auf. Die
Metastasierung erfolgt vorzugsweise in Lunge und Pleura. Anatomische Pradilektionsstellen
umfassen die Grofshirnkonvexitdt, den Keilbeinfliigel, das Tuberculum sellae, den Clivus,
den Kleinhirnbriickenwinkel, die Olfactoriusrinne, die Falx cerebri, das Tentorium cerebelli
(Mawrin and Perry, 2010) und etwa 10% der Meningiome entstehen im Spinalkanal (Whittle
et al., 2004).
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Abb. 4 Praparat eines meningothelialen Meningioms in Hamatoxylin-Eosin-Farbung. A Klassisches Meningiom,
bestehend aus teils kugeligen Verb&dnden monomorpher Tumorzellen. Zwischen den Tumorzellverbénden kleine
GefaBe und schmale Bindegewebssepten. B Monomorpher Tumorzellverband mit Wirbelbildung (Pfeil). Die
Tumorzellen haben ovale Kerne ohne Atypien und reichlich Zytoplasma. C Runde, angedeutet geschichtete
Verkalkung (Psammomkdrperchen, Pfeil). Mit freundlicher Genehmigung von Frau PD Dr. Glatz,
Universitatsspital Basel (http://alf3.urz.unibas.ch/hipaku-permalink/151.htm)

2.1.3 Klinik

Durch den weit verbreiteten Einsatz von CT und MRT werden viele subklinische
Meningiome als Zufallsbefund gefunden (Whittle et al., 2004), illustriert durch eine
hollandische Studie, bei welcher auf MRT-Aufnahmen von 2000 asymptomatischen
Probanden bei 0,9% ein Meningiom identifiziert wurde (Vernooij et al.,, 2007). Zudem
wurden in Autopsieserien in 2,3% der Félle Meningiome zuféllig entdeckt (Mawrin and

Perry, 2010).
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Abhédngig von ihrer Lokalisation rufen Meningiome eine Vielzahl von Symptomen hervor.
Oft manifestieren sie sich klinisch durch epileptische Anfélle. In der hinteren Schadelgrube
gelegen, konnen sie einen obstruktiven Hydrocephalus verursachen, der mit Papillenddem
und morgendlichen Kopfschmerzen einhergeht. Fokale neurologische Defizite,
Hirnnervenausfélle, Ataxie und Personlichkeitsveranderungen sind moglich. Ein
fortschreitender unilateraler Gesichtsfeldausfall ist fiir das Opticusscheidenmeningiom
charakteristisch. =~ In  seltenen Fallen kann es durch Kompression des
Hypophysenvorderlappens zu einer neuroendokrinologischen Dysfunktion kommen. Die
vor allem im Thorakalmark auftretenden spinalen Meningiome bewirken u.a. eine langsam
progressive spastische Paraparese mit oder ohne radikuldre Schmerzen (Whittle et al., 2004).

Einen Uberklick der Symptome und Untersuchungsbefunde zeigt Tabelle 2.

Tabelle 2 Haufigkeit von anamnestisch berichteten Symptomen und erhobenen korperlichen

Untersuchungsbefunden bei Patienten mit benignen, intrakraniellen Meningiomen

Anzahl der Anzahl der
Symptome Patienten (in  Untersuchungsbefunde Patienten

%) (in %)
Kopfschmerzen 70 (36) Parese 57 (30)
Personlichkeitsveranderung/Konfusion 43 (22) ohne Befund 51 (26)
Parese 37 (19) Gedéachtnisstérungen 29 (15)
Generalisierte Anfélle 36 (19) Hirnnervenausfall 21 (12)
Sehstérungen 30 (16) Gesichtsfeldausfall 19 (10)
Fokale Anfélle 29 (15) Parésthesien 17 (9)
Ataxie 28 (15) Aphasie 17 (9)
Aphasie 19 (10) Papillenddem 15 (8)

- : Verminderte

Vigilanzminderung 13 (7) Sehschirfe 12 (6)
Parasthesien 11 (6) Vigilanzminderung 9 (5)
Diplopie 6 (3) Nystagmus 6 (3)
Schwindel 2(1) Horschadigung 4 (2)
Horschadigung 2 (1)

Modifiziert nach Rockhill et al., 2007

2.1.4 Diagnose

Das wichtigste diagnostische Verfahren ist die Bildgebung mittels CT oder MRT.
Meningiome imponieren als scharf begrenzte, extra-axiale Masse, die das angrenzende
Gehirn verdrangt. In der CT erscheinen relativ zum normalen Hirngewebe die meisten

Meningiome als leicht hyperdens und besitzen eine starke, homogene
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Kontrastmittelaufnahme (s. Abb. 2), wahrend sie in der MRT auf T1-gewichteten Bildern
isointens oder schwach hypointens und in der T2-Wichtung hyperintens sind, mit ebenfalls
starker, homogener Anreicherung nach Kontrastmittelgabe (s. Abb. 5). Wegen des hoheren
Weichteilkontrastes und grofleren Detailreichtums bei der Darstellung intrakranieller
Strukturen, insbesondere der hinteren Schadelgrube, ist die MRT der CT vorzuziehen. Auch
konventionelle Rontgenbilder des Schddels, meist auf Grund einer anderen Indikation
erstellt, konnen die fiir Meningiome charakteristischen Befunde einer Tumorverkalkung,
Hyperostose, sekundédren osteolytischen Ldsion und einer Dilatation im Verlauf der A.

meningea media zeigen (s. Abb. 6).

Differentialdiagnostisch miissen Krankheitsprozesse beriicksichtigt werden, die durch ihre
Tendenz, priméar die Dura mater oder den Subduralraum zu befallen, Meningiomen dhneln,
wie beispielsweise Metastasen oder Lymphome, entziindliche Erkrankungen (z.B.
Neurosarkoidose oder Wegener-Granulomatose) und Infektionen, z.B. Tuberkulose (Whittle

et al., 2004; Rockhill et al., 2007).

Abb. 5 MRT-Aufnahme in axialer Schnittfiihrung in T1-Wichtung nach Kontrastmittelgabe. Rechts randstandiges

Meningiom mit homogener Kontrastmittelaufnahme dargestellt.
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Wegen der haufigen Invasion zerebraler Venen und vendser Sinus ist die MR-Venographie
tiberaus hilfreich bei der Abkldarung von Stenosegrad oder Okklusion grofierer Gefafse. Fiir
spezielle Fragestellungen, z.B. postoperative Differenzierung von Residualtumor, Rezidiv
und Narbe, kénnen zudem MR-Spektroskopie, PET und Szintigraphie mit radioaktiv
markiertem Octreotid, einem Somatostatin-Analogon, von Nutzen sein, denn Meningiome
exprimieren sehr haufig Somatostatin-Rezeptoren. Friither galt die Katheter-Angiographie, in
der die Gefdversorgung des Tumors durch meningeale Aste der A. carotis externa und der
typische spat-venose Tumor Blush dargestellt werden, als das Standardverfahren zur
klinischen Diagnosestellung (s. Abb. 7). Inzwischen ist diese Technik jedoch den mit CT bzw.
MRT nicht eindeutig zu kldarenden Fallen vorbehalten oder dient der Einschdtzung der
Geféaflarchitektur des Tumors fiir die chirurgische Planung und der Vorbereitung einer
moglichen praoperativen, endovaskularen Embolisation, um den intraoperativen Blutverlust

zu minimieren (Whittle et al., 2004; Rockhill et al., 2007; Saloner et al., 2010).

Abb. 6 Rontgenaufnahme des Schéadels. Ein Meningiom (Pfeil) ist dargestelit.

2.1.5 Therapie

Die Mehrheit asymptomatischer Patienten, bei denen zufillig ein Meningiom entdeckt
wurde, kann, solange der Tumor nicht symptomatisch wird oder signifikant an Grofie

zunimmt, konservativ behandelt werden, vor allem bei einem hohen Alter des Betroffenen
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oder bei gleichzeitig bestehenden Komorbiditdten, die das Risiko eines chirurgischen
Eingriffs deutlich erhthen wiirden. Weil das individuelle Tumorwachstum unvorhersehbar
ist, sind wiederholte MRT-Kontrolluntersuchungen initial im Abstand von sechs Monaten
und spater, bei gesicherter Stabilitit der Tumorausdehnung innerhalb der ersten Jahre, mit

steigender Intervalllange indiziert.

Symptomatische Meningiome werden primdr chirurgisch reseziert, mit rezidivfreien
Uberlebensraten nach totaler Tumorresektion von 93% nach 5 Jahren, 80% nach 10 Jahren
und 68% nach 15 Jahren. Basierend auf dem Ausmafs der chirurgischen Exzision erlaubt das
postoperative Grading-System nach Simpson eine Abschdtzung des Rezidivrisikos. Nach
partieller Resektion oder bei atypischen und anaplastischen Meningiomen wird eine
adjuvante Radiotherapie empfohlen, wobei potentielle Nebenwirkungen der Bestrahlung,
wie u.a. Leukoenzephalopathie und kognitive Symptome, mit dem Risiko eines
symptomatischen Rezidivs im Kontext der individuellen Lebenserwartung abgewogen

werden miissen.

Die stereotaktische Radiochirurgie wurde erfolgreich als primére Therapie bei chirurgisch
nicht zuganglichen Tumoren oder bei Patienten, die aus anderen Griinden fiir eine
Operation nicht in Frage kamen, eingesetzt. Fiir Patienten mit inoperablen oder
hochgradigen Meningiomen, die nach Resektion und Strahlentherapie ein Rezidiv erleiden,
befindet sich aufierdem eine Vielzahl pharmakologischer Therapieoptionen — insbesondere
vielversprechende Targeted Molecular Agents — in klinischer Erprobung, darunter klinische
Phase-II-Studien zur Evaluierung des monoklonalen VEGF-Antikorpers Bevacizumab, des
Chemotherapeutikums Hydroxyurea in Kombination mit Verapamil oder dem
Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib, des Somatostatinrezeptor-Agonisten Pasireotid und des
PDGFR- und VEGFR-Inhibitors Sunitinib (Whittle et al., 2004; Rockhill et al., 2007; Wen et al.,
2010).
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Abb. 7 Angiographie der A. carotis externa. Der fir Meningiome typische Tumor Blush (Pfeil) ist sichtbar. Mit

freundlicher Genehmigung von Herrn Prof. Dr. Zimmer, Technische Universitat Minchen

2.2 PDGF

2.2.1 PDGF-Familie

Die PDGEF-Familie von Wachstumsfaktoren umfasst bedeutende Mitogene fiir viele
Zelltypen mesenchymalen Ursprungs, wie Fibroblasten und glatte Muskelzellen, und fiir
einige Zellpopulationen neuroektodermaler Herkunft, wie den Oligodendrozyten
beispielsweise. Sie besteht aus vier Polypeptid-Ketten, welche von vier verschiedenen Genen
codiert werden. Die klassischen PDGEF-Ketten, PDGF-A und PDGE-B, wurden bereits vor
iiber 30 Jahren identifiziert und erst deutlich spater folgte die Entdeckung von PDGF-C und
PDGEF-D.

Uber Homo- oder Heterodimerisierung dieser vier Ketten entstehen durch Disulfidbriicken
verbundene Dimere, welche die bislang beschriebenen fiinf Isoformen PDGF-AA, -AB, -BB, -
CC und -DD bilden (Fredriksson et al, 2004). PDGF-AA, -AB und -BB wurden in
vergleichbaren Mengen in humanen Thrombozyten nachgewiesen (Hart et al.,, 1990), sie
werden als Vorstufen synthetisiert und intrazelluldr proteolytisch prozessiert. Die

biologische Funktion von PDGF-CC und PDGF-DD, welche im Gegensatz zu den anderen
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Isoformen als inaktive Vorstufen sezerniert werden und durch limitierte Proteolyse der
CUB-Domaine, eines in vielen Proteinen vorhandenen strukturellen Moduls, durch
extrazelluldre Proteasen aktiviert werden, ist weitgehend unerforscht; vieles deutet jedoch
auf eine wichtige Rolle in der pathologischen Angiogenese hin. Dariiber hinaus induziert
durch tPA aktiviertes PDGF-CC eine erhohte Permeabilitit der Bluthirnschranke beim
ischamischen Schlaganfall (Tallquist and Kazlauskas, 2004; Su et al., 2008; Hou et al., 2010;
Kumar et al., 2010).

Alle vier PDGF-Ketten enthalten eine stark konservierte, ca. 100 Aminosduren lange
Wachstumsfaktor-Doméne, bezeichnet als PDGF/VEGF-Homologie-Doméne. Dieses Motiv
besitzen ebenfalls die VEGF-verwandten Wachstumsfaktoren. PDGF-A, das durch
alternatives Splicing als Polypeptide der Lange 196 und 211 synthetisiert wird, und PDGF-B
stimmen zu etwa 50% in ihrer Sequenz iiberein; das gleiche gilt fiir PDGF-C und PDGF-D.
Die die PDGF-Ketten codierenden Gene liegen auf vier unterschiedlichen Chromosomen.
Die beiden humanen PDGFA- und PDGFB-Gene sind auf den Chromosomen 7 und 22
lokalisiert, die Gene fiir PDGF-C und -D hingegen auf Chromosom 4 bzw. 11 (Betsholtz et
al., 1986; Fredriksson et al., 2004).

PDGEF wird von vielen verschiedenen Zelltypen gebildet, wobei die Synthese oftmals durch
externe Faktoren, wie erniedrigte Sauerstoffspannung, Thrombin oder andere
Wachstumsfaktoren stimuliert wird. Obwohl die Expression von PDGF-A und -B
unabhéngig voneinander reguliert wird, exprimieren die meisten Zellen beide Ketten
(Heldin and Westermark, 1999). PDGF-A-mRNA wird in fast allen humanen Geweben und
insbesondere in Herz, Pancreas und Skelettmuskel exprimiert. Die grofsten Mengen an
PDGEF-B befinden sich vor allem in Herz und Plazenta und an PDGEF-C in Herz, Niere und
Pancreas, sowie in der Nebenniere. Koexpression von PDGF-A und PDGF-C wurde in Herz,
Gehirn, Leber, Niere und Testis gefunden. Aufierdem weisen Herz, Pancreas und Ovar eine

ebenfalls hohe Expressionsrate von PDGF-D auf (Fredriksson et al., 2004).
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2.2.2 PDGF-Rezeptor

Um einen Effekt auf die Zielzellen auszuiiben, binden die PDGF-Isoformen an die zwei,
strukturell verwandten PDGF-Rezeptoren a und (3. Die beiden Rezeptoren haben eine
Molekiilmasse von ca. 170kDa und 180kDa und besitzen extrazellular fiinf immunglobulin-
dhnliche Doménen, sowie eine intrazelluldre Tyrosinkinase-Doméne. Das humane PDGFR-
a-Gen liegt auf Chromosom 4q12 (Heldin and Westermark, 1999) und das PDGFR-B-Gen auf
Chromosom 5 (Yarden et al., 1986). Weil die PDGF-Isoformen dimere Molekiile sind, binden
sie zwei Rezeptoren gleichzeitig und fiihren zu deren Dimerisierung, wobei PDGF-AA aa-
Rezeptor-Homodimere, @ PDGF-AB  aa-Rezeptor-Homodimere oder  af-Rezeptor-
Heterodimere und PDGEF-BB alle drei moglichen Rezeptorkombinationen induzieren (Heldin

and Westermark, 1999).

PDGF-AA PDGF-AB PDGF-CC PDGF-BB PDGF-DD

extrazellular '0: :0. 0: :o o: :o

intrazellular l l l l

a-Kette a-Kette a-Kette B-Kette B-Kette B-Kette

Abb. 8 Rezeptorspezifische Bindung der funf unterschiedlichen PDGF-Liganden. Die Fahigkeit der finf PDGF-
Isoformen, die homo- und heterodimeren Komplexe von PDGFR-a und PDGFR- zu binden und zu aktivieren, ist
durch Pfeile verdeutlicht. Gestrichelter Pfeil zeigt eine postulierte Aktivierung an. Modifiziert nach Fredriksson et
al., 2004

Die spezifische Bindung der einzelnen PDGF-Isoformen an die Rezeptorsubtypen ist in Abb.
8 dargestellt. Auf Grund dieses spezifischen Bindungsverhaltens und der unterschiedlichen

Signale, die von den Rezeptoren transduziert werden, wird die Antwort einer Zelle auf
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PDGEF-Stimulation mafigeblich von ihrer Rezeptorexpression beeinflusst. Die klassischen
PDGEF-Zielzellen, glatte Muskelzellen und Fibroblasten, exprimieren sowohl PDGFR-a als
auch, jedoch in hoherer Dichte, PDGFR-3 (Heldin and Westermark, 1999). Fiir eine Ubersicht
der Expression in verschiedenen Zelltypen s. Tabelle 3. PDGF-Rezeptoren sind ein
fundamentaler Stimulator der Zellproliferation in vielen Tumoren und auch humane
Meningiome exprimieren PDGF-AA, -BB und PDGFR-3 (Maxwell et al., 1990; Wen et al.,
2010).

Tabelle 3 Expression von PDGFR-a und -3 in verschiedenen Zelltypen

Zelityp PDGFR-a PDGFR-B

—+
—+

Fibroblasten

Mesangiumzellen

Leydig -Zellen

Ito-Zellen

sinusoidale Endothelzellen der Leber
Myoblasten

vaskulare glatte Muskelzellen
kapillare Endothelzellen

Perizyten

Astrozyten

Neurone

Schwannzellen

Epithelzellen aus der Mamma
retinale Pigmentepithelzellen
Thrombozyten/Megakaryozyten
T-Zellen

myeloische Stammzellen
Makrophagen -

T S
I S S IS

D+

o+

+ wird exprimiert, - wird nicht exprimiert. Modifiziert nach Heldin and Westermark, 1999

Die PDGFR-Expression ist nicht konstant, beispielsweise ist die PDGFR-Expression in
Bindegewebszellen in vivo niedrig, erhcht sich allerdings wahrend einer Inflammation

(Rubin et al., 1988), oder nach Explantation in Gewebekultur (Terracio et al., 1988).

Typisch fiir RTK, induziert die Ligandenbindung eine Rezeptor-Dimerisierung, wodurch
eine Autophosphorylierung von Tyrosinresten ermoglicht wird (Heldin and Westermark,
1999). Fiir die Ligandenbindung ist die Ig-Doméane 2 am wichtigsten, analog zu VEGF, das
mit hoher Affinitit an die Ig-Domédne 2 des VEGFR-1 bindet, einer RTK mit sieben
extrazelluliren Ig-Domdnen (Wiesmann et al., 1997, Heldin and Westermark, 1999).

Wiahrend die Rezeptordimerisierung durch Ligandenbindung induziert wird, wird der
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dimere Rezeptor-Komplex zusétzlich {iber die Ig-Doméane 4 durch eine direkte Rezeptor-
Rezeptor-Interaktion stabilisiert. Die von PDGF auf die Zielzellen ausgeiibten Effekte
konnen Zellwachstum, Chemotaxis, Actin-Reorganisation und Hemmung der Apoptose

bewirken (Heldin and Westermark, 1999).

2.2.3 Intrazelluldre Signaltransduktion

Eine wichtige Funktion der Autophosphorylierung von Tyrosinresten auflerhalb der
Kinasedomane stellt die Erzeugung von Andock-Stellen fiir Signalmolekiile dar, die eine Src-
Homology  2(SH2)-Doméane enthalten, wahrend Phosphorylierung innerhalb der
Kinasedomane essentiell fiir die Kinaseaktivitat des Rezeptors ist. Diese SH2-Domane ist ein
in vielen Proteinen vorhandenes, konserviertes Motiv, das phosphoryliertes Tyrosin binden
kann. Jedes Molekiill mit einer SH2-Domine, das an PDGFR bindet, initiiert einen
Signaltransduktionsweg (Pawson and Scott, 1997; Heldin and Westermark, 1999). Innerhalb
weniger Minuten nach Autophosphorylierung kommt es zur Aktivierung — tiber die SH2-
Bindungsdomane — diverser Signalenzyme, einschliefllich der Tyrosinkinase-Familie Cellular
and Sarcoma (Src), PI3K, Rat Sarcoma (RAS) und Phospholipase Cy 1 (PLC1) (Kypta et al.,
1990; Tallquist and Kazlauskas, 2004).

Die Aktivierung von PI3K, welcher eine fundamentale Bedeutung fiir die intrazelluldre
Signaltransduktion zukommt, beinhaltet zwei relevante Schritte: Zuerst erfolgt die
Translokalisation der PI3K vom Zytosol zur Plasmamembran, wodurch die Kinase Zugang
zu membranstindigen Substraten erhdlt. Der zweite notwendige Schritt ist die
Akkumulation von aktiviertem Ras, das an die katalytische Untereinheit von PI3K bindet
(Tallquist and Kazlauskas, 2004). Das bevorzugte Substrat der PI3K, welche von vielen
verschiedenen Signalen aktiviert wird und {iber eine grofie Anzahl von Downstream-
Effektormolekiilen zahlreiche Zellantworten vermittelt, ist Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP:2), das zu Phosphatidylinositol-3,4,5-triphopsphat (PIPs) phosphoryliert
wird (Vanhaesebroeck et al., 1997).
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Die PI3K-/Akt-Signalkaskade begiinstigt Wachstum, Uberleben und Metabolismus von
Tumorzellen (Engelman, 2009). In benignen Meningiomen werden Akt und P70S6K
exprimiert, durch Phosphorylierung aktiviert und vermitteln die Signaltransduktion von

PDGEF-Rezeptoren nach Bindung von PDGF-BB (Johnson et al., 2002).

RTK
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Abb. 9 Schematische Darstellung des PI3K-Akt-mTOR-Signaltransduktionswegs. PI3K generiert an der
Plasmamembran durch Phosphorylierung von PIP2den Second Messenger PIP3. Die Phosphatase PTEN hingegen

dephosphoryliert PIP; und terminiert dadurch die PI3K-vermittelten Signale. Akt und PDK1 werden Uber direkte
Bindung an PIP3 zur Plasmamembran rekrutiert, wo Akt durch Phosphorylierung von PDK1 aktiviert wird. Akt
wiederum inaktiviert TSC2, wodurch RHEB mTORC1 aktivieren kann, welches P70S6K und 4EBP1
phosphoryliert. Fir Einzelheiten siehe Text. RTK Rezeptor-Tyrosinkinase. Modifiziert nach Engelman, 2009

Eine schematische Darstellung des PI3K-Akt-mTOR-Signalwegs zeigt Abb. 9. Wie weiter
oben beschrieben, konvertiert die PI3K, nachdem sie durch eine RTK, wie dem PDGEFR,
aktiviert worden ist, in der Plasmamembran PIP2 zu PIPs. Die PIPs;-Akkumulation wird indes
durch den Tumorsuppressor Phosphatase and Tensin Homolog (PTEN) antagonisiert.
Genetische Mutationen in PTEN sind u.a. mit Prostata- und Mamma-Karzinom, Glioblastom
und verschiedenen Tumor-Syndromen assoziiert (Li et al., 1997; Wullschleger et al., 2006;
Engelman, 2009). Trotz der sehr hohen Haufigkeit aktivierender Mutationen in p110«, der

katalytischen Untereinheit von PI3K, scheint die Deletion von PTEN den haufigsten
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Aktivierungsmechanismus des PI3K-Signalwegs in humanen Tumoren darzustellen (Shaw

and Cantley, 2006).

Akt, eine auch Proteinkinase B (PKB) genannte Serin-Threoninkinase, und Phosphoinositide-
dependent Protein Kinase 1 (PDK1) werden iiber direkte Bindung an PIPs zur Plasmamembran
rekrutiert, was in der Phosphorylierung und Aktivierung von Akt durch PDK1 resultiert.
Aktiviertes Akt wiederum phosphoryliert mehrere zelluldre Proteine, darunter Tuberous
Sclerosis 2 (TSC2), welches dadurch funktionell inaktiviert wird, wodurch Ras Homologue
Enriched in Brain (RHEB) in GTP-gebundenem Zustand akkumulieren und Mammalian Target
of Rapamycin Complex 1 (mTORC1) aktivieren kann (Engelman, 2009). Die Tuberous Sclerosis
Proteine TSC1 und TSC2 wirken als Heterodimer und regulieren negativ die
Signaliibertragung {iber mTOR. Mutationen in TSC1 oder TSC2 verursachen die

Phakomatose Tuberose Sklerose (Kwiatkowski, 2003).

Eines der bedeutendsten Downstream-Effektormolekiile von Akt ist mMTORC], in welchem
verschiedene Informationen, wie Signale von Wachstumsfaktoren, Sauerstoffspannung,
Erndhrungs- und Energiezustand der Zelle, integriert werden, um das Zellwachstum zu
regulieren. mTOR ist eine Serin-Threoninkinase und existiert in den zwei unterschiedlichen
intrazelluliren Komplexen mTORC1 und mTORC2. mTORC1 bildet einen Komplex aus
mTOR, Regulatory-associated Protein of mTOR (Raptor), LST8 und AKT1 Substrate (AKTS1)
(Kim et al., 2002; Engelman, 2009). Aktivierter mTORC1 reguliert durch Phosphorylierung
von p70-56-Kinase (P70S6K) und 4E-binding Protein 1 (4EBP1) die Translation regulatorischer
Zellzyklus-Proteine, bestimmter ribosomaler Proteine und Elongationsfaktoren (Engelman,
2009). Es konnte gezeigt werden, dass Uberaktivierung von mTOR wesentlich an der
Entstehung, Wachstum und Proliferation diverser humaner Tumortypen beteiligt ist (Meric-
Bernstam and Gonzalez-Angulo, 2009). Auflerdem kontrolliert mTORC1 die Expression
angiogenetischer Wachstumsfaktoren, wie z. B. VEGF, indem er Hypoxia-inducible Factor-1a
(HIF-1ax) phosphoryliert (Capdevila et al., 2011). Um zu priifen, ob tatsachlich der mTOR-
Signalweg fiir durch PDGF vermittelte Effekte von Bedeutung ist, wurden in der

vorliegenden Arbeit zwei Inhibitoren von mTOR auf ihre Wirksamkeit getestet.

21



2. Einleitung

Im Gegensatz zu mTORC2 wird mTORC1 durch Rapamycin (Sirolimus), ein
makrozyklisches Lakton, das nach seinem Entdeckungsort, den Osterinseln (Rapa Nui in der
Landessprache), benannt wurde, und seine Derivate, wie RADO001 (Everolimus), effektiv
inhibiert (Wullschleger et al., 2006; Rini, 2008). Curcumin, der biologisch aktive Inhaltsstoff
der Gelbwurz (Curcuma longa), bewies ein breites Spektrum an chemopraventiven und
antikanzerogenen Eigenschaften in zahlreichen In-vivo- und In-vitro-Studien. Neben einer
Reihe anderer molekularer Ziele supprimiert es auch die PI3K-Akt-mTOR-Signalkaskade,
indem es sowohl mTORC1 als auch mTORC2 hemmt (Wong et al., 2011).

2.2.4 Physiologische Funktion von PDGF

Genetische Untersuchungen an Madusen trugen signifikant zu unserem Verstandnis der
physiologischen Funktionen von PDGF und PDGFR bei. So ergaben phéanotypische
Analysen von Knockout-Mausen, dass sie eine Schliisselrolle fiir die Embryonalentwicklung
spielen. Als spezifische Zellen, die in ihrer Genese auf PDGF-Signale angewiesen sind,
wurden u.a. Perizyten, Mesangiumzellen und alveoldre, glatte Muskelprogenitorzellen

identifiziert (Hoch and Soriano, 2003; Betsholtz, 2004).

Da vor der Verfiigbarkeit genetischer Maus-Mutanten verschiedene In-vitro-Studien einen
wichtigen mitogenen Effekt von PDGF-A auf Vorlduferzellen von Oligodendrozyten nahe
legten (Noble et al., 1988; Raff et al., 1988; Richardson et al., 1988), tiberraschte es kaum, dass
lebend zur Welt gekommene PDGF-A-Knockout-Méduse unter einer gravierenden
Hypomyelinisierung neuronaler Projektionen im ZNS litten. Auch PDGFR-a-Mutanten
besafsen diesen Phanotyp. Proliferation und Migration von Oligodendrozyten hangt
empfindlich von PDGF-A ab, welcher im gesamten ZNS von Neuronen und Astrozyten

exprimiert wird (Yeh et al., 1991; Betsholtz, 2004).

Ferner ist PDGEF relevant fiir die Kontrolle des interstitiellen Gewebedrucks, wahrscheinlich
durch Modulation der Interaktion zwischen Bindegewebszellen und extrazellularer Matrix.

Expressionsanalysen von PDGF und PDGFR beim Wundheilungsprozess und die Wirkung
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von PDGF auf die beteiligten Zelltypen unterstreichen zudem den wichtigen Beitrag von
PDGF an der Wundheilung. In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass PDGF-BB die
Heilung von Dekubitalulcera fordert (Robson et al., 1992; Heldin and Westermark, 1999).

2.2.,5 Rolle von PDGF und PDGER in der Tumorgenese

PDGF und PDGEFR sind an der Pathogenese einer Vielzahl von Erkrankungen beteiligt.
Studien zur Atherosklerose und Restenose nach perkutaner transluminaler Coronar-
Angioplastie (PTCA) fanden eine Uberexpression von PDGF und seinen Rezeptoren in
diesen Lasionen (Heldin and Westermark, 1999; Li et al., 2011), daneben wurde eine dhnliche
Korrelation fiir einige fibrotische Entitaten der Lunge, Niere, Leber und des Knochenmarks
beschrieben (Heldin and Westermark, 1999). Insbesondere fiir tumorassoziierte Prozesse,
einschliefllich der autokrinen Wachstumsstimulation von Tumorzellen, der Stimulation der
Tumorangiogenese und der Regulation von Zellen des Tumorstromas, besitzen PDGF und

PDGFR eine herausragende Bedeutung (Ostman, 2004).

Die ersten Hinweise auf eine autokrine Stimulation durch den PDGF-Rezeptor als einen
Mechanismus der Zelltransformation lieferten die Entdeckung, dass die PDGF-B-Kette und
das Onkogenprodukt des Simian Sarcoma Virus (SSV) v-Sis homolog sind (Doolittle et al.,
1983, Waterfield et al, 1983), und der nachfolgende Beweis der transformatorischen
Kapazitat von PDGF-B-cDNA (Clarke et al., 1984; Gazit et al., 1984; Josephs et al., 1984).
Weitere Untersuchungen ergaben dhnliche Ergebnisse fiir PDGF-AA, -CC und -DD.

Fiir unterschiedliche Neoplasien konnte eine Assoziation mit aktivierenden Mutationen in
den PDGF- und PDGFR-Genen hergestellt werden. Dazu zdhlen die beiden seltenen
dermatologischen Tumorerkrankungen Dermatofibrosarcoma protuberans und das
verwandte Juvenile Riesenzellfibroblastom (Ostman, 2004), auflerdem gastrointestinale
Stromatumoren (GIST), fiir die in einer Untergruppe eine Gain-of-Function-Mutation im
PDGFR-a-Gen nachgewiesen wurde (Heinrich et al, 2003), und das idiopathische

hypereosinophile Syndrom, bei welchem als Konsequenz einer Deletion auf Chromosom 4
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ein PDGFR-a-Fusionsgen (Fip1-like(FIP1L1)-PDGFR-ar) entsteht, was in einer konstitutiven
Tyrosinkinase-Aktivitat resultiert (Cools et al., 2003). Ferner wurde fiir eine Untergruppe der
BCR-ABL-negativen chronischen myeloischen Leukdmie eine Translokation des PDGFR-{,
sowie eine Aktivierung des PDGFR-a in anderen myeloproliferativen Krankheitsbildern
nachgewiesen (Ostman, 2004). Das Glioblastoma multiforme, einer der aggressivsten ZNS-
Tumoren, wird anhand genetischer Verdanderungen in, durch PTEN-Mutationen und
Epidermal Growth Factor-Rezeptor(EGFR)-Amplifikation charakterisierte, primdre und
sekunddre Formen mit autokriner PDGFR-Aktivierung und p53-Mutationen unterteilt
(Maher et al., 2001). Generell deutet eine Reihe an Untersuchungen darauf, dass autokrine
PDGFR-Stimulation kausal mit der Entstehung von Hirntumoren verkniipft ist. Fiir viele
dieser Erkrankungen, bei denen PDGF und PDGEFR eine herausragende pathogenetische
Rolle spielen, erwies sich die Behandlung mit Tyrosinkinase-Inhibitoren, wie z.B. Imatinib,

als erfolgversprechendes Therapiekonzept (Levitzki, 2004).

Zusatzlich wird eine Beteiligung der PDGF-Isoformen an der Tumorangiogenese postuliert
(Li et al., 2003; Ostman, 2004). In Biopsien unterschiedlicher Tumorgewebe lieflen sich
PDGFR-B-positive Perizyten nachweisen und in mehreren Studien konnte gezeigt werden,
dass PDGF die Rekrutierung von Perizyten an Tumorgefdafse reguliert (Ostman, 2004).
Basierend auf der Erkenntnis, dass die tumorselektive Aufnahme von Chemotherapeutika
mit dem interstitiellen Gewebedruck im Tumorstroma, welches im Ubermaf den PDGFR-(3
exprimiert, invers korreliert, wurde in diversen Studien eine pharmakologische Inhibition
des PDGFR als potentielle therapeutische Strategie identifiziert, die Effektivitdt einer
Chemotherapie zu steigern (Jain, 2001; Pietras et al., 2001; Pietras et al., 2002; Pietras et al.,
2003).

2.3 VEGF-Familie

VEGEF-A - iiblicherweise als VEGF bezeichnet - reguliert die physiologische Angiogenese
wiahrend der Embryogenese und spielt ebenso fiir die tumorassoziierte Angiogenese eine
entscheidende Rolle (Ferrara et al, 2003). Die VEGF-Familie strukturell verwandter
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Wachstumsfaktoren besteht aus VEGF-A, -B, -C, -D und Placental Growth Factor (PI1GF)
(Kerbel, 2008). In-vitro fordert VEGF das Wachstum von arteriellen, vendsen und
lymphatischen Endothelzellen (Ferrara et al., 2003) und induziert in In-vivo-Modellen eine
ausgepragte angiogenetische Reaktion (Leung et al.,, 1989), wahrend VEGF-C und -D vor
allem in der Lymphangiogenese involviert sind (Karkkainen et al., 2002). Auf Grund der
Fahigkeit, die Gefafpermeabilitit zu modulieren, auch als Vascular Permeability Factor
bekannt, besteht eine signifikante Korrelation zwischen VEGF und entziindlichen Prozessen.
In diesem Zusammenhang wurde auch eine Hochregulation von VEGF bei der Entstehung

von Hirnddemen impliziert.

Durch alternatives Splicing werden aus dem humanen VEGF-A-Gen vier verschiedene
Isoformen generiert, wovon die dominierenden Isoformen VEGFiss und VEGFuz1 frei
zirkulieren, wobei ein Teil des sezernierten VEGFiss an die extrazellulare Matrix und
Zelloberflache gebunden bleibt und von Plasmin in ein bioaktives Fragment gespaltet

werden kann (Ferrara et al., 2003).

Die hauptsachlich parakrine Wirkung von VEGF wird primar iiber den VEGFR-2, einer RTK,
vermittelt, welcher vermehrt von Endothelzellen und zirkulierenden, aus dem Knochenmark
stammenden endothelialen Progenitorzellen exprimiert wird. Die genaue Rolle von VEGFR-
1 (Fms-like-tyrosine Kinase (Flt-1)), einer verwandten RTK, in der VEGF-vermittelten
Angiogenese ist unklar. VEGF-C und -D dienen als Liganden von VEGFR-3 (Flt-4), einem
weiteren Mitglied derselben RTK-Familie. Zusitzlich kann VEGFis an Neuropilin-
Rezeptoren binden, die als Korezeptoren mit VEGFR-2 interagieren (Ferrara et al., 2003;
Kerbel, 2008). Aktivierung von VEGFR-2 miindet in einer Kaskade verschiedener
Signalwege, was in der Hochregulierung die Proliferation und Migration von Endothelzellen

verstarkender Gene resultiert (Shibuya and Claesson-Welsh, 2006).

Die VEGF-Expression wird durch eine Vielzahl epigenetischer Faktoren, wie z.B.
Sauerstoffspannung, pH, Wachstumsfaktoren und Zytokinen, gesteuert, aber auch
genetische Veranderungen, die zu einer amplifizierten Expression fithren, wurden

beschrieben (Kerbel, 2008). Die Expression von VEGF-mRNA wird mittels des
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Transkriptionsfaktors Hypoxia-inducible Factor 1 (HIF-1), dessen Untereinheit HIF-1la Oo-
abhangig degradiert wird, durch Hypoxie induziert (Semenza, 2003). Beim Von-Hippel-
Lindau(VHL)-Syndrom, einer durch multiple Hamangioblastome der Retina und des
Cerebellums gekennzeichneten Phakomatose, kommt es durch Inaktivierung des VHL-Gens

zu einem konstitutiv aktivierten HIF-1 (Ferrara et al., 2003).

VEGF kann u.a. von Tumorzellen, Makrophagen und vaskuldren glatten Muskelzellen
gebildet werden. Durch PDGF stimulierte Endothelzellen, die PDGFR-{ exprimieren, bilden
ebenfalls VEGF, was zu einer autokrinen Modulation der Endothelzellfunktion fithrt. Die
VEGF-Induktion wird dabei durch Aktivierung des PI3K-Signaltransduktionswegs
vermittelt (Wang et al., 1999). Ferner konnte gezeigt werden, dass PDGF-B Angiogenese und
Wachstum von Gliomen anregt, indem es auch die VEGF-Expression im Tumorendothel
stimuliert (Guo et al., 2003). Generell erscheint die Inhibition von VEGF und VEGEFR als
aussichtsreiches, onkologisches Behandlungskonzept mit signifikanter antitumoroser

Wirkung (Kerbel, 2008).

2.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue Erkenntnisse zur Biologie von Meningiomen, den
haufigsten primdren ZNS-Tumoren, zu gewinnen, fiir die in einer Untergruppe von
Patienten bislang keine addquate Therapie verfiigbar ist. Meningiome sind gut vaskularisiert
und exprimieren VEGF und VEGFR. Ferner unterstreichen verschiedene Untersuchungen
die Relevanz des durch PDGFR-f aktivierten PI3K-Akt-Signalwegs in Meningiomen
(Mawrin and Perry, 2010; Wen et al.,, 2010), so dass ich, unter Beriicksichtigung der in
Gliomen und normalen Endothelzellen beobachteten Induktion der VEGF-Expression durch
PDGF (Wang et al., 1999; Guo et al., 2003), den Effekt verschiedener PDGF-Isoformen auf die
Zellproliferation und VEGEF-Sekretion in humanen Meningiomen in vitro naher beleuchten
wollte. Aufierdem interessierte ich mich fiir die Expression von PDGFR-a und - und die
Aktivierung der PI3K-Akt-mTOR-Signalkaskade durch PDGEF. Schliefilich sollte eine

mogliche Wirkung von Curcumin und RADOO1 auf Proliferation und VEGF-Sekretion der
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Meningiomzellen {berpriift werden. Beide Substanzen konnen die PI3K-Akt-mTOR-
Signaltransduktion inhibieren und erwiesen sich in einer Reihe von Studien als
aussichtsreich in der Tumorbehandlung (Meric-Bernstam and Gonzalez-Angulo, 2009; Wong

et al., 2011).
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3 Material und Methoden

3.1 Gerdte, Materialien, Chemikalien und Lésungen

3.1.1 Gerate und Materialien

Die benutzten Gerate und Materialien sind in Tabelle 4 und Tabelle 5 aufgelistet.

Tabelle 4 Verwendete Gerite

Gerat

Hersteller

Blotter Novex® Semi -Dry Blotter

Brutschrank Heraeus Instruments Typ BB 6220 O2

Bunsenbrenner Fireboy plus
Eismaschine ZBE-150

Elektrophoresenetzteil Blue Power 500

Elektrophoresenetzte il Power PAC 1000
Elektrophoresesystem XCell Sure Lock™
Gefrierschrank Oko Arctic

Gefrierschrank HFU -686 Herafreeze
Gefriertruhe HFC-586 Herafreeze
Kryostat CM 30505

Kihl -Gefrierkombination

Kihl-Thermomixer KTMR-133

Microplatereader MR 5000
Mikroskop Axioscop 2

Mikroskop IMT-2

Mikrowelle
Multipipette Multipette® plus

Neubauer Zahlkammer

Pipette Pipetus®

Pipetten Reference®, variable Volumina
Prazisionswaage AT261

Schiuttelgerat Duomax 1030
Spektrophotometer DU-600
Spektrophotometer Smartspec ™ Plus
Sterile Werkbank LaminAir® HB 2472
Super PAP Pen

Szintillationszahler LS 6000 IC
Thermoblock Techne DriBlock DB2A
Thermocycler T3

Vortex -Gerat Genie 2™

Wasserbad Typ 1004

Zentrifuge Biofuge Primo

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)
Integra Biosciences (Fernwald, Deutschland)
Ziegra (Isernhagen, Deutschland)

SERVA Electrophoresis (Heidelberg,
Deutschland)

Biorad (Hercules, CA, USA)

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

AEG (Nurnberg, Deutschland)

Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)
Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)
Leica Microsystems (Wetzlar, Deutschland)
Liebherr (Biberach an der Riss, Deutschland)
Haep Labor Consult (Bovenden,
Deutschland)

Dynatech (Denkendorf, Deutschland)

Carl Zeiss (Jena, Deutschland)

Olympus (Hamburg, Deutschland) mit UV-
Licht von Olympus (100W High Pressure
Mercury Burner)

Siemens (Minchen, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Paul Marienfeld (Lauda-Kénigshofen,
Deutschland)

Hirschmann Laborgerate (Eberstadt,
Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Mettler Toledo (Greifensee, Schweiz)
Heidolph (Schwabach, Deutschland)
Beckman Coulter (Krefeld, Deutschland)
Biorad (Hercules, CA, USA)

Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)
Beckman Coulter (Krefeld, Deutschland)
Beckman Coulter (Krefeld, Deutschland)
Bibby Scientific (Staffordshire, UK)
Biometra (Gottingen, Deutschland)
Bender & Hobein (Zurich, Schweiz)
Gesellschaft fur Laborbedarf (Burgwedel
Deutschland)

Thermo Scientific (Waltham, MA ,USA)
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Geréat

Hersteller

Zentrifuge Centrifuge 5415R

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Tabelle 5 Verwendete Materialien

Material

Hersteller

Biomax MR Film

Blotting papier 3MM

Costar EIA Plate

Einwegh andschuh Semper Guard Latex
Einwegh andschuh Semper Guard Nitril
Hybond ECL Nitrocellulose Membrane
Hyperfilm ECL

Insulinspritzen Micro Fine+ U -40
Multipipettenspitzen

Multiwell Platten

Parafilm®

Pasteurpipetten

PCR-Reaktionsgefa sse
Pipettenspitzen epT.I.P.S. Standard
PP-R6hrchen

Reaktionsgefa sse

Serologische Pipetten

SuperFrost® Plus Objekttrager
Zellkulturflaschen

Zellschaber

Zentrifugenréhrchen

Kodak (Stuttgart, Deutschland)

Whatman International (Meidstone, UK)

R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)
Sempermed (Wien, Osterreich)

Sempermed (Wien, Osterreich)

Amersham Biosciences (Uppsala, Schweden)
Amersham Biosciences (Uppsala, Schweden)
Beckton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, USA)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)
Pechiney Plastic Packaging (Menasha, W1, USA)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Biozym (Hessisch Oldendorf, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Greiner Bio-One (Kremsmiinster, Osterreich)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

TPP (Trasadingen, Schweiz)

Menzel-Glaser (Braunschweig, Deutschland)
TPP (Trasadingen, Schweiz)

TPP (Trasadingen, Schweiz)

TPP (Trasadingen, Schweiz)

3.1.2 Chemikalien und Lésungen

Die benutzten Chemikalien und Losungen sind in Tabelle 6 und Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 6 Verwendete Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Acridinorange

Agarose

Ampuwa Wasser

Anti -Kaninchen 1gG (IHC)

Anti-Kaninchen 1gG (WB)

Anti-Maus IgG (WB)
Anti -Ziege IgG (IHC)
B-Actin-Antikorper

B-Mercaptoetha nol
BSA
Bromphenolblau

Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Frisenius (Deutschland)

Vector Laboratories (Burlingane, CA, USA)
Amersham Biosciences (Uppsala,
Schweden)

Cell Signaling Technology (Danvers, MA,
USA)

Vector Laboratories (Burlingane, CA, USA)
Cell Signaling Technology (Danvers, MA,
USA)

MERCK (Darmstadt, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)
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Chemikalie Hersteller
Cell Lysis Buffer NP40 Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Chloroform MERCK (Darmstadt, Deutschland))
CoCl, Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)
Collagenase Worthington Biochem Corp. (Lakewood,

NJ, USA)

Curcumin Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)
D-Glukose MERCK (Darmstadt, Deutschland)
DAB Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)
DEPC Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)
DMSO Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)
DNAse Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)
dNTP-Mix MBI Fermentas (St. Leon-Rot,

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
DuoSet® ELIS A Development System

ECL Plus Western Blotting Detection System

Entwicklerlésung
Essigsaure
Ethanol 70%
Ethanol 96%
Ethanol 100%
EDTA
Ethidiumbromid
FCS

Ficoll 400

5X First -strand Buffer
Fixierlésung
*H-Thymidin
HCL

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl) - 1-piperazinyl) -

ethansulfonséaure)
Hexanucleotid-Mix

HIF-1a-Antikdrper

Hyaluronidase

Insulin Actrapid HM

Isopropanol

KCL

KH,PO, (Kaliumdihydrogenphosphat )
L-Glutamin

Marker 1kb Plus DNA Ladder
MagicMark™ XP Western Protein Standard
MEM-Vitamine

MgCl, (Magnesiumchlorid)

Milchpulver

mTOR-Antikérper

Na-Acetat

NacCl

Na-Citrat

Na,H,P0,4-2H,0
(Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat)
Na-Selenit

Nicht -essentielle Aminosauren (NEA)
Novex® 4 -12% Tris -Glycine Gel

Novex® Tris -Glycine SDS Running Buffer

Deutschland)

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA))
R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)
Amersham Biosciences (Uppsala,
Sweden)

Kodak (Stuttgart, Deutschland)
MERCK (Darmstadt, Deutschland)
Medizet (Minchen, Deutschland)
Medizet (Minchen, Deutschland)
Medizet (Minchen, Deutschland)
MERCK (Darmstadt, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Kodak (Stuttgart, Deutschland)
Perkin-Elmer (Boston, MA, USA)
MERCK (Darmstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)

Roche Molecular Biochemicals
(Indianapolis, IN,USA)

R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)
Novo (Mainz, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)
MERCK (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)
Biochrom AG (Berlin, Deutschland)
Life Technologies (Carlsbad, CA, USA)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Biochrom AG (Berlin, Deutschland)
MERCK (Darmstadt, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Cell Signaling Technology (Danvers, MA,
USA)

MERCK (Darmstadt, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
MERCK (Darmstadt, Deutschland)

MERCK (Darmstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Biochrom AG (Berlin, Deutschland)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
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Chemikalie Hersteller
Novex® Tris -Glycine SDS Transfer Buffer Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Paraformaldehyd MERCK (Darmstadt, Deutschland)
Partricin Biochrom AG (Berlin, Deutschland)
PBS Gibco Europe (Karlsruhe, Deutschland)

PDGF-AA (human)
PDGF-AB (human)
PDGF-BB (human)

PDGFR-a-Antikérper (IHC)

PDGFR-B-Antikérper (IHC)

Penicillin + Streptomycin
Pferdeserum
Phenol

Phospho-Akt Pathway Sampler Kit

Phospho-mTOR-Antikdrper

Polyacrylamid

Ponceau S

Precision Plus Protein Dual Color Standards
Protease Inhibitor Cocktail

Proteine Assay Dye Reagent

RADO01

Reagent Diluent (1% BSA in PBS, pH=7,2 -7,4,
0,2um filtriert)

Reverse Transkriptase (SuperScript ™ II)

Roti® -Histokitt

Roti® -Histol

Roti®-Load 1

Stop Solution (2N H ,SO,)

Substrate Solution (1:1 Mixture of Color Reagent A
(H,0,) and Color Reagent B (Tetramethylbenzidin)

Taq DNA-Polymerase

Toluidinblau

Transferrin
Trichloressigsaure
Trijodthyronin (T3)
TRIS-Glycin 10% Gel

TRIS

Triton® X -100
TRIzol®-Reagenz

Trypsin -EDTA (0,5% Trypsin, 0,2% EDTA)
Trypsin -Inhibitor

Tween® 20 (Polysorbat -20)

Ultima Gold Scintillation Solution

VECTASTAIN® ABC -Kit
VEGF-Primer
Wasserstoff -Peroxid

WST-1-Reagenz

Xylenc yanol
Xylol

R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)
R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)
R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
USA)

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
USA)

Biochrom AG (Berlin, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Cell Signaling Technology (Danvers, MA,
USA)

Cell Signaling Technology (Danvers, MA,
USA)

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)

Biorad (Hercules, CA, USA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Biorad (Hercules, CA, USA)

Novartis (NuUrnberg, Deutschland)

R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)

R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)

MBI Fermentas (St. Leon-Rot,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)
Anamed (Darmstadt, Deutschland)

ICN Pharmaceuticals (Aurora, OH, USA)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)
Packard Bioscience (Gromingen,
Netherlands)

Vector Laboratories (Burlingane, CA, USA)
MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roche Molecular Biochemicals
(Indianapolis, IN,USA)

Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
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Tabelle 7 Zusammensetzungen der verwendeten Losungen

LOsung

Zusammensetzung

Acridinorange-Ethidiumbromid-Farbelésung

Collagenase-Mix 1000 U/ml

DEPC-Wasser

HDB (HEPES- Puffer)

Loading Buffer (fiir Agarosegel)

Lésung (Solution) D

Paraformaldehyd 4%

TB

TBS

TBST

TRIS-Acetat-EDTA (TAE)

TRIS-HCL
Wash Buffer

50ul Acridinorange (200mg/l)

50pl Ethidiumbromid (10mg/l)

900ul PBS

In 100m| HDB:

4g Collagenase:

10mg Trypsin-Inhibitor

100mg Hyaluronidase

400mg BSA

500ul DNAse

200pl DEPC/I deionisiertes Wasser
HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure): 5,95g/I

NacCl: 8¢/l

KCI: 0,37g/l

NaH,PO,4-H,0: O,lZg/I

Glucose: 1,982¢/I

Partricin 25ug/ml: 10ml/I
Penicillin/Streptomycin 10° U/l : 10 ml/|
Mit NaOH pH auf 7,3 titrieren

10g Ficoll 400

25mg Bromphenolblau

25mg Xylene cyanol

4ml 0,5M EDTA

pH=28

Mit destilliertem Wasser auf 50ml auffillen
4M Guanidinthiocyanat: 2509/337ml
0,75M Na-Citrat (pH=7,0): 17,6ml|/337ml
10% Sarkosyl: 26,4ml/337ml

gelést in 293ml DEPC

180ul B-Mercaptoethanol/25ml vor Gebrauch
hinzufligen

Paraformaldehyd: 4g/100ml
Na-Phopshat-Puffer: 20ml/100ml
Ampuwa Wasser: 80ml|

pH auf 7,4 mit 1M NaOH titrieren

Auf 56 erhitzen, filtern und vor Gebrauch
kihlen

TRIS: 12,1149/l

pH=7,6

TRIS: 2,429/l

NacCl: 8¢/l

pH=7,6

TBS + 0,1% Tween® 20

242g TRIS

57,1ml Essigsaure

100ml 0,5M EDTA

pH=28

Mit destilliertem Wasser auf 11 auffillen
iImM

TRIS: 121,149/l HCL

0.05 % Tween® 20 in PBS, pH7,2-7,4
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3.1.3 Humanes Tumorgewebe

Die Tumorprédparate humanen Ursprungs stammten aus den neurochirurgischen Kliniken
der Technischen Universitdt Miinchen, der Ludwig Maximilians Universitdit Miinchen und
des Schwarzwald-Baar Klinikums Villingen-Schwenningen. Tabelle 8 zeigt Alter und
Geschlecht der Patienten, von denen die Resektate stammten, sowie den zugehorigen
Proliferationsindex und den histologischen Typ des Gewebes. Nicht alle Tumoren lieferten
verwertbare Ergebnisse, da es in seltenen Fillen zu Kontaminationen oder technischen

Problemen in der Zellkultur gekommen war.

Tabelle 8 Patientendaten, Proliferationsindex, In-situ-Lokalisation und Histologie des verwendeten

Tumorgewebes
Tumor Patientenalter Ki-67-/Mib1- Geschlecht Histopathologischer Lokalisation in-situ
in Jahren Proliferations- Typ
Index

M1 37 5% m MM (WHO Grad I) parasellar

M2 50 unbekannt m MM (WHO Grad I) rechts frontobasal

M3 62 1-2% w T™M (WHO Grad 1) links frontotemporal
rechter

M4 " 3% W MM (WHO Grad 1) Kleinhirnbriickenwinkel

M5 79 3% w MM (WHO Grad I) linkes Keilbein
rechter

M6 9 1-2% w FM (WHO Grad ) Kleinhirnbrickenwinkel

M7 49 5% m MM (WHO Grad I) rechts frontal

M8 65 <1% m MM (WHO Grad I) links frontobasal

M9 65 7-8% m MM (WHO Grad I) links temporal

M10 62 7% w MM (WHO Grad I) Falxregion links frontal

M11 70 unbekannt m MM (WHO Grad I) unbekannt

M12 66 unbekannt w MM (WHO Grad I) unbekannt

M13 77 unbekannt w MM (WHO Grad I) unbekannt

M14 71 7-10% m AM (WHO Grad II) rechtes Keilbein

M15 70 unbekannt w T™ (WHO Grad 1) unbekannt

M16 68 3% w MM (WHO Grad 1) fFalxreg'O” links
rontobasal

M17 72 unbekannt w AGM (WHO Grad I) unbekannt

M18 79 7-10% m MM (WHO Grad I) links frontotemporal

M19 37 <10% w MM (WHO Grad I) linkes Keilbein
linker

M20 62 >10% w AM (WHO Grad Il Kleinhirnbriickenwinkel

M21 76 30 % m AM (WHO Grad 1y~ Kleinhirnbrickenwinkel
und Tentorium

M22 50 unbekannt m MM (WHO Grad I) unbekannt

M23 66 unbekannt w MM (WHO Grad I) unbekannt

M24 69 1-2% w MM (WHO Grad I) rechts parasagittal

m mannlich, w weiblich, AGM angiomatéses Meningiom, AM atypisches Meningiom, FM fibroblastisches

Meningiom, MM meningotheliales Meningiom, TM transitionales Meningiom
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3.2 Methoden

Alle angewandten Methoden waren im Labor etabliert und die Arbeitsgruppe hatte bereits
auf dem Gebiet der Meningiomforschung diverse Publikationen veroffentlicht (Pagotto et al.,

1995; Tichomirowa et al., 2008).

3.2.1 Zellkulturmethoden

Alle Arbeiten mit Zellkulturen fanden unter sterilen Bedingungen statt. Als Kulturmedium
wurde Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) verwendet, das zusatzlich 10% hitze-
inaktiviertes FCS, 2 mmol/l L-Glutamin und 0,5 mg/l Partricin, 10° U/ml Penicillin-
Streptomycin, 40 U/l Insulin, 20 ng/l Natriumselenit, 5 mg/l Transferrin, 30 pM
Trijodthyronin, 2 mM MEM-Vitamine und 10 ml/l nicht-essentielle Aminosduren (NEAS)

enthielt.

3.2.1.1 Prdparation des Tumorgewebes

Der Transport der Tumorprdparate von der Klinik ins Institut erfolgte gekiihlt in mit
Tumormedium gefiillten Zentrifugenrohrchen. Zwischen der operativen Entfernung des
Tumors und der Tumorpréparation vergingen ca. 16 — 24h. Vor der Praparation erfolgte die
Anonymisierung und Dokumentation der zugehorigen Daten, wobei jedem Tumor eine

laufende Nummer zugeordnet wurde.

Als erster Schritt wurde das Tumorgewebe mehrfach mit glucosehaltigem HDB+-Puffer
gespiilt, bis die Pufferlosung einen klaren Aspekt hatte. Darauthin wurde das Gewebe mit
einem Skalpell auf einer Glaspetrischale in kleine Stiicke geschnitten, wovon ein Teil fiir
spatere Experimente, wie IHC (s. 3.2.3.1) oder RNA-Extraktionen (s. 3.2.4.1), mittels
Trockeneis schockgefroren und bei -80° C aufbewahrt wurde. Das verbliebene Tumorgewebe
wurde anschlieffend in eine Enzymlosung (Collagenase-Mix) gegeben und bei 37° C im

Wasserbad  inkubiert. Der  Verdauungsprozess betrug abhdngig von  der
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Tumorbeschaffenheit 30 — 90 min und wurde mechanisch durch wiederholtes, vorsichtiges
Auf- und Abziehen in einer silikonbeschichteten Pasteurpipette unterstiitzt. Die entstandene
Einzelzellsuspension wurde durch zweimaliges Zentrifugieren bei 1.200 U/min fiir jeweils
4min, Verwerfen des Uberstandes und Resuspendieren in Zellkulturmedium von Resten der
Enzymldsung befreit. Nach der Zugabe von Acridinorange-Ethidiumbromid-Farbelosung zu
einem Aliquot der Zellsuspension wurden im UV-Licht die lebenden Zellen in einer

Neubauer Zahlkammer per Mikroskop gezahlt.

Acridinorange wird als Lebendfarbstoff von vitalen Zellen aufgenommen und farbt die
Zellkerne griin. Ethidiumbromid dagegen wird von der Zelle nur durch eine geschadigte
Zellmembran aufgenommen und farbt den Zellkern orange. Bei Rotfarbung der Zellen liegen

entweder Nekrose oder Apoptose in einem spéten Stadium vor (Halle, 2005).

3.2.1.2 Primarzellkultur

Es bewahrte sich, die durch die Tumorpraparation gewonnenen Zellen initial als Monolayer
mit 20 ml Zellkulturmedium je Flasche und einer Zelldichte von ca. 105%ml in
Zellkulturflaschen auf einer Flache von 75 cm? im Brutschrank bei 37° C, 95%
Luftfeuchtigkeit und 5% CO:2 zu kultivieren. Bei Bedarf wurde, abhingig von der

Zellproliferation, das Kulturmedium gewechselt.

3.2.1.3 Subkultivierung (Passagieren/Splitten) der Zellkulturen

Wenn sich unter dem Mikroskop ein konfluentes Wachstum der adhérenten Zellen gezeigt
hatte, erfolgte die Subkultivierung. Benétigte Medien und Trypsin-EDTA-Losung wurden
vor Gebrauch im Wasserbad auf 37° C erwdarmt (optimale Temperatur fiir die
Trypsinwirkung). Das Zellkulturmedium wurde verworfen, der Zellrasen mit PBS
gewaschen und 4 ml Trypsin-EDTA-Losung hinzugegeben. Nach ca. fiinfminiitiger
Inkubation bei 37° C und kraftigem Beklopfen der Zellkulturflasche l6sten sich die Zellen ab.
Zur Beendigung der enzymatischen Reaktion wurde FCS-haltiges Zellkulturmedium
(mindestens 8 ml) hinzugefiigt. Anschliefend wurden die Zellen mit einer Pipette durch
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Auf- und Abziehen vorsichtig vom Boden der Kulturflasche abgespiilt und in einem
Zentrifugenrohrchen fiir 5 min bei 1.200 U/min zentrifugiert, um das Trypsin-EDTA zu
entfernen. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 5 ml Zellkulturmedium
resuspendiert. Fiir die Zellzahlung in der Neubauer Kammer und die Vitalitatsbestimmung
mit Acridinorange/Ethidiumbromid wurde ein Aliquot abgenommen. Die Zellen konnten
darauthin im gewiinschten Verhaltnis passagiert und in neuen sterilen Zellkulturgefafien

kultiviert werden oder standen fiir weitere Zellkulturversuche zur Verfiigung.

3.2.1.4 Stimulations- und Inhibitionsversuche

Die, wie in 3.2.1.3 beschrieben, gezahlten und resuspendierten Zellen wurden fiir
verschiedene Experimente in 6-, 48- und 96-Well-Platten oder Petrischalen ausgesat. Fiir die
spatere Messung der VEGF-Sekretion mittels ELISA (s. 3.2.3.2) oder fiir die
Proliferationsbestimmung durch den 3H-Thymidineinbau (s. 3.2.1.7) wurden die Zellen auf
48-Well-Platten, abhédngig von der vorhandenen Zellzahl, in einer Dichte von 20.000 bis
100.000 Zellen je Well in 500 ul Zellkulturmedium je Well ausgesat, wobei die dufsersten Wells
einer Platte keine Zellen enthielten und nur mit 500 pl PBS befiillt waren, und 24h lang im
Brutschrank inkubiert. AnschlieSend wurden die inzwischen angewachsenen Zellen, nach
etwa flinfstiindiger Serumdeprivation, mit 500 pl/Well PDGF-AA, -AB oder -BB, das in den
Konzentrationen 0,1 ng/ml, 0,5 ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml und 10 ng/ml in Kulturmedium mit
0,1% oder 1% FCS gelost war, stimuliert (in dieser Arbeit wurden fiir alle Versuche humane
PDGF-Isoformen benutzt). Jeweils vier Wells wurden mit den unterschiedlichen
Konzentrationen oder ausschliefilich mit dem Kulturmedium mit 0,1% resp. 1% FCS zur

Gewinnung von Basalwerten beschickt (fiir eine schematische Darstellung s. Abb. 10).

Nach 24h, 48h oder 72h Inkubation wurden die abpipettierten Uberstinde bei -20° C fiir die
weitere Messung durch den VEGF-ELISA aufbewahrt oder es wurde direkt mit dem 3H-
Thymidineinbau fortgefahren. Analog wurden fiir Inhibitionsversuche RADO001, welches in
Kulturmedium mit 10% FCS 107bis 10-"' M vorlag, wobei fiir die Basalwerte Kulturmedium

mit 10% FCS und 108 M DMSO verwendet wurde, oder Curcumin, das in Kulturmedium mit
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10% FCS 1 uM, 5 uM, 10 uM oder 20 uM vorlag, wobei fiir die Basalwerte Kulturmedium
mit 10% FCS und 3%, DMSO verwendet wurde, benutzt.

Abb. 10 Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus mit einer 48-Well-Platte. In den mit PBS

gekennzeichneten Feldern befanden sich 500 pyl PBS. Die rdmischen Ziffern geben die entsprechende Conditio
an. Die griinen Felder oder Conditio | dienten in der Regel der Messung von Basalwerten. Am Beispiel von
PDGF-AA lauteten die Conditiones wie folgt: (1) Kulturmedium mit 1% FCS, (1) 0,1 ng/ml PDGF-AA, (lll) 0,5 ng/ml
PDGF-AA, (IV) 1 ng/ml PDGF-AA, (V) 5 ng/ml PDGF-AA, (VI)10 ng/ml PDGF-AA (jeweils 500 pl/Well und (I1)-(V1)
in Kulturmedium mit 1% FCS)

Fiir die Wachstumsbestimmung durch den WST1-Assay (s. 3.2.1.6) wurden die Zellen auf 96-
Well-Platten in einer Dichte von 2.000 bis 10.000 Zellen je Well in 100 pl Kulturmedium je
Well ausgesat, wobei die dufSersten Wells einer Platte keine Zellen enthielten und nur mit 100
ul PBS befiillt waren, und 24h lang im Brutschrank inkubiert. Anschlieffend wurden die
inzwischen angewachsenen Zellen, nach etwa fiinfstiindiger Serumdeprivation, mit 100 ul je
Well PDGF-AA, -AB oder -BB, das in den Konzentrationen 0,1 ng/ml, 0,5 ng/ml, 1 ng/ml, 5
ng/ml und 10 ng/ml in Kulturmedium mit 0,1% oder 1% FCS gelost war, stimuliert. Jeweils
sechs oder zehn Wells wurden mit den wunterschiedlichen Konzentrationen oder
ausschliellich mit dem Kulturmedium mit 0,1% bzw. 1% FCS zur Gewinnung von
Basalwerten beschickt. Nach 24h, 48h oder 72h wurde mit dem WST1-Assay begonnen. Wie
im vorhergehenden Absatz beschrieben, wurden auch bei der Wachstumsbestimmung fiir

Inhibitionsversuche RAD001 und Curcumin benutzt.
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Fiir Proteinextraktionen (s. 3.2.2.1) wurden die Zellen auf Petrischalen in einer Zelldichte von
250.000 — 1.000.000 Zellen je Petrischale in 6 ml Kulturmedium je Petrischale ausplattiert und
bis zum Anwachsen im Brutschrank inkubiert. Es folgte {iber Nacht ein Serum Wash-out mit
FCS-freiem Medium. Im Anschluss wurden die Zellen mit jeweils 6 ml je Petrischale PDGF-
AA oder -BB, das in einer Konzentration von 10 ng/ml in FCS-freiem Medium geldst worden
war, stimuliert. Zudem wurden als Kontrolle zwei Petrischalen nur mit FCS-freiem Medium
befiillt. Nach jeweils 5, 10, 15 und 30 min Inkubationszeit wurde die Stimulation durch
sofortiges Ablegen der Petrischale auf Eis und Absaugen des Mediums gestoppt. Nach
gleichem Schema wurden die Zellen aufserdem mit 250 uM CoCl: fiir 3h behandelt. CoCl: ist
eine weit verbreitete Chemikalie, die benutzt wird, um hypoxische Bedingungen zu

imitieren, und kann in humanen Zellen HIF-1 aktivieren (Torii et al., 2011).

Fiir RNA-Extraktionen (s. 3.2.4.1) wurden die Zellen auf 6-Well-Platten in einer Zelldichte
von ca. 250.000 Zellen je Well in 1 — 2 ml Kulturmedium ausgesat und 24h im Brutschrank
inkubiert. Als ndchstes wurden drei Wells mit jeweils 1 ml PDGF-AA oder -BB, das in einer
Konzentration von 10 ng/ml in Medium mit 1% FCS gel6st worden war, und drei Wells mit
jeweils 1T ml Medium mit 1% FCS als Kontrolle fiir 24h stimuliert. Nach gleicher
Vorgehensweise wurde anstatt PDGF 107 M RADO001, das in Medium mit 10% FCS gelost

war, zur Inhibition benutzt.

3.2.1.5 Zellzahlung mit der Neubauer Zahlkammer

Die Zellzahlung wurde mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer durchgefiihrt. Sie besteht aus
einer rechteckigen, dicken Spezialglasgrundplatte, in deren mittlerem Drittel sich vier
Langsspalten, die parallel zu den kurzen Seiten laufen, befinden. Durch Auflage eines
Deckglases entsteht zwischen der Grundplatte und dem Deckglas ein 0,1 mm tiefer
Kapillarspalt in den die zu zdhlende Zellsuspension pipettiert wird. Fiir die Zellzahlung sind
vier in 16 Quadrate unterteilte Grofiquadrate mit einer Flache von jeweils 1 mm? vorhanden.
Die in den Quadraten liegenden Zellen werden unter dem Mikroskop gezahlt und die

Zellzahl nach folgender Formel berechnet:
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(Anzahl gezahlter Zellen) X (Verdiinnung)

Zellen ul~1 =
cren it (Anzahl ausgezahlter Quadrate) X (Volumen tiber Quadrat)

3.2.1.6 WST1-Assay zur Proliferationsbestimmung

Der WST1-Assay (Water Soluble Tetrazolium Assay) ist eine indirekte Methode zur
Quantifizierung der Zellproliferationsrate. Das Prinzip beruht auf der enzymatischen
Umwandlung des WST1-Farbstoffes (ein Tetrazolium-Salz) in viablen Zellen durch die
mitochondriale Succinatdehydrogenase in das dunkelrote Formazan, dessen Lichtabsorption
photometrisch bei einer Wellenlange zwischen 420 und 480 nm gemessen werden kann.
Dabei korreliert die Aktivitat mitochondrialer Enzyme mit der Proliferationsrate der Zelle

und kann aus der photometrisch ermittelten Zunahme an Formazan abgeleitet werden.

Die Zellen waren zuvor, wie in 3.2.1.4 beschrieben, in 96-Well-Platten fiir 24h, 48h oder 72h
stimuliert oder inhibiert worden. Unter abgedunkelten Bedingungen wurden jeweils 10
ul/Well WST-1 Reagenz hinzugegeben und die Platten unter Lichtausschluss im Brutschrank
inkubiert. Nach jeweils 15, 30, 60 und 120 min wurde der Farbumschlag im ELISA-Reader

bei einer Wellenldange von 450 nm gemessen.

3.2.1.7 3H-Thymidin-Inkorporationsversuch zur Proliferationsbestimmung

Prinzip: Beim S3H-Thymidineinbau handelt es sich um ein quantitatives Verfahren zur
Proliferationsbestimmung, bei dem die Aktivitdt des in der Synthesephase (S-Phase) des
Zellzyklus eingebauten, mit *H (Tritium) radioaktiv markierten Nukleosids Thymidin im vy-

Counter gemessen wird.

Die Zellen waren zuvor, wie in 3.2.1.4 beschrieben, in 48-Well-Platten fiir 24h, 48h oder 72h

stimuliert oder inhibiert worden. Anschliefiend wurde nach folgendem Protokoll verfahren:
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»> 1 mCi °H-Thymidin-Stammlosung 1:100 mit Kulturmedium (FCS-Gehalt
entsprechend vorausgegangener Stimulation/Inhibition) verdiinnen (entspricht einer
Aktivitat von 0,37 MBq oder 10 puCi)

4h vor Stimulations-/Inhibitionsende 50 ul dieser Losung je Well zugeben

4h im Brutschrank inkubieren

Medium abpipettieren (im Radioaktivlabor)

500 pl/Well eiskalte 10%ige Trichloressigsaure (TCA) zugeben

1h auf Eis im Kiihlschrank inkubieren

TCA entfernen

V V VYV V ¥V V V

500 pl/Well Triton-NaOH (0,1% Triton; 0,5 M NaOH) zugeben und iiber Nacht bei 4°
C inkubieren

Platten riitteln

Uberstande in jeweils ein Szintillationsgefaf3 pipettieren

4,5 ml Ultima Gold™ Szintillationslosung hinzugeben

Vortexen

V V V V V

Rohrchen in Rack des y-Counters stellen

Gemessen wurden die Szintillationen/min (Counts per Minute = cpm), wobei das Programm
fiir die automatische Messung aller Proben so eingestellt war, dass jede Probe 4 min lang

gemessen wurde. Darauf folgte die statistische Auswertung der erhobenen Messdaten.
Der Arbeitsbereich wurde vor und nach dem Experiment mittels Wischtest auf radioaktive

Kontaminationen tiberpriift und alle Materialien, die mit dem radioaktiven Stoff in

Beriihrung kamen, als solche gekennzeichnet und gesondert entsorgt.
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3.2.2 Proteinchemische Methoden

3.2.2.1 Proteinextraktion

Die Zellen waren zuvor, wie unter 3.2.1.4 ausgefiihrt, in Petrischalen ausgesat und stimuliert
bzw. inhibiert worden. Nach Ende der Inkubation wurden die Schalen auf Eis gelegt und das
Medium verworfen. Die Proteinextraktion wurde nach folgender Vorgehensweise

durchgefiihrt:

> Zellen mit 4° C kaltem PBS waschen
1,5 ml 4° C kaltes PBS hinzugeben und Zellen mit Zellschaber von der Schale
abkratzen

» Zellsuspension in Eppendorf Reaktionsgefafs tiberfiihren und in Tischzentrifuge bei
4° C fiir 5 min bei 13.000 U/min zentrifugieren
Uberstand abpipettieren

» Proteaseinhibitor-Cocktail 1:100 mit Cell Lysis Buffer (Zelllysepuffer) verdiinnen und
Zellpellet in, abhéngig von der Zellzahl, ca. 100 ul resuspendieren

» Zellsuspension mit Insulinspritze (feine Kaniile) 15x auf- und abziehen, um
Zellmembran aufzubrechen

> Zellsuspension in Tischzentrifuge bei 4° C fiir 5 min bei 13.000 U/min zentrifugieren

> Bei-20° C einfrieren oder fiir weitere Analysen benutzen

3.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem Bio-Rad Protein-Assay

Zur Messung der Konzentration der nach dem in 3.2.2.1 dargestellten Verfahren
gewonnenen Proteine wurde der auf der von Bradford (Bradford, 1976) entwickelten
Methode basierende Protein-Assay von Bio-Rad verwendet. Die optische Dichte eines
Farbstoffes, dessen Absorptionsmaximum sich von 465 nm zu 595 nm verschiebt, wenn eine
Bindung an ein Protein auftritt, wird photometrisch gemessen. Auflerdem wird eine
Standardkurve durch eine Verdiinnungsreihe mit BSA erzeugt. Folgendes Versuchsprotokoll

wurde benutzt (alle Proben wurden als Duplikate gemessen):
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> Standardproben herstellen (1 pg/ml, 2 ug/ml, 4 ug/ml, 6 pg/ml, 10 pug/ml, 15 pg/ml
und 20 pg/ml BSA in deionisiertem Wasser verdiinnt)

2 ul der zu messenden Probe mit 798 ul deionisiertem Wasser mischen

200 pl/Probe Proteine Assay Dye Reagent hinzugeben und mit Vortex mischen

Fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubieren (innerhalb einer Stunde Proben messen)

YV V V V

Absorption jeder Probe mit Spektrophotometer bei 595 nm messen

3.2.2.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ermoglicht die
Trennung von Proteinen im elektrischen Feld. Dabei wandern die durch
Natriumdodecylsulfat denaturierten und negativ geladenen Proteine durch ein
Polyacrylamidgel als Trennmedium und werden der Grofie nach aufgetrennt (grofie Proteine
bewegen sich durch das Gel langsam, wahrend die Migration kleiner Proteine schneller

erfolgen kann).

Fir die Elektrophorese, die in einem Elektrophorese-Gerit von BioRad gemafs den
Herstellerangaben durchgefiihrt wurde, wurden vorgefertigte 10%-Tris-Glycin-Gele von
Anamed und Novex® 4-12% Tris-Glycin-Gele von Invitrogen benutzt. Die nach der in 3.2.2.1
beschriebenen Methode erhaltenen und eingefrorenen Proben waren zuvor auf Eis aufgetaut
worden. Es wurden jeweils 100 pg/20ul (zur Bestimmung der Proteinkonzentration s. 3.2.2.2)
des zu untersuchenden Proteingemischs, welches vorher mit 2,5ul Roti®-Load 1 vermischt
und fiir 5 min auf 95° C erhitzt worden war, je Tasche in das Gel geladen. Als Proteinmarker
kamen MagicMark™ XP Western Protein Standard oder Precision Plus Protein Dual Color
Standards zum Einsatz. Die Elektrophorese fand mit Novex® Tris-Glycine SDS Running Buffer

fiir ca. 2h bei einer Spannung von 130 V statt (Netzteil Power PAC 1000 von Biorad).
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3.2.3 Immunologische Methoden

3.2.3.1 Immunhistochemie (IHC)

Fir die IHC wurden 8 pum dicke Schnitte des humanen Meningiomgewebes, das zuvor
schockgefroren worden war (s. 3.2.1.1), mit dem Kryostat angefertigt und auf SuperFrost®
Plus Objekttrager (jeweils zwei Schnitte/Objekttrager), die mit einer positiv geladenen
Beschichtung versehen sind, iibertragen. Nachdem die Schnitte getrocknet waren, wurden

sie nach folgendem Verfahren fixiert:

> Schnitte fiir 5 min in 4% Paraformaldehyd bei 4° C tauchen
> 2x fiir jeweils 2,5 min mit PBS waschen

> In 70% Ethanol fiir 4 min tauchen

Die auf diese Weise fixierten Schnitte wurden in 96% Ethanol bei 4° C gelagert.

Die IHC erlaubt die Untersuchung von Expression und Lokalisation eines bestimmten
Proteins in Gewebeschnitten und beruht auf der Bindung eines spezifischen
Primédrantikorpers an ein Epitop des gesuchten Antigens. Zur Visualisierung des Antigen-
Antikorper-Komplexes wird ein gegen die Fc-Region des Primdrantikorpers gerichteter
biotinylierter Sekundérantikorper eingesetzt (sog. indirekte Methode), an welchen der
peroxidase-gekoppelte Avidin-Biotin-Komplex (ABC) binden kann, wodurch das am Ende
zugegebene Chromogen DAB in Anwesenheit von H20: oxidiert wird und prazipitiert. Die

daraus resultierende Braunfarbung lasst sich im Lichtmikroskop beobachten.

Der Sekundarantikorper ist jeweils spezifisch fiir das Tier, in welchem der primare
Antikorper produziert wurde bzw. von dem die B-Zellen fiir das Hybridom stammten. In
dieser Arbeit wurden Primdrantikérper gegen PDGFR-a und - benutzt (fiir eine
vollstandige Liste s. Tabelle 9), ferner das VECTASTAIN® ABC-Kit. Die IHC erfolgte nach

folgendem Protokoll:
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Schnitte in TBS fiir 5 min waschen

Mit PAP Pen (Stift) wasserabweisende Barriere um Gewebe ziehen

Zum Blockieren 30 min bei Raumtemperatur mit 60 ul/Schnitt Serum des Tiers
inkubieren, in welchem der Sekundarantikorper hergestellt wurde

Serum abschiitteln und 60 ul je Schnitt in TBS verdiinnten (Verdiinnung fiir Anti-
PDGFR-a-Antikorper  1:200  und  fiir  Anti-PDGFR-B-Antikorper  1:300)
Primédrantikorper zugeben (als Kontrolle nur TBS ohne Priméarantikdrper) und {iiber
Nacht bei 4° C oder 3h bei Raumtemperatur inkubieren

Schnitte 3x fiir 5 min in TBS waschen

Mit 60 pl/Schnitt 1:300 in TBS verdiinnten Sekundérantikoérper fiir 30 min bei
Raumtemperatur inkubieren

3x fiir 5 min in TBS waschen

ABC-Kit mindestens 30 min bei Raumtemperatur aufwarmen, Losung A und Lésung
B mit TB, abhédngig von der benétigten Menge, nach Herstellerangaben mischen und
60 ul/Schnitt zugeben. Fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubieren

3x fiir 5 min in TBS waschen

Schnitte bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss mit einer Losung aus 2 ml DAB,

98 ml TB und 33 pl H20:fiir 1,5min inkubieren

Nach folgender Vorgehensweise schloss sich die Gegenfarbung der Prdparate mit

Toluidinblau an, welches selektiv Zellkerne blau farbt:

V V VYV V V¥V V V VY

Schnitte fiir 4 min in TBS und 5min in destilliertem Wasser waschen
Fiir 5 min in Toluidinblau tauchen

2x in destilliertes Wasser eintauchen

Fiir 0,5 min in 70% Ethanol mit 4 Tropfen Essigsdaure tauchen

Fiir 1 min in 96% Ethanol tauchen

Fiir 2 min in 100% Ethanol tauchen

Fiir 5 min in Roti®-Histol oder Xylol tauchen

Mit Roti®-Histokitt Deckglas aufkleben und tiber Nacht austrocknen lassen
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Die so hergestellten Praparate wurden mit einem Lichtmikroskop und der AxioVision
Bildanalysesoftware ausgewertet und digitale Abziige von ihnen erstellt. Der DAB-Abfall

wurde vorschriftsgemafs entsorgt.

Tabelle 9 Bei der Immunhistochemie verwendete Antikorper mit Isotyp und Speziesreaktivitat

Primé&rantikorper Biotinylierter Sekundéarantikrper

Anti -PDGFR-a-Antikorper, 200 pg/ml Anti-Kaninchen-Antikorper, Ziegen-lgG
Kaninchen-IgG, gegen Maus/Mensch/Ratte

Anti -PDGFR-B-Antikérper, 200ug/ml Anti-Ziege-Antikorper, Pferde-1gG
polyklonales Ziegen-IgG, gegen

Maus/Mensch/Ratte

3.2.3.2 VEGF-ELISA

Zur quantitativen Messung von humanem VEGF (den sezernierten Formen VEGFizi und
VEGFi5) wurde ein Sandwich-ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) eingesetzt. Der
ELISA ist eine geeignete Methode, um geloste Substanzen in Serum, Urin und
Zelltiberstanden nachzuweisen. Er zdhlt zu den Immunassay-Verfahren und macht sich die
Bindung zweier spezifischer Antikorper an den nachzuweisenden Stoff (das Antigen) zu
Nutze, wobei die beiden Antikorper unterschiedliche Bindungsstellen am Antigen besitzen.
Der erste, monoklonale Antikorper (Coating Antibody) wird an eine 96-Well-Mikrotiterplatte
gebunden. Gibt man nun die Probe mit dem nachzuweisenden Antigen — in unserem Falle
VEGF - zu, so wird dieses iiber den Antikorper an die Platte gebunden und die
ungebundenen Bestandteile der Probe lassen sich durch Waschen entfernen. Durch Zugabe
des polyklonalen zweiten Antikorpers (Detection Antibody), welcher ebenfalls spezifisch fiir
VEGF und an welchen ein Enzym gekoppelt ist (der biotinylierte Antikdrper bindet die in
einem spateren Schritt zugegebene Streptavidin-HRP) entsteht der Antikorper-Antigen-
Antikorper-Komplex — daher auch der Name ,Sandwich”. Nach erneutem Waschen werden
als Substrat H20: und ein Chromogen (TMB) hinzugefiigt, das bei der durch die Peroxidase
katalysierten Reaktion zu einem farbigen Endprodukt oxidiert wird, wobei die
photometrisch messbare Farbintensitdat proportional zur initial gebundenen Menge an VEGF

ist (s. Abb. 11).
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Fere

Streptavidin-HRP * T™B

Biotin *
Detection Antibody * &

Antigen

Capture Antibody

Mikrotiterplatte

Abb. 11 Prinzip des Sandwich-ELISA. Das gesuchte Antigen wird lber den Capture Antibody an die
Mikrotiterplatte gebunden. Der biotinylierte Detection Antibody bindet das enzym-konjugierte Streptavidin

(Streptavidin-Biotin-Bindung), wodurch das Chromogen (TMB) in einen photometrisch messbaren Farbstoff
umgewandelt wird.

Die, wie unter 3.2.1.4 dargestellt, eingefrorenen Zelliiberstinde wurden auf Eis aufgetaut
und die VEGF-Konzentration mit Hilfe des DuoSet® ELISA Development System (R&D
Systems) bestimmt. Zur Berechnung der VEGF-Konzentration in den Messproben wurde fiir
jeden ELISA, in zweifacher Ausfithrung, mit einer Verdiinnungsreihe (bestehend aus sieben
Verdiinnungsschritten mit einem Verdiinnungsfaktor von jeweils 2, beginnend bei einer
Konzentration von 500 pg/ml, und Reagent Diluent als Losungsmittel) von Standardproben

eine Standardkurve erzeugt.

Der ELISA wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

> 96-Well-Mikrotiterplatte (Costar EIA) mit Parafilm® versiegeln und tiber Nacht bei
Raumtemperatur mit 100 ul/Well Capture Antibody (1 pg/ml in PBS) inkubieren.

> 3x Waschen der Platte mit 400 pl/Well Wash Buffer (Waschpuffer)
Blockierung (,,blocken”) der Platte durch Inkubieren mit 300 ul/Well Reagent Diluent
tiir mindestens 1h bei Raumtemperatur

> 3x Waschen der Platte mit 400 pl/Well Wash Buffer
100 ul/Well Standard oder zu messende Probe zugeben. Mit Parafilm® versiegeln
und 2h bei Raumtemperatur inkubieren

> 3x Waschen der Platte mit 400 pl/Well Wash Buffer
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> 100 pl/Well Detection Antibody (100 ng/ml in Reagent Diluent) hinzugeben. Mit
Parafilm® versiegeln und 2h bei Raumtemperatur inkubieren
3x Waschen der Platte mit 400 ul/Well Wash Buffer)

> 100 pl/Well Streptavidin-HRP (1:200 in Reagent Diluent verdiinnt) hinzugeben, die
Platte lichtundurchlassig abdecken und fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubieren

> 3x Waschen der Platte mit 400 pl/Well Wash Buffer

» 100 pl/Well Substrate Solution (Substratlosung, 1:1 Mischung aus Color Reagent A
(H202) und Color Reagent B (TMB) hinzugeben, die Platte lichtundurchlassig
abdecken und fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubieren

> 50 ul/Well Stop Solution (Stopplosung, 2N H2SOs ) hinzugeben und Platte vorsichtig
schiitteln

> Optische Dichte sofort im Microplate Reader photometrisch bei 540 nm mit

Wellenlangenkorrektur messen

Die gewonnen Daten wurden anschlieflend statistisch ausgewertet.

3.2.3.3 Western Blot

Beim Western Blot werden die zuvor durch Gelelektrophorese (s. 3.2.2.3) separierten, negativ
geladenen Proteine in einem senkrecht zum Gel verlaufenden elektrischen Feld auf eine
Nitrozellulose-Membran (Hybond ECL Nitrocellulose Membrane) iibertragen und
immobilisiert, wo sie fiir weitere Untersuchungen, z.B. fiir einen immunologischen
Nachweis, leicht zuganglich sind. Der Western Blot wurde mit Novex® Tris-Glycine SDS
Transfer Buffer in einer dafiir vorgesehenen Vorrichtung, in welcher das die Proteine
enthaltene Gel auf der Nitrozellulose-Membran, von jeweils einem Schwamm und einem
Blottingpapier 3MM zusammengehalten, lag, von BioRad gemafi den Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Bei einer ca. dreistiindigen Laufzeit wurde eine Spannung von 30V
gewahlt (Netzteil Power PAC 1000 von Biorad). Anschlieffend wurde die Membran in einem
geeigneten Plastikschdlchen auf ein Schiittelgerit gelegt und mit TBST gewaschen. Um den

erfolgreichen Proteintransfer zu kontrollieren, wurde die Membran mit Ponceau S, einem
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unspezifischen Farbstoff, welcher reversibel an die Proteine bindet, angefarbt. Fiir die
Immundetektion mittels spezifischer Antikdrper wurde nach folgendem Versuchsprotokoll

vorgegangen:

» Membran mit destilliertem Wasser waschen, bis rote Farbe verschwunden ist

» Membran 2h lang mit 5% Milchpulver in TBST blockieren

> Fliissigkeit verwerfen und 10 ml des 1. Antikorper, gelost in TBST mit 2,5%
Milchpulver, zugeben (fiir Einzelheiten s. Tabelle 10)

> Behailter mit Parafilm® Verschlieffen und iiber Nacht bei 4° C oder 2h lang bei
Raumtemperatur inkubieren

> Fliissigkeit verwerfen
Membran 3x mit TBST fiir jeweils 5 min waschen
10 ml des 2. Antikorpers, geldost in TBST mit 2,5% Milchpulver, zugeben (fiir
Einzelheiten s. Tabelle 10)
1,5h bei Raumtemperatur inkubieren
Fliissigkeit verwerfen und Membran 3x fiir 5 min mit TBST waschen

» Als Substratlosung jeweils 750 ul von Losung A und Losung B des ECL Plus Western
Blotting Detection System mischen und Membran damit bedecken

> 2 min lang bei Raumtemperatur inkubieren

> Substratlosung verwerfen
In Autoradiographie-Kassette Biomax MR Film/Hyperfilm ECL belichten
(Belichtungszeit abhangig von Intensitdt der Lumineszenz)

> Film in Entwicklerlosung tauchen, bis Banden erscheinen, zusitzlich ca. 2 min in
Fixierlosung halten und 30 min trocknen lassen
Membran bei -20° C aufbewahren oder sofort mit dem Stripping fortfahren
Membran zum Stripping 2x mit Tris-HCL fiir jeweils 30 min waschen

> Mit destilliertem Wasser spiilen; jetzt kann die Membran erneut blockiert und nach

obigem Protokoll mit neuen Antikdrpern behandelt werden

Die Immundetektion basiert auf der spezifischen Antigen-Antikorper-Bindung zwischen

dem zu untersuchenden Protein und dem 1. Antikorper, an dessen Fc-Region wiederum der
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sekundare Antikorper bindet. Dieser ist gegen eine ganze Immunglobulin-Klasse — und zwar
spezifisch fiir das Tier, in welchem der primare Antikorper produziert wurde bzw. von dem
die B-Zellen fiir das Hybridom stammten — gerichtet und mit einer HRP konjugiert, welche
in Anwesenheit von H20:die Oxidation des in der Substratlosung enthaltenen Lumigen PS-3
Acridan katalysiert, das unter intensiver Chemolumineszenz weiter reagiert. Die auf dem
autoradiographischen Film resultierenden Banden ermoglichen eine semiquantitative
Beurteilung der Expression der untersuchten Proteine. Als Kontrolle der vorhandenen
Proteinmenge wurde zusétzlich auf jeder Membran (-Actin, ein konstitutiv exprimiertes

Strukturprotein, dargestellt.

Tabelle 10 Verwendete Antikorper beim Western Blot.

Antigen 1. Antikbrper 2. Antikérper (HRP-konjugiert)

H: Cell Signaling Technlogy,
R: Mensch/Maus/Ratte

Anti-Maus-1gG,

B-Actin, MG: 43kDa H: Cell Signaling Technlogy

HIF1l-a, MG: 120kDa

V: 1:10000

H: R&D Systems,
R:Mensch/Maus/Ratte,
U:Maus, V: 1:400

V: 1:2000

Anti-Maus-1gG,

H: Cell Signaling Technlogy
V: 1:2000

: Cell Signaling Technlogy,
: Mensch/Maus/Ratte,

: Kaninchen, V: 1:1000

: Cell Signaling Technlogy,
: Mensch/Maus/Ratte,

: Kaninchen, V: 1:1000

: Cell Signaling Technlogy,
: Mensch/Maus/Ratte,

: Kaninchen, V: 1:1000

: Cell Signaling Technlogy,
: Mensch/Maus/Ratte,

: Kaninchen, V: 1:1000

; : Cell Signaling Technlogy,
Ezlgsgho-PTEN (Ser3a0), MG: : Mensch/Maus/Ratte, H: Amersham Biosciences,

: Kaninchen, V: 1:1000 V: 1:2000

Anti-Kaninchen-1gG,

H: Amersham Biosciences,
V: 1:2000
Anti-Kaninchen-IgG,

H: Amersham Biosciences,
V: 1:2000
Anti-Kaninchen-1gG,

H: Amersham Biosciences,
V: 1:2000
Anti-Kaninchen-1gG,

H: Amersham Biosciences,
V: 1:2000
Anti-Kaninchen-1gG,

Phospho-Akt (Ser473), MG:
60kDA

Phospho-Akt (Thr308), MG:
60kDa

Phospho-mTOR (Ser2448),
MG: 289kDa

Phospho-PDK1 (Ser241), MG:
58-68kDa

COICUOICUOICIOICAOI

H: Hersteller, MG: Molekulargewicht, R: Reaktivitat, U: Ursprung, V: Verdiinnung der Arbeitsldsung

3.2.4 Molekularbiologische Methoden

3.2.4.1 RNA-Extraktion

Fir die RNA-Extraktion waren die auf 6-Well-Platten kultivierten Zellen, wie unter 3.2.1.4
dargestellt, stimuliert resp. inhibiert worden. Die Arbeiten fanden unter einem Abzug statt

und zudem  wurden stets Einmalhandschuhe und  Sichtschutz  getragen.
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Vorsichtsmafsnahmen zur Vermeidung einer Kontamination durch RNAse wurden

eingehalten. Die RNA-Extraktion wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

> Uberstand abnehmen, 1 ml/Well TRIzol®-Reagenz hinzugeben und Zelllysat zum
Homogenisieren mit Pipette mehrfach auf- und abziehen

> Fiir 10 min bei < 12.000g und 4° C zentrifugieren, Ubersténde in neue Probenréhrchen
(aus Polypropylen) tiberfithren

> Fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubieren
Zur Phasenseparation 200 ul Chloroform zugeben, Probenrohrchen fiir 15s per Hand
kraftig schiitteln und fiir 3min bei Raumtemperatur inkubieren. Danach fiir 15 min
bei < 12.000g und 4° C zentrifugieren. Die Losung trennt sich dadurch in eine untere
rote Phenol-Chloroform-Phase, eine Interphase und eine farblose wassrige Phase,
welche die RNA enthalt

» Zugig oberste Phase in neues Probenrohrchen pipettieren, ohne die Interphase zu
beriihren, und 0,5 ml Isopropylalkohol zugeben, um die RNA zu prézipitieren. Fiir 10
min bei Raumtemperatur inkubieren und anschliefsend fiir 10 min bei < 12.000g und
4° C zentrifugieren (prazipitierte RNA wird als Pellet sichtbar)

> Uberstand verwerfen, 1 ml 75% Alkohol (in DEPC-Wasser) hinzugeben, um RNA zu
waschen, mit Vortex-Maschine mischen und fiir 5 min bei < 7.500g und 4° C
zentrifugieren

> Uberstand verwerfen und RNA-Pellet fiir 5 - 10min an der Luft trocknen lassen (RNA
sollte nicht vollstandig trocknen).

> RNA in 30 pl DEPC-Wasser resuspendieren und fiir 10 min bei 60° C inkubieren

Fiir die photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration der Proben wurde 1 ul der
erhaltenen RNA-Losung mit DEPC-Wasser 1:60 verdiinnt und in einer Quarzkiivette die
Absorption bei A1 =260 nm und A2 = 280 nm gemessen, wobei der Quotient der bei 260 nm
und der bei 280 nm gemessenen optischen Dichte, als Maf$ der Verunreinigung der Probe,

zwischen 1,8 und 2,0 liegen sollte. Der Konzentrationsfaktor betrug 40.000.
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3.2.4.2 Reverse Transkription und Polymerase-Ketten-Reaktion

Da die bei der PCR eingesetzte DNA-abhéangige Polymerase nur DNA repliziert, wurde mit

einer reversen Transkriptase (Superscript™ II), einer RNA-abhangigen Polymerase, die nach

dem in 3.2.4.1 dargestellten Verfahren gewonnene RNA in cDNA umgeschrieben. Als

Zufallsprimer diente ein Hexanucleotid-Mix. Folgendes Versuchsprotokoll kam zum Einsatz:

V V VYV V V V

A\

In nuclease-freiem Probenréhrchen 1 ug RNA mit DEPC-Wasser auf ein Zielvolumen
von 10 pl auffiillen

2 ul Hexanucleotid-Mix hinzugeben

1 pl ANTP-Mix (2 mM) hinzugeben

4 ul 5X First-Strand Buffer hinzugeben

2 ul DTT (0,1M) zugeben

Inhalt vorsichtig mischen und bei 25° C fiir 2 min inkubieren

1 pl (200 U) SuperScript™ II hinzugeben und Losung vorsichtig mit Pipette auf- und
abziehen

Bei 25°C fiir 10 min inkubieren

Bei 42° C fiir 50 min inkubieren

Bei 95° C fiir 5 min inkubieren, um Reaktion zu inaktivieren

Die so erhaltene cDNA konnte fiir die PCR genutzt werden.

Die PCR ist eine auflerst empfindliche Methode, um spezifische Nukleotidsequenzen in einer

Probe nachzuweisen. Sie lauft mit Hilfe eines Thermocyclers in sequentiellen Zyklen ab,

wobei jeder Zyklus aus drei Schritten besteht:

Denaturierung: Durch Inkubation bei 95° C werden die DNA-Strange aufgetrennt. Im
ersten Zyklus dauerte die Inkubation 5 min, in den darauf folgenden Zyklen 30s.
Primerhybridisierung (Annealing): Die fiir das Gen, das amplifiziert werden soll,

spezifischen und von der Tag-Polymerase als Startsequenz bendétigten
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Oligonucleotide (sog. Primer) lagern sich an die DNA an. Dieser Schritt erfolgte bei
60° C fiir 30s.
3. Elongation: Bei 72° C verldngert die Tag-Polymerase, am 3’-Ende des angelagerten

Primers beginnend, den fehlenden Strang. Auch dieser Schritt dauerte 30s.

Dadurch kommt es zu einer exponentiellen Zunahme des durch die Primer festgelegten, zu
amplifizierenden DNA-Fragments ab dem 2. Zyklus. Nach Ablauf des letzten Zyklus fand
eine weitere Inkubation fiir 10min bei 72° C statt, wonach die Reaktionsgefdafie auf 4° C
gekiihlt wurden. Die aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus stammende Tagq-
Polymerase ist sehr hitzebestaindig und iibersteht unbeschadet die bei der PCR
vorkommenden Inkubationen bis zu 95° C. Aus Tabelle 11 sind die Volumina und
Konzentrationen der fiir die PCR gebrauchten Reagenzien, die in spezielle, auf Eis gekiihlte
PCR-Reaktionsgefafie fiir den Thermocycler pipettiert wurden, ersichtlich. Die Primer waren
vor Gebrauch mit destilliertem Wasser 1:10 verdiinnt worden und cDNA und Tag-
Polymerase wurden erst am Schluss hinzugefiigt. Schliefllich wurden die Reaktionsgefafde in
den Thermocycler gesetzt und ein passendes Programm ausgewdhlt, welches bis zum Ende

der PCR automatisch ablief.

Tabelle 11 Fiir die PCR verwendeter Reaktionsansatz

8,95 ul destilliertes Wasser

1,5 yl 10x PCR-Puffer

0,9 pl MgCl, (25 mM)

1,5 pl ANTP-Mix (2 mM)

0,5 pl Primer (Sense, 10 pmol/ul)

0,5 pl Primer (Antisense, 10 pmol/pl)

1 ul cDNA

0,15 pl Tag-Polymerase

Als Negativkontrolle wurde statt cDNA destilliertes Wasser verwendet. Einen Uberblick
tiber die eingesetzten Primer zeigt Tabelle 12. Die optimale Zyklusanzahl wurde empirisch
mittels Gradienten-PCR (einer Serie von PCRs steigender Zyklusanzahl und anschliefSender

Uberpriifung des amplifizierten Fragments) ermittelt.
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Tabelle 12 Sequenzen der fiir die PCR verwendeten Primer, Produktlinge des amplifizierten cDNA-

Fragments, gewdhlte Temperatur fiir das Annealing und Anzahl der PCR-Zyklen

Primer-Sequenz Prodlfblg;ange Teﬁr;])r(]:gtlljnrg["(}] Zyklusanzahl
Sense 5'-
ACGGGGTCACCCACACTGT
. GC-3 °
B-Actin Anti-sense 5 - 660 60 33
CTAGAAGCATTTGCGGTGG
ACGAT-3’

Sense 5-TCT GCT GTC TTG
GGT GCATTG-3’

VEGFs5  Anti-sense 5°-TGA TCC GCA 320 60° 35
TAATCT GCA TGG-3’

Nach vollendeter PCR wurden die Proben mit 4 pl Loading Buffer gemischt und zur
Visualisierung des amplifizierten cDNA-Fragments 16 ul davon in ein 1,3%-iges Agarose-
Gel (s.a. 3.2.4.3) geladen und bei 120V fiir ca. 30 min elektrophoretisch der Grofie nach
aufgetrennt (Southern Blot, eingesetztes Netzteil war Blue Power 500 von SERVA
Electrophoresis). Bei diesem Verfahren hidngt die Wanderungsgeschwindigkeit der
Fragmente durch das Trennmedium von ihrer Grofe ab. Zusétzlich wurden 10 pl 1 kb Plus
DNA Ladder in das Gel geladen, um spiater eine Grofienabschdtzung der separierten
Fragmente zu ermoglichen. Das im Gel enthaltene Ethidiumbromid interkaliert mit der
DNA, wodurch sich sein Anregungsspektrum verschiebt, und kann mit UV-Licht zur
Fluoreszenz angeregt werden. Da die Intensitdt der Fluoreszenz proportional zur DNA-
Menge ist, erlauben die unter UV-Beleuchtung erstellten digitalen Abziige des Gels einen

semiquantitativen Nachweis der Transkription des untersuchten Gens.

3.2.4.3 Herstellung eines Agarose-Gels

Fiir die Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten wurde ein 1,3%-iges Agarosegel nach

folgendem Protokoll hergestellt:

> 1,95 g Agarose mit 150 ml Tris-Acetat-EDTA in Erlenmeyerkolben mischen
> In Mikrowelle bei 700 W erhitzen, bis Fliissigkeit klar geworden ist
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Ca. 20 ml destilliertes Wasser hinzugeben

Ca. 10 min lang abkiihlen lassen

60 ul Ethidiumbromid hinzufiigen

Fliissigkeit in Form fiir Gel giefSen und eventuell entstandene Blaschen ausstreichen

Kamm fiir Wells einsetzen

YV V VYV ¥V V V

Wenn Fliissigkeit zu Gel erstarrt ist, Kamm und Seitenbegrenzung herausnehmen

und Tris-Acetat-EDTA in Form fiillen, bis Gel bedeckt wird

Die Vorschriften im Umgang mit Ethidiumbromid wurden strengstens eingehalten.

3.2.5 Statistik

Die bei den Untersuchungen mit ELISA, WST-1-Assay und *H-Thymidineinbau generierten
Daten wurden mit IBM® SPSS® Statistics 19 statistisch ausgewertet, wobei jedes
Einzelexperiment mindestens mit Vierfachwerten durchgefiihrt worden war. Differenzen
zwischen den Mittelwerten wurden durch eine univariate Varianzanalyse (ANOVA)

ermittelt. Fiir Post-hoc-Mehrfachvergleiche wurde der Bonferroni-Test angewendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Expression von PDGFR-«a und -

In den von den resezierten Meningiomen angefertigten Praparaten wurde
immunhistochemisch die Expression des PDGFR-a und - untersucht. Fiir fiinf (25%) der 20
untersuchten Tumoren konnten weder PDGFR-a noch PDGFR- nachgewiesen werden (s.
Abb. 13 fiir M11). Zwolf (60%) waren positiv fiir PDGFR-q, ebenfalls 12 (60%) fiir PDGFR-3
und 9 (45%) fiir beide Rezeptorsubtypen. Auf Abb. 12 sind Schnitte von M2 und M7 zu

sehen. Eine vollstindige Ubersicht der Ergebnisse zeigt Tabelle 13.

Tabelle 13 Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen zur Expression von PDGFR-ot und

B

Tumor PDGFR-a PDGFR-B

M2 + +
M3 +)
M4
M5 +
M6 -
M7 (+)
M8 +
M9 -
M10 +
+
+
+
+
+

o+ o+ o+t

M11
M12
M13
M15
M16
M17
M18
M19
M20
M22
M24

,\
+ 00+ +E

+ Rezeptor nachweisbar, (+) einzelne Zellen positiv fir Rezeptor, - Rezeptor nicht nachweisbar

Diejenigen Meningiome, fiir die keine IHC vorliegt, konnten mangels ausreichenden

Gewebes nicht untersucht werden.
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Abb. 12 Expression von PDGFR-a und - in humanen Meningiomen. A positive Immunoreaktivitat fir PDGFR-a
in M2, B positive Immunoreaktivitat fir PDGFR-B in M2, C stellenweise positive Immunoreaktivitat fir PDGFR-a

in M7, D positive Immunoreaktivitat fur PDGFR-B in M7. Kleines Fenster zeigt jeweils Negativkontrolle und alle
Bilder in 20x VergroRerung.
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Abb. 13 Expression von A PDGFR-a und B PDGFR— in M11 nicht nachweisbar. Kleines Fenster zeigt jeweils
Negativkontrolle und alle Bilder in 20x Vergréf3erung.

4.2 Wirkung von PDGF-AA, -AB, -BB und RADO001 auf
die VEGF-Sekretion

Um einen mdglichen Einfluss von PDGF auf die VEGEF-Sekretion nachzuweisen, inkubierte
ich die Meningiomzellen mit unterschiedlichen Konzentrationen der drei PDGF-Isoformen
PDGEF-AA, -AB und -BB und bestimmte mittels ELISA die VEGF-Konzentration in den
Zelliiberstanden. Kultivierung mit PDGF-AB-haltigem Medium bewirkte in M2 nach 24h (s.
Abb. 14) und 72h und in M3 nach 72h (s. Abb. 15) eine, bezogen auf den Basalwert statistisch
signifikante, konzentrationsabhangige Inhibition der VEGF-Sekretion. Die Inkubation mit
PDGEF-AA fiihrte ebenfalls zu einer signifikanten Inhibition in den Meningiomen M3 nach
48h (s. Abb. 16), M4 nach 72h (s. Abb. 17), M5 nach 24h (s. Abb. 18) und M18 nach 24h (s.
Abb. 19).
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Abb. 14 Wirkung von PDGF-AB auf die VEGF-Sekretion (jeweils Mittelwert + SD dargestellt) von M2. Nach
Inkubation fir 24h mit den angegebenen Konzentrationen von PDGF-AB kam es in den Konditionen 1 ng/ml, 5
ng/ml und 10 ng/ml zu einer signifikanten Inhibition. Fir den Basalwert wurde FCS-haltiges (1%) Kulturmedium
ohne PDGF-AB verwendet. Die Differenz der Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem Niveau * p < 0,05/ ** p <
0,01/ *** p < 0,001 signifikant.

Indes liefs M5 einen Trend zur Stimulation der VEGF-Sekretion durch PDGF-AA erkennen (p
= 0,065 bei 10 ng/ml relativ zum Basalwert). Inkubation mit PDGEF-BB erzielte in den
Meningiomen M4 und M5 nach 72h, M11 (s. Abb. 20) und M13 (s. Abb. 21) nach 48h und
M18 nach 24h eine konzentrationsabhangige, inhibitorische Wirkung, welche statistisch
signifikant war. Wahrend es in M4 nach 48h, in M5 (s. Abb. 22) nach 24h und 48h und in M7
(s. Abb. 23, Abb. 24 und Abb. 25) nach 24h, 48h und 72h zu einer signifikanten Stimulation
kam. In den restlichen untersuchten Meningiomen konnte kein signifikanter Effekt von

PDGEF-AA, PDGF-AB oder PDGF-BB auf die VEGF-Sekretion nachgewiesen werden.

Inkubation der Meningiomzellen mit RAD001 verursachte in M23 (s. Abb. 26) und in M24
nach 24h eine signifikante Inhibition der VEGF-Sekretion, wohingegen M22 nur einen
schwachen Trend zur Inhibition erkennen lieR. Eine Ubersicht aller Daten findet sich in

Tabelle 14.
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Abb. 15 Wirkung von PDGF-AB auf die VEGF-Sekretion (jeweils Mittelwert + SD dargestellt) von M3. Nach
Inkubation fur 72h mit den angegebenen Konzentrationen von PDGF-AB kam es in den Konditionen 5 ng/ml und
10 ng/ml zu einer signifikanten Inhibition. Fiir den Basalwert wurde FCS-haltiges (1%) Kulturmedium ohne PDGF-
AB verwendet. Die Differenz der Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem Niveau * p < 0,05/ * p < 0,01/ ** p <

0,001 signifikant.
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Abb. 16 Wirkung von PDGF-AA auf die VEGF-Sekretion (jeweils Mittelwert + SD dargestellt) von M3. Nach
Inkubation fur 48h mit den angegebenen Konzentrationen von PDGF-AA kam es in den Konditionen 1 ng/ml und
10 ng/ml zu einer signifikanten Inhibition. Fiir den Basalwert wurde FCS-haltiges (1%) Kulturmedium ohne PDGF-
AA verwendet. Die Differenz der Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem Niveau * p < 0,05/ * p < 0,01/ ** p <

0,001 signifikant.
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Abb. 17 Wirkung von PDGF-AA auf die VEGF-Sekretion (jeweils Mittelwert + SD dargestellt) von M4. Nach
Inkubation fir 72h mit den angegebenen Konzentrationen von PDGF-AA kam es in den Konditionen 0,1 ng/ml,
0,5 ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml und 10 ng/ml zu einer signifikanten Inhibition. Fir den Basalwert wurde FCS-haltiges
(1%) Kulturmedium ohne PDGF-AA verwendet. Die Differenz der Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem Niveau

*p<0,05/*p<0,01/**p<0,001 signifikant.
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Abb. 18 Wirkung von PDGF-AA auf die VEGF-Sekretion (jeweils Mittelwert + SD dargestellt) von M5. Nach
Inkubation fur 24h mit den angegebenen Konzentrationen von PDGF-AA kam es in den Konditionen 5 ng/ml und
10 ng/ml zu einer signifikanten Inhibition. Fiir den Basalwert wurde FCS-haltiges (1%) Kulturmedium ohne PDGF-
AA verwendet. Die Differenz der Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem Niveau * p < 0,05/ * p < 0,01/ ** p <

0,001 signifikant.
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Abb. 19 Wirkung von PDGF-AA auf die VEGF-Sekretion (jeweils Mittelwert + SD dargestellt) von M18. Nach
Inkubation fir 24h mit den angegebenen Konzentrationen von PDGF-AA kam es in den Konditionen 0,1 ng /ml, 1
ng/ml, 5 ng/ml und 10 ng/ml zu einer signifikanten Inhibition. Fir den Basalwert wurde FCS-haltiges (1%)
Kulturmedium ohne PDGF-AA verwendet. Die Differenz der Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem Niveau * p <

0,05/* p<0,01/**p<0,001 signifikant.
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Abb. 20 Wirkung von PDGF-BB auf die VEGF-Sekretion (jeweils Mittelwert + SD dargestellt) von M11. Nach
Inkubation flr 48h mit den angegebenen Konzentrationen von PDGF-BB kam es in den Konditionen 0,1 ng/ml,
0,5 ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml und 10 ng/ml zu einer signifikanten Inhibition. Fir den Basalwert wurde FCS-haltiges
(1%) Kulturmedium ohne PDGF-BB verwendet. Die Differenz der Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem Niveau

*p<0,05/*p<0,01/**p<0,001 signifikant.
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Abb. 21 Wirkung von PDGF-BB auf die VEGF-Sekretion (jeweils Mittelwert + SD dargestellt) von M13. Nach
Inkubation fur 48h mit den angegebenen Konzentrationen von PDGF-BB kam es in den Konditionen 5 ng/ml und
10 ng/ml zu einer signifikanten Inhibition. Fir den Basalwert wurde FCS-haltiges (1%) Kulturmedium ohne PDGF-

BB verwendet. Die Differenz der Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem Niveau *p < 0,05/ ** p < 0,01 /***p <

0,001 signifikant.
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Abb. 22 Wirkung von PDGF-BB auf die VEGF-Sekretion (jeweils Mittelwert + SD dargestellt) von M5. Nach
Inkubation fir 24h mit den angegebenen Konzentrationen von PDGF-BB kam es in den Konditionen 0,1 ng /ml, 1
ng/ml, 5 ng/ml und 10 ng/ml zu einer signifikanten Stimulation. Fir den Basalwert wurde FCS-haltiges (1%)
Kulturmedium ohne PDGF-BB verwendet. Die Differenz der Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem Niveau * p <

0,05/* p<0,01/**p<0,001 signifikant.
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Abb. 23 Wirkung von PDGF-BB auf die VEGF-Sekretion (jeweils Mittelwert + SD dargestellt) von M7. Nach
Inkubation fiir 24h mit den angegebenen Konzentrationen von PDGF-BB kam es in der Kondition 10 ng/ml zu
einer signifikanten Stimulation. Fir den Basalwert wurde FCS-haltiges (1%) Kulturmedium ohne PDGF-BB

verwendet. Die Differenz der Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem Niveau * p < 0,05/ ** p < 0,01 / ** p <

0,001 signifikant.
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Abb. 24 Wirkung von PDGF-BB auf die VEGF-Sekretion (jeweils Mittelwert + SD dargestellt) von M7. Nach
Inkubation fur 48h mit den angegebenen Konzentrationen von PDGF-BB kam es in den Konditionen 5 ng/ml und
10 ng/ml zu einer signifikanten Stimulation. Fir den Basalwert wurde FCS-haltiges (1%) Kulturmedium ohne
PDGF-BB verwendet. Die Differenz der Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem Niveau * p < 0,05/ * p < 0,01/

*** n < 0,001 signifikant.
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Abb. 25 Wirkung von PDGF-BB auf die VEGF-Sekretion (jeweils Mittelwert + SD dargestellt) von M7. Nach
Inkubation fur 72h mit den angegebenen Konzentrationen von PDGF-BB kam es in den Konditionen 5 ng/ml und
10 ng/ml zu einer signifikanten Stimulation. Fir den Basalwert wurde FCS-haltiges (1%) Kulturmedium ohne
PDGF-BB verwendet. Die Differenz der Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem Niveau * p < 0,05/ * p < 0,01/

*** n < 0,001 signifikant.
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Abb. 26 Wirkung von RAD auf die VEGF-Sekretion (jeweils Mittelwert £ SD dargestellt) von M23. Nach Inkubation
fur 24h mit den angegebenen Konzentrationen von RADOO1 kam es in den Konditionen 0,001 yM, 0,01 yM und
0,1 uM RADOO1 zu einer signifikanten Inhibition. Fiir den Basalwert wurde FCS-haltiges (10%) Kulturmedium mit
0,01 yM DMSO verwendet. Die Differenz der Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem Niveau * p < 0,05/ ** p <
0,01/ *** p < 0,001 signifikant.
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Tabelle 14 Zusammenfassung der von den einzelnen Meningiomen erhobenen Daten zur VEGEF-
Sekretion mit Angabe von Inkubationsdauer, Mittelwert der basalen VEGF-Sekretion und des
maximalen Effekts auf Stimulation bzw. Inhibition und der Kondition, bei welcher dieser auftrat,

sowie Angabe des entsprechenden p-Werts

Tumor Inkubationszeit Basale VEGF- Maximaler Effekt [pg/ml] (SD) p-Wert

Sekretion [pg/ml] (SD) und Kondition

21,098 (3,948), PDGF-AB 1

M1 24h 17,105 (6,225) s 1,000
M2 24h 6,871 (1,095) ;‘5% (0.278), PDGF-AB10 ;491
M2 48h 4,480 (0,664) 292/r2n1| (Ceetly PREFAROS o
M2 72h 3,787 (0,222) ﬁ(jﬂ (0.392), PDGF-AB10 ;509
M3 48h 19,744 (2,224) 297/% QAN FREFn D )
M3 48h 22,214 (13,867) ig}fn?S (3.674), PDGF-ABS 4 ho
M3 72h 11,599 (3,340) ﬁgzlﬁqll (QEEE), PRt nE g < 0,001
M3 48h 12,749 (2,855) ig}rznlll (1,402), PDGF-BBO.1 4 4
M3 72h 16,372 (2,052) ﬁ;fﬁ (A7), PREEEB S g mr
M4 24h 28,823 (4,423) ﬁé}ﬁﬁz (4,188), PDGF-AAS 4 9
M4 48h 153,138 (14,275) 3’255;109‘%12’067)’ PDGF-AA 736
M4 72h 243,248 (24,134) 18153%(26*226)’ PDGF-AA (001
M4 24h 25,710 (1,897) ﬁ;}ﬁﬁl legera), PREFER D g g6
M4 48h 144,902 (10,268) 1855353;'(12’792)’ PDGF-BB 037
M4 72h 151,010 (9,860) ﬁgm“z (@20 PRSI g g
M5 24h 15,354 (1,177) ﬁgz/zﬁ (1,538), PDGF-AAL0 401
M5 48h 15,828 (0,566) 2;&2' (3.830), PDGF-AADS 4 ogq
M5 72h 17,816 (3,028) ﬁg}?n‘}fs (6,385), PDGF-AAT0 4 g5
M5 24h 3,540 (1,086) ig}ﬁﬁ“ (2.297), PDGF-BB10 4 o9
M5 48h 23,001 (4,105) ﬁg}?nll"’ (4.764), PDGF-BBS5 5 3
M5 72h 32,680 (1,463) ﬁg}rlrﬁs (e, PRSI0 g a1
M7 24h 15,386 (0,370) ﬁg}ﬁﬁ‘r’ (0.887), PDGF-AAT 4 ho
M7 48h 18,466 (1,857) ﬁg}ﬁﬁs (k) PREIEn D
M7 72h 23,718 (3,253) ﬁg}rlnbf (13,175), PDGF-AATO 4 14
M7 24h 15,287 (1,994) 24,944 (4,982), PDGF-BB 10 0,028

65



4. Ergebnisse

Tumor Inkubationszeit Basale VEGF- Maximaler Effekt [pg/ml] (SD) p-Wert
Sekretion [pg/ml] (SD) und Kondition
ng/ml
M7 48h 19,079 (1,403) ;‘S}rln?’ll (6,779), PDGF-BB 10 _ 599
M7 72h 40,535 (7,170) nsg‘jﬁlﬂ (11,785), PDGF-BB10  _ o9
M11 24h 8,397 (0,661) zQZ/?nZ% (0.330), PDGF-AATO 4 9
M11 48h 21,567 (4,011) ﬁg}?n‘}ﬁ (2,001), PDGF-AAL 4 49
M11 24h 6,917 (0,290) 2@1/% (0,454), PDGF-BBO.L 4 499
M11 48h 11,269 (1,538) ﬁ;jﬁﬂ (0.406), PDGF-BB10  _ 491
M13 24h 10,826 (0,988) ﬁ;lrzfl (1,276), PDGF-AATO ;569
M13 48h 15,923 (0,826) ig}ﬁﬁo (Chetaly PREFARS g oqs
M13 24h 11,465 (2,320) g;jﬁﬁ (1,338), PDGF-BBOS 4 9
M13 48h 14,387 (0,648) 25}% (1,968), PDGF-BB10 ) 9
M16 24h 20,868 (1,424) ig}f"ﬁ“ (2,268), PDGF-AAS 4 o
M16 24h 23,991 (2,871) ig}ﬁf (N2, PRERERL g e
M18 24h 65,219 (3,737) ‘:’g}f’nof (5.406), PDGF-AAL0  _ g 559
M18 24h 20,655 (2,857) ﬁ:jﬁﬁ (Epoie), PRERERID 6
M22 24h 91,722 (34,798)a 3@'026 (7,958), RADO01 0,001 4q5
M23 24h 31,229 (4,353)a ﬁf/’lmz (k] RAPBIL WO gy
M24 24h 9,852 (2,834)a 6,161 (0,174), RADOO1 0,01 4 o5

UM

a Zur Bestimmung des Basalwerts wurden die Zellen mit 0,01 yM DMSO in FCS-haltigem (10%) Kulturmedium
inkubiert. Die anderen Konditionen waren 0,00001/0,0001/0,001/0,01 und 0,1 yM RADQO1 in FCS-haltigem (10%)
Kulturmedium.

4.3 Wirkung von PDGF-AA und -BB auf die VEGF-

Transkription

Mit Hilfe reverser Transkription und anschliefsender PCR wurde der Einfluss von PDGF auf
die VEGF-Transkription untersucht. Wie in Abb. 27 zu erkennen, korrelierten, relativ zur
Kontrolle, verminderte VEGF-mRNA-Level in M22 mit PDGF-AA-Inkubation und in M23
mit Inkubation von PDGF-AA oder PDGF-BB.
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A B C D E F G H I J K L M

Abb. 27 Southern Blot der durch die PCR amplifizierten cDNA-Fragmente. A und B Probe von M22 nach
Inkubation mit 10 ng/ml PDGF-AA fur 24h, C und D Negativkontrolle von M22, E und F Probe von M23 nach
Inkubation mit 10 ng/ml PDGF-AA fiir 24h, G und H Negativkontrolle von M23, | und J Probe von M23 nach
Inkubation mit 10 ng/ml PDGF-BB fiir 24h, K und L M23 Negativkontrolle, M Negativkontrolle (H20). Als Referenz
der cDNA-Menge wurde zusatzlich B-Actin bestimmt.

4.4 Wirkung von PDGF-AA, -BB, RAD001 und

Curcumin auf die Proliferation

4.4.1 Resultate des 3H-Thymidin-Einbaus

Als Maf3 fiir die Proliferationsrate wurde mit Hilfe des *H-Thymidin-Einbaus die DNA-
Synthese der Zellen nach Inkubation mit PDGF-AA, -BB, RAD001 und Curcumin fiir 24h
oder 48h gemessen. Dabei konnte fiir PDGF-AA kein Effekt nachgewiesen werden. PDGF-BB
induzierte in M5 (s. Abb. 28) nach 48h, M23 (s. Abb. 29) und M24 (s. Abb. 30) nach jeweils
24h eine signifikante Stimulation. RAD001 bewirkte in M22 (s. Abb. 31), M23 (s. Abb. 32) und
M24 (s. Abb. 33) nach jeweils 24h eine signifikante Inhibition. Fiir Curcumin wurde in M22,
M23 (s. Abb. 34) und M24 (s. Abb. 35) nach jeweils 24h in den Konzentrationen 20 uM oder
30 uM eine Inhibition und in den Konzentrationen 1 uM, 5 uM oder 10 uM eine Stimulation

beobachtet. Eine Ubersicht aller Daten bietet Tabelle 15.
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Abb. 28 Wirkung von PDGF-BB auf die 3H-Thymidin-lnkorporation von M5 (Balken reprasentieren Mittelwert +
SD, cpm steht fir Counts per Minute). Nach Inkubation fiir 48h mit den angegebenen Konzentrationen von PDGF-

BB kam es in den Konditionen 5 ng/ml und 10 ng/ml zu einer signifikanten Stimulation. Fir den Basalwert wurde
FCS-haltiges (1%) Kulturmedium ohne PDGF-BB verwendet. Die Differenz der Mittelwerte bzgl. Basalwert war
auf dem Niveau * p < 0,05/ * p < 0,01/ *** p < 0,001 signifikant.
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Abb. 29 Wirkung von PDGF-BB auf die 3H-Thymidin-lnkorporation von M23 (Balken reprasentieren Mittelwert +
SD, cpm steht fur Counts per Minute). Nach Inkubation fiir 24h mit den angegebenen Konzentrationen von PDGF-

BB kam es in den Konditionen 1 ng/ml, 5 ng/ml und 10 ng/ml zu einer signifikanten Stimulation. Fir den
Basalwert wurde FCS-haltiges (1%) Kulturmedium ohne PDGF-BB verwendet. Die Differenz der Mittelwerte bzgl.

Basalwert war auf dem Niveau * p < 0,05/ ** p < 0,01/ *** p < 0,001 signifikant.
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Abb. 30 Wirkung von PDGF-BB auf die 3H-Thymidin-lnkorporation von M24 (Balken représentieren Mittelwert +
SD, cpm steht fir Counts per Minute). Nach Inkubation fiir 24h mit den angegebenen Konzentrationen von PDGF-
BB kam es in den Konditionen 0,5 ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml und 10 ng/ml zu einer signifikanten Stimulation. Fur

den Basalwert wurde FCS-haltiges (1%) Kulturmedium ohne PDGF-BB verwendet. Die Differenz der Mittelwerte
bzgl. Basalwert war auf dem Niveau * p < 0,05/ ** p < 0,01 / *** p < 0,001 signifikant.
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Abb. 31 Wirkung von RADOO1 auf die 3H-Thymidin-lnkorporation von M22 (Balken repréasentieren Mittelwert + SD,
cpm steht fir Counts per Minute). Nach Inkubation fiir 24h mit den angegebenen Konzentrationen von RAD001
kam es in den Konditionen 0,001/0,01 und 0,1 yM zu einer signifikanten Inhibition. Fir den Basalwert wurde FCS-

haltiges (10%) Kulturmedium mit 0,01 yM DMSO verwendet. Die Differenz der Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf
dem Niveau * p < 0,05/ * p < 0,01/ ** p < 0,001 signifikant.
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Abb. 32 Wirkung von RADOO1 auf die 3H-Thymidin-lnkorporation von M23 (Balken repréasentieren Mittelwert £ SD,
cpm steht fur Counts per Minute). Nach Inkubation fir 24h mit den angegebenen Konzentrationen von RADO01
kam es in den Konditionen 0,00001/0,0001/0,001/0,01 und 0,1 yM zu einer signifikanten Inhibition. Fir den

Basalwert wurde FCS-haltiges (10%) Kulturmedium mit 0,01 yM DMSO verwendet. Die Differenz der Mittelwerte
bzgl. Basalwert war auf dem Niveau * p < 0,05/ ** p < 0,01 / *** p < 0,001 signifikant.
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Abb. 33 Wirkung von RADOO1 auf die 3'H-Thymidin-lnkorporation von M24 (Balken représentieren Mittelwert £ SD,
cpm steht fir Counts per Minute). Nach Inkubation fir 24h mit den angegebenen Konzentrationen von RADO01

kam es in der Kondition 0,1 uM zu einer signifikanten Inhibition. Fir den Basalwert wurde FCS-haltiges (10%)
Kulturmedium mit 0,01 uM DMSO verwendet. Die Differenz der Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem Niveau *
p<0,05/* p<0,01/**p<0,001 signifikant.
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Abb. 34 Wirkung von Curcumin auf die 3H-Thymidin-lnkorporation von M23 (Balken représentieren Mittelwert +
SD, cpm steht fur Counts per Minute). Nach Inkubation fur 24h mit den angegebenen Konzentrationen von
Curcumin kam es in der Kondition 1 yM zu einer Stimulation und in den Konditionen 20 yuM und 30 uM zu einer
Inhibition. Fir den Basalwert wurde FCS-haltiges (10%) Kulturmedium mit 3 mM DMSO verwendet. Die Differenz
der Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem Niveau * p < 0,05/ ** p < 0,01/ *** p < 0,001 signifikant.
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Abb. 35 Wirkung von Curcumin auf die 3H-Thymidin-lnkorporation von M24 (Balken reprasentieren Mittelwert +
SD, cpm steht fur Counts per Minute). Nach Inkubation fir 24h mit den angegebenen Konzentrationen von

Curcumin kam es in den Konditionen 1 yM, 5 yM und 10 yM zu einer Stimulation und in den Konditionen 20 yM
und 30 puM zu einer Inhibition. Fir den Basalwert wurde FCS-haltiges (10%) Kulturmedium mit 3 mM DMSO
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verwendet. Die Differenz der Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem Niveau * p < 0,05/ ** p < 0,01 / ** p <
0,001 signifikant.

Tabelle 15 Zusammenfassung der von den einzelnen Meningiomen erhobenen Daten zur 3H-
Thymidin-Inkorporation =~ mit Angabe von Inkubationsdauer, Mittelwert der basalen
Inkorporationsrate (gemessen als Counts per Minute (cpm)), des maximalen Effekts auf Stimulation

bzw. Inhibition und der Kondition, bei welcher dieser auftrat, sowie Angabe des entsprechenden p-

Werts
Tumor Inkubationszeit  Basalwert [cpm] (SD) Maximaler Effekt [cpm] (SD) und p-Wert
Kondition

M5 48h 965,00 (116,99) 794,63 (169,56), PDGF-AA 5 ng/ml 0,811
M5  4gh 845,81 (132,11) ig;ﬁi?’l (284,05), PDGF-BB 5 <0,001
M22  24h 5063,63 (420,47)a 7505,34 (274,58), Curcumin 1uM < 0,001
M22  24h 11946,65 (805, 74)b 5112,71 (1007,51), RAD 0,01 yM < 0,001
M23  24h 22203,28 (1184,23) ﬁ;/snzlz,zs (677,84), PRGEBB 5= = _ ¢ 001
M23  24h 15577,39 (1128,17)a 489,00 (55,85), Curcumin 30 uyM < 0,001
M23  24h 249813375 (361,97)b  12835,10 (952,73), RAD 0,1 UM <0,001
M24  24h 24066,25 (430,05) ;‘g’/lmgf’% (1180,71), PDGF-BB 10 _ o9
M24  24h 14581,56 (484,38)a 515,26 (24,89), Curcumin 30 M < 0,001
M24  24h 29128,23 (1497,36)b  19717,97 (1103,38), RAD 0,LyM 0,005

a Zur Bestimmung des Basalwerts wurden die Zellen mit 3 mM DMSO in FCS-haltigem (10%) Kulturmedium
inkubiert. Die anderen Konditionen waren 1/5/10/20 und 30 yM Curcumin in FCS-haltigem (10%) Kulturmedium.

b Zur Bestimmung des Basalwerts wurden die Zellen mit 0,01 uM DMSO in FCS-haltigem (10%) Kulturmedium
inkubiert. Die anderen Konditionen waren 0,00001/0,0001/0,001/0,01 und 0,1 yM RADQO1 in FCS-haltigem (10%)
Kulturmedium.

4.4.2 Resultate des WST-1-Assays

Mit dem WST-1-Assay wurde die Proliferationsrate ermittelt, nachdem die Zellen fiir 24h,
48h oder 72h mit PDGF-AA, -BB, Curcumin, RAD001, RAD001 + PDGF-AA oder RAD001 +
PDGF-BB inkubiert worden waren. So ergab sich fiir PDGF-AA eine signifikante Stimulation
der Proliferation in den Meningiomen M3 nach 48h und M4 (s. Abb. 36) nach 24h und 72h. In
M11 lief$ sich zudem eine schwache Stimulation nachweisen (p = 0,058). M16 zeigte nach 24h
Inkubation mit 10 ng/ml PDGF-AA eine signifikante Stimulation, welche durch Zugabe von
0,1 uM RADOO1 revertiert wurde (s. Abb. 37). In M5 (s. Abb. 38) fithrte PDGF-AA hingegen
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zu einer signifikanten Inhibition nach 48h. Fiir PDGF-BB lief3 sich in M5 (s. Abb. 39) und M13

(s. Abb. 40) nach 48h eine signifikante Stimulation beobachten.

In den Konzentrationen 20 uM und 30 uM induzierte Curcumin in Meningiom M22 nach
24h eine signifikante Stimulation. RADO001 fiithrte in M16 zu einer schwachen (p = 0,096) und
in M23 (s. Abb. 41) zu einer statistisch signifikanten Inhibition. In den restlichen
untersuchten Tumoren konnte fiir PDGF-AA, -AB, -BB oder RADO001 kein signifikanter

Effekt festgestellt werden. Eine Ubersicht aller Daten zeigt Tabelle 16.

0,60 T T I
| T 1 1 1
iR 1
z

T T T T T
Basalwert PDGF-AA 0.5 [ngiml] PDGF-A4 1 [ngdml] PDGF-AA S [ngiml] PDGF-AA 10 [ngiml]
Kondition

Abb. 36 Wirkung von PDGF-AA auf die Proliferation von M4. Dargestellt ist die wahrend des WST-1-Assays
gemessene Absorption (Balken repréasentieren Mittelwert + SD). Nach Inkubation fur 24h mit den angegebenen
Konzentrationen von PDGF-AA kam es in den Konditionen 1 ng/ml, 5 ng/ml und 10 ng/ml zu einer signifikanten
Stimulation. Fir den Basalwert wurde FCS-haltiges (1%) Kulturmedium ohne PDGF-AA verwendet. Die Differenz

der Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem Niveau * p < 0,05/ ** p < 0,01/ *** p < 0,001 signifikant.
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Abb. 37 Wirkung von PDGF-AA und RADOO1 auf die Proliferation von M16. Dargestellt ist die wahrend des WST-
1-Assays gemessene Absorption (Balken reprasentieren Mittelwert £ SD). Nach Inkubation fur 24h mit den
angegebenen Konditionen kam es bei 10 ng/ml PDGF-AA zu einer signifikanten Stimulation (relativ zum
Basalwert und 0,01 yM DMSO), die durch Zugabe von 0,1 yM RADOO1 revertiert wurde. Fir den Basalwert
wurde FCS-haltiges (1%) Kulturmedium verwendet. Die Differenz der Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem

Niveau * p < 0,05/ ** p < 0,01/ *** p < 0,001 signifikant.
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Abb. 38 Wirkung von PDGF-AA auf die Proliferation von M5. Dargestellt ist die wahrend des WST-1-Assays
gemessene Absorption (Balken reprasentieren Mittelwert + SD). Nach Inkubation fiir 48h mit den angegebenen
Konzentrationen von PDGF-AA kam es in den Konditionen 5 ng/ml und 10 ng/ml zu einer signifikanten Inhibition.
Fir den Basalwert wurde FCS-haltiges (1%) Kulturmedium ohne PDGF-AA verwendet. Die Differenz der

Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem Niveau * p < 0,05/ ** p < 0,01 / *** p < 0,001 signifikant.
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Abb. 39 Wirkung von PDGF-BB auf die Proliferation von M5. Dargestellt ist die wahrend des WST-1-Assays
gemessene Absorption (Balken reprasentieren Mittelwert + SD). Nach Inkubation fiir 48h mit den angegebenen
Konzentrationen von PDGF-BB kam es in den Konditionen 5 ng/ml und 10 ng/ml zu einer signifikanten
Stimulation. Fir den Basalwert wurde FCS-haltiges (1%) Kulturmedium ohne PDGF-BB verwendet. Die Differenz

der Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem Niveau * p < 0,05/ ** p < 0,01/ *** p < 0,001 signifikant.
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Abb. 40 Wirkung von PDGF-BB auf die Proliferation von M13. Dargestellt ist die wahrend des WST-1-Assays
gemessene Absorption (Balken reprasentieren Mittelwert + SD). Nach Inkubation fiir 48h mit den angegebenen
Konzentrationen von PDGF-BB kam es in den Konditionen 1 ng/ml und 5 ng/ml zu einer signifikanten Stimulation.
Fir den Basalwert wurde FCS-haltiges (1%) Kulturmedium ohne PDGF-BB verwendet. Die Differenz der

Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem Niveau * p < 0,05/ ** p < 0,01/ *** p < 0,001 signifikant.
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Abb. 41 Wirkung von RADOO1 auf die Proliferation von M23. Dargestellt ist die wahrend des WST-1-Assays
gemessene Absorption (Balken reprasentieren Mittelwert + SD). Nach Inkubation fur 24h mit den angegebenen
Konzentrationen von RAD001 kam es in den Konditionen 0,001 uM und 0,1 uM zu einer signifikanten Inhibition.
Fir den Basalwert wurde FCS-haltiges (10%) Kulturmedium mit 0,01 yM DMSO verwendet. Die Differenz der
Mittelwerte bzgl. Basalwert war auf dem Niveau * p < 0,05/ ** p < 0,01 / *** p < 0,001 signifikant.

Tabelle 16 Zusammenfassung der durch den WST-1-Assay ermittelten Daten mit Angabe von
Inkubationsdauer, Mittelwert der basalen Absorption, des maximalen Effekts auf Stimulation bzw.

Inhibition und der Kondition, bei welcher dieser auftrat, sowie Angabe des entsprechenden p-Werts

Tumor Inkubationszeit Mittelwert Basalwert Maximaler Effekt [Absorption] p-Wert
[Absorption] (SD) (SD) und Kondition
M3 48h 0,576 (0,066) 0,656 (0,071), PDGF-AA 5 ng/ml 0,024
M3 72h 0,760 (0,114) 297”1“3' (0,053), PDGF-BB 10 1,000
M4 24h 0,533 (0,033) 25;‘% (G, PR e 1Y < 0,001
M4 72h 0,479 (0,048) 25? (0,048), PDGF-AA 0,5 <0,001
M4 24h 0,473 (0,042) 25}?”? (e, FElED 0 0,349
M4 72h 0,619 (0,092) ?];jzﬁ (0,094), PDGF-BB 10 <0,001
M5 48h 0,464 (0,095) 25‘%3; (e, [PDfEl=ve 19 0,005
M5 48h 0,319 (0,051) 235/?“2' (0,136), PDGF-BB 10 < 0,001
M7 48h 0,622 (0,088) 0,702 (0,062), PDGF-AA 5 ng/ml 0,664
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Tumor Inkubationszeit Mittelwert Basalwert Maximaler Effekt [Absorption] p-Wert
[Absorption] (SD) (SD) und Kondition
M7 48h 0,388 (0,092) 25}r7nll (0.044), PDGF-BB 10 0,256
M11  48h 0,636 (0,101) 2523 (EE), PIDEIR/AR 1) 0,058
M1l 48h 0,531 (0,040) 0,647 (0,150), PDGF-BB 5 ng/iml 0,421
M13  4gh 0,519 (0,044) 0,593 (0,172). PDGF-AA 5 ng/ml 1,000
M13  4sh 0,551 (0,084) 25213; (0,040), PDGF-BB 5 0,025
M16  24h 0,551 (0,070)a 25?5; (018, FEm s 1Y < 0,001
1,310 (0,173), PDGF-BB 10
M16  24h 0,597 (0,096)b e D) 005 o < 0,001
M16  24h 0,722 (0,176)c 0,514 (0,062), RAD001 0,1 uM 0,096
M18  24h 0,505 (0,090)a 0,386 (0,022), RADOO1 0.1 uM 0,299
1,127 (0,050), PDGF-BB 10
M18  24h 0,696 (0,097)b B < 0,001
M18  24h 0,394 (0,017)c 0,347 (0,030), RAD 0,1 uM 0,268
M22  24h 0.775 (0.244)d 1,140 (0,295), Curcumin 20 yM 0,008
M22  24h 1,697 (0,363)c 5628 (0.371), RAD001 0,001 4 1
M23  24h 0,578 (0,089)c 3’,&‘27 (0,043), RAD001. 0,001 _ ) )y
M24  24h 0,277 (0,076)c 0,237 (0,074), RAD001 0,1 uM 1,000

a Zur Bestimmung des Basalwerts wurden die Zellen mit FCS-haltigem (1%) Kulturmedium inkubiert. Die anderen
Konditionen waren 10 ng/ml PDGF-AA/0,01 yM DMSO/0,1 uM RAD001/10 ng/ml PDGF-AA + 0,1 yM RADO01
und 10 ng/ml PDGF-AA + 0,001 uM RAD in jeweils FCS-haltigem (1%) Kulturmedium.

b Zur Bestimmung des Basalwerts wurden die Zellen mit FCS-haltigem (1%) Kulturmedium inkubiert. Die anderen
Konditionen waren 10 ng/ml PDGF-BB/0,01 yM DMSO/0,1 yM RAD001/10 ng/ml PDGF-BB + 0,1 yM RADO001
und 10 ng/ml PDGF-BB + 0,001 uM RADOO01 in jeweils FCS-haltigem (1%) Kulturmedium.

¢ Zur Bestimmung des Basalwerts wurden die Zellen mit 0,01 yM DMSO in FCS-haltigem (10%) Kulturmedium
inkubiert. Die anderen Konditionen waren 0,00001/0,0001/0,001/0,01 und 0,1 yM RADQO1 in FCS-haltigem (10%)
Kulturmedium.

d Zur Bestimmung des Basalwerts wurden die Zellen mit 3 mM DMSO in FCS-haltigem (10%) Kulturmedium

inkubiert. Die anderen Konditionen waren 1/5/10/20 und 30 yM Curcumin in FCS-haltigem (10%) Kulturmedium.

4.5 Untersuchung der Signaltransduktion von PDGF

Um herauszufinden, {iiber welchen Signaltransduktionsweg PDGF in humanen
Meningiomen wirkt, wurde die PI3K-Signalkaskade anhand von Western Blots und
anschlieffender Immundetektion nach Stimulation mit PDGF-AA oder PDGEF-BB fiir 5 min,

10 min, 15 min oder 30 min untersucht.
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Abb. 42 Immundetektion von Phospho-PDK1 auf einem Western Blot von M18. A Negativkontrolle, B nach
Inkubation mit 10 ng/ml PDGF-AA fir 5 min, C 15 min, D 30 min, E Negativkontrolle, F nach Inkubation mit 10
ng/ml PDGF-BB fur 5 min, G 15 min, H 30 min. Als Referenz der Proteinmenge wurde zusétzlich B-Actin

dargestellt.

Es konnte fiir M18 eine Zunahme an phosphorylierter PDK1 nach Inkubation mit sowohl 10
ng/ml PDGF-AA fiir 5, 15 und 30 min, als auch mit 10 ng/ml PDGF-BB fiir 5 und 15 min
gezeigt werden (s. Abb. 42). Ferner liefs sich fiir M7 (s. Abb. 43) und M18 (s. Abb. 44) ein
Zuwachs des an Serin 473 phosphorylierten Akt nach Inkubation mit PDGF-AA fiir 10, 15
und 30 min und nach Inkubation mit PDGF-BB fiur 5, 10, 15 und 30 min bzw. nach
Inkubation mit PDGF-AA und PDGF-BB fiir jeweils 5, 15 und 30 min beobachten.

A B CDE FGHIJ
Phospho-Akt (Ser 473) - & -~

P R T —

Abb. 43 Immundetektion von Phospho-Akt (Ser473) auf einem Western Blot von M7. A Negativkontrolle, B nach
Inkubation mit 10 ng/ml PDGF-AA fir 5 min, C 10 min, D 15 min, E 30 min, F Negativkontrolle, G nach Inkubation
mit 10 ng/ml PDGF-BB fiir 5 min, H 10 min, | 15 min, J 30 min. Als Referenz der Proteinmenge wurde zusatzlich
B-Actin dargestellt.

Ebenfalls konnte fiir das an Threonin 308 phosphorylierte Akt in M18 eine Vermehrung nach
Inkubation mit PDGF-AA und PDGF-BB fiir jeweils 5, 15 und 30 min nachgewiesen werden
(s. Abb. 45).

ABCD EF G H
Phospho-Akt (Ser473) |~ == s= ss  « SSEhe-

PACHN s o, S

Abb. 44 Immundetektion von Phospho-Akt (Ser473) auf einem Western Blot von M18. A Negativkontrolle, B nach
Inkubation mit 10 ng/ml PDGF-AA fir 5 min, C 15 min, D 30 min, E Negativkontrolle, F nach Inkubation mit 10
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ng/ml PDGF-BB fir 5 min, G 15 min, H 30 min. Als Referenz der Proteinmenge wurde zusétzlich B-Actin

dargestellt.

In M11 fand sich eine Steigerung an Phospho-mTOR nach Inkubation mit PDGF-AA fiir 10
und 30 min, sowie nach Inkubation mit PDGEF-BB fiir 5, 10, 15 und 30 min (s. Abb. 46).
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Abb. 45 Immundetektion von Phospho-Akt (Thr308) auf einem Western Blot von M18. A Negativkontrolle, B nach
Inkubation mit 10 ng/ml PDGF-AA fiir 5 min, C 15 min, D 30 min, E Negativkontrolle, F nach Inkubation mit 10
ng/ml PDGF-BB fir 5 min, G 15 min, H 30 min. Als Referenz der Proteinmenge wurde zusétzlich B-Actin

dargestellt.

Auflerdem liefs sich ein Anstieg des phosphorylierten PTEN in M18 nach Inkubation sowohl
mit PDGF-AA, als auch mit PDGF-BB fiir jeweils 5 und 15 min feststellen (s. Abb. 47). Abb.
48 zeigt einen Western Blot von M22, aus dem hervorgeht, dass Inkubation mit CoClzeine

starke Induktion und Inkubation mit PDGF-BB eine schwache Hemmung von HIF-1a

verursachte.
A B CDE F G HI
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Abb. 46 Immundetektion von Phospho-mTOR (Ser2448) auf einem Western Blot von M11. A Negativkontrolle, B
nach Inkubation mit 10 ng/ml PDGF-AA fur 5 min, C 10 min, D 15 min, E 30 min, F Negativkontrolle, G nach
Inkubation mit 10 ng/ml PDGF-BB fiir 5 min, H 10 min, | 15 min, J 30 min. Als Referenz der Proteinmenge wurde

zusatzlich B-Actin dargestellt.

Zusammengefasst deuten die Daten darauf hin, dass PDGF-AA und PDGEF-BB in
Meningiomzellen den PI3K-Akt-Signaltransduktionsweg aktivieren konnten, jedoch ohne

die HIF-1a-Expression zu stimulieren.
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Abb. 47 Immundetektion von Phospho-PTEN auf einem Western Blot von M18. A Negativkontrolle, B nach
Inkubation mit 10 ng/ml PDGF-AA fur 5 min, C 15 min, D 30 min, E Negativkontrolle, F nach Inkubation mit 10

ng/ml PDGF-BB fir 5 min, G 15 min, H 30 min. Als Referenz der Proteinmenge wurde zusétzlich B-Actin
dargestellt.
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Abb. 48 Immundetektion von HIF-1a auf einem Western Blot von M22. A Negativkontrolle, B nach Inkubation mit
250 uM CoCl; fur 3h, C nach Inkubation mit 10 ng/ml PDGF-BB fiir 6h, D Negativkontrolle, E nach Inkubation mit

10 ng/ml PDGF-BB fur 24h, F Negativkontrolle. Als Referenz der Proteinmenge wurde zusétzlich B-Actin
dargestellt.
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5 Diskussion

5.1 Expression von PDGF-Rezeptoren

Die Mitglieder der PDGF-Wachstumsfaktorenfamilie wirken {iber spezifische Rezeptoren als
essentielle Stimulatoren der Zellproliferation in vielen Tumoren (Wen et al., 2010). In der
vorliegenden Arbeit wurde in 20 humanen Meningiomen immunhistochemisch die
Expression von PDGFR-a und PDGFR-B untersucht (s. Tabelle 13). 60% der untersuchten
Meningiome waren dabei positiv fiir PDGFR-a, ebenso 60% fiir PDGFR-B und 45%
exprimierten beide Rezeptorsubtypen gleichzeitig. Diese Beobachtung war insofern
tiberraschend, als in fritheren Studien kein Nachweis der Expression von PDGFR-a gelang
(Maxwell et al., 1990; Wang et al.,, 1990) und in einer weiteren Studie lediglich zwei
Meningiome positiv fiir den a-Rezeptor waren (Yang and Xu, 2001). In diesen Studien
wurde zudem die Expression von PDGF-BB gezeigt, was Anlass zur Vermutung einer
autokrinen Stimulation des PDGFR-f3 durch diesen Liganden gab. Analog dazu erscheint es
plausibel, dass PDGF-AA, dessen Expression ebenfalls nachgewiesen wurde, zu einer
autokrinen Stimulation des PDGFR-a fithren konnte und somit moglicherweise an der
Tumorgenese beteiligt ist. Dies wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass Stimulation mit
PDGF-AA in PDGFR-a-exprimierenden Meningiomen zu einer, im WST1-Assay

gemessenen, gesteigerten Proliferationsrate fiihrte, die von der Dosis abhing (s. Abb. 36).

Andererseits ergab sich hinsichtlich des PDGFR-B in nur 52,2% der Fille eine positive
Immunoreaktivitat, wiahrend dies in den weiter oben zitierten Studien nahezu in allen Fallen
geschah, wobei die Expression von PDGFR-3 nicht zwingend mit einem neoplastischen
Phanotyp korreliert, denn PDGFR-B-mRNA konnte auch in Primarzellkulturen von
normaler Arachnoidea mater detektiert werden (Wang et al., 1990). Diese Differenzen in der
IHC lassen sich moglicherweise auf methodische Unterschiede, z.B. in Sensitivitit und

Spezifitat der eingesetzten Primarantikorper, zurtickfiihren.
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Obwohl in vivo manche der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Tumoren, wie
beispielsweise M11, weder PDGFR-a noch -f3 exprimierten (s. Abb. 13) oder negativ fiir
PDGFR-a (z.B. M18, s. Tabelle 13) waren, konnte in vitro die Inkubation der Zellen mit
PDGF-AA oder PDGEF-BB signifikante Effekte in verschiedenen Experimenten erzielen.
Dieses Phanomen konnte auf einer veranderten Rezeptorexpression der kultivierten Zellen
beruhen, wie es fiir Fibroblasten und glatte Muskelzellen nach Explantation in Gewebekultur
beschrieben wurde (Terracio et al., 1988). Ferner lasst sich nicht ausschliefien, dass die Zellen
den heterodimeren PDGFR-af3 ausbildeten, welcher durch den Liganden PDGE-BB aktiviert
wurde. Uber die pathogenetische Relevanz dieses Rezeptors ist allerdings wenig bekannt

(Fredriksson et al., 2004).

5.2 PI3K-Akt-mTOR-Signaltransduktionsweg

Seit seiner Entdeckung vor tiber 20 Jahren wurde der PI3K-Signalweg mit der Tumorgenese
in Verbindung gebracht und in den letzten Jahren stellte sich heraus, dass er einer der am
haufigsten betroffenen Signalwege in allen sporadischen Tumorformen ist (Shaw and
Cantley, 2006). Auch in Meningiomen fanden sich Hinweise fiir eine Aktivierung des PI3K-
Akt-Signaltransduktionswegs (Johnson et al., 2002), was in Einklang mit den Ergebnissen
steht, die ich in den Immunoblots erhielt. In M18 konstatierte ich eine Zunahme von
Phospho-PDK1 (s. Abb. 42) und Phospho-Akt (s. Abb. 44 und Abb. 45) nach Stimulation mit
10 ng/ml PDGF-AA oder PDGF-BB. Die Phosphorylierung von Akt erfolgte an — vermittelt
durch mTORC2 - Ser473, einem hydrophoben Motiv, und an — durch PDK1 — Thr308
innerhalb der Aktivierungsschleife, was zusammen einer vollstandigen Aktivierung dieser
Kinase entspricht (Sarbassov et al., 2005; Engelman, 2009). Verglichen mit benignen
Meningiomen wurde Phospho-Akt in hoheren Mengen in atypischen und anaplastischen

Meningiomen nachgewiesen (Mawrin et al., 2005).

Weiterhin beobachtete ich einen Anstieg von Phospho-PTEN (s. Abb. 47) nach Stimulation
mit 10 ng/ml PDGF-AA oder PDGF-BB. Phosphorylierung dieses essentiellen Regulators des

PI3K-Akt-Signalwegs resultiert in einer reduzierten katalytischen Aktivitit gegeniiber
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Lipidsubstraten (Salmena et al., 2008). PTEN gilt nach p53 als der am haufigsten mutierte
Tumorsuppressor im Menschen und eine wichtige Studie enthiillte, dass der Verlust von
PTEN ein haufiges Ereignis in BRCA1-defizientem Mamma-Karzinom darstellt (Shaw and
Cantley, 2006; Saal et al., 2008).

Ebenso liefs sich eine Zunahme des an Ser2448 phosphorylierten mTOR verzeichnen (s. Abb.
46). mTOR, eines der wesentlichen Effektormolekiile des PI3K-Akt-Signalwegs und
bedeutender Regulator von Proliferation und Zellwachstum, wird - vermehrt bei konstitutiv
exprimiertem Akt - PI3K-abhangig an Ser2448 und Thr2446 phosphoryliert. Dies fiihrte zur
Hypothese, dass Akt, zusatzlich zum indirekten Weg tiber TSC, direkt mTOR regulieren
konne (Wullschleger et al., 2006; Engelman, 2009). Jedoch gelang es zwei Gruppen zu zeigen
(Chiang and Abraham, 2005; Holz and Blenis, 2005), dass p70-S6-Kinase fiir die
Phosphorylierung an diesen beiden Stellen verantwortlich ist. Allerdings bleibt die
Signifikanz dieser potentiellen Feedback-Schleife und, ob es sich um eine positive oder
negative Modifikation handelt, unklar (Wullschleger et al., 2006). Dennoch war in einer
Studie an 143 Patienten mit Plattenepithelkarzinom des Osophagus der
immunhistochemisch bestimmte Grad an phosphoryliertem mTOR im Tumorgewebe mit
einer schlechten Prognose vergesellschaftet (Hirashima et al., 2010) und in zwei weiteren
Studien wurde eine Assoziation des Nierenzellkarzinoms und des Synovialkarzinoms mit

hyperphosphoryliertem mTOR entdeckt (Friedrichs et al., 2010; Kruck et al., 2010).

5.3 VEGF-Sekretion

Meningiome sind stark vaskularisierte Tumoren, welche hauptsichlich iiber meningeale
Aste der A. carotis externa versorgt werden (Wen et al, 2010). Inhibition der
Tumorangiogenese ist ein zunehmend relevanter Therapieansatz in der Tumorbehandlung
geworden (Kerbel, 2008). VEGF und VEGFR, die eine Schliisselrolle in der
Tumorangiogenese innehaben, werden in Meningiomen exprimiert, wobei das
Expressionslevel mit steigendem Tumorgrad ansteigt. In atypischen Meningiomen ist es,

verglichen mit benignen, zweifach und in malignen zehnfach erhéht (Wen et al., 2010). Fiir
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verschiedene Konditionen wurden mittels ELISA die VEGF-Konzentration in
Zelltiberstanden gemessen und es zeigte sich bei den mit PDGF-BB stimulierten Zellen eine
dosisabhdngige Zunahme der VEGF-Konzentration (s. z.B. Abb. 22 und Abb. 24), in
Ubereinstimmung mit einer Studie, wo PDGE-BB in einer konzentrations- und
zeitabhdngigen Weise die Transkription und Sekretion von VEGF in PDGFR-(3-
exprimierenden Endothelzellen durch Aktivierung des PI3K-Signaltransduktionswegs
stimulierte. Das sezernierte VEGF war funktionell in der Lage, Mitogenese und Migration
von Endothelzellen anzuregen (Wang et al., 1999). In einer anderen Untersuchung verstarkte
die Uberexpression von PDGF-B durch Induktion der VEGF-Expression im Tumorendothel
die Tumorangiogenese und das Wachstum von Gliomen in vivo (Guo et al., 2003).
Genetische Studien demonstrierten, dass PDGF-B und PDGFR-B an der Gefédfireifung
beteiligt sind, indem sie glatte Muskelzellen und Perizyten an wachsende Gefidfie wahrend
der Embryonalentwicklung rekrutieren, ein Effekt, der auch in jenen Gliomen und anderen
Tumormodellen beobachtet werden konnte (Guo et al., 2003; Ostman, 2004). Zudem
inhibierte PDGF-B in Gliomen bei gleichzeitiger Uberexpression mit VEGF die VEGF-
induzierten Blutungen, welche bei alleiniger VEGF-Uberexpression in einer friiheren Studie
aufgetreten waren, indem es zu einer Zunahme der kapillaren Perizyten gekommen war,
wodurch die Reifung der schnell wachsenden Gefdfse beschleunigt und Gefafirupturen
verhindert wurden (Guo et al., 2003). Dies zusammen unterstreicht die Bedeutung von

PDGEF und PDGER fiir die Tumorangiogenese.

In einer anderen Studie hatte PDGF-BB in der Meningiomzelllinie CH-157MN keinen
statistisch signifikanten Effekt auf die in den Zelliiberstanden bestimmte VEGF-Sekretion, im
Gegensatz zu Epidermal Growth Factor (EGF) und Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF),

welche eine deutliche Zunahme der VEGF-Sekretion bewirkten (Tsai et al., 1999).

Bei meinen Untersuchungen zur VEGF-Sekretion trat tiberraschenderweise neben der
stimulatorischen Wirkung in bestimmten Fallen eine Inhibition auf. So kam es nach
Inkubation mit PDGF-BB zu einer konzentrationsabhiangigen Hemmung der VEGEF-
Sekretion (s. beispielsweise Abb. 20 und Abb. 21), gleichfalls wurden fiir PDGF-AB und
PDGEF-AA ausschliefllich inhibitorische Effekte auf die VEGF-Sekretion beobachtet (s. Abb.
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14. oder Abb. 18). Lederle und Kollegen (Lederle et al., 2006) beschrieben einen dualen,
zeitabhangigen Einfluss von PDGF-BB auf Fibroblasten in vivo und in vitro. PDGF-BB
induzierte eine frithe, ausgepragte angiogene Reaktion und endotheliale Zellaktivierung mit
Hochregulierung von VEGFR innerhalb der ersten drei Wochen in vivo im HaCaT-Haut-
Karzinogenese-Model, gefolgt von einer Herunterregulierung der VEGFR und
Stromaaktivitdt und anschlielender Reduktion der Gefafidichte trotz persistierender PDGF-
B-Expression des hyperplastischen Epithels. Ein dhnliches Bild ergaben die im Anschluss
durchgefiihrten Zellkulturversuche mit humanen dermalen Fibroblasten, welche initial nach
Stimulation mit PDGF-BB fiir 72h einen deutlichen Anstieg der VEGEF-Expression
offenbarten. Indes fiihrte eine Langzeitstimulation mit PDGF-BB iiber 16 Tage zu einer
ausgesprochenen Abnahme der VEGF-Sekretion verglichen mit der Kontrollgruppe. Auch in
der vorliegenden Arbeit gab es Anhaltspunkte fiir eine zeitabhangige Regulation der
Stimulation durch PDGF-BB. So bewirkte PDGF-BB in M5 erst nach einer Inkubationsdauer
von 72h eine signifikante Inhibition der VEGF-Sekretion, wahrend die Inkubation fiir 24h
und 48h zu einer Stimulation gefiihrt hatte. Ahnlich verhielt sich M4, wo PDGF-BB nach 48h
Inkubationsdauer eine Stimulation und nach 72h eine Inhibition der VEGF-Sekretion
hervorrief. Gegen diese Hypothese spricht allerdings, dass sich in M18 bereits nach 24h
Inkubation mit PDGEF-BB eine Inhibition einstellte und in M7, M11 und M13 nach 48h.
Denkbar als Ursache der VEGF-Inhibition ware zudem eine Suppression der PDGFR oder
des PI3K-Akt-mTOR-Signalwegs auf bislang ungekldrte Weise. Es ware folglich duferst
interessant, die molekularen Mechanismen, die der durch PDGF-BB und insbesondere auch
der durch die beiden Isoformen PDGF-AA und PDGF-AB vermittelten Inhibition der VEGEF-

Sekretion in humanen Meningiomen zugrunde liegen, zu erforschen.

Die beobachtete inhibitorische Wirkung von PDGF-AA auf die VEGF-Sekretion bestétigend,
ergaben RT-PCR-Untersuchungen der VEGEF-Transkription in M22 und M23, zur
Kontrollprobe verglichen, verminderte VEGF-mRNA-Level nach Inkubation der Zellen mit
PDGEF-AA. Ein weiterer, dazu passender Befund bestand im Immunoblot von M22, auf dem
kein Effekt von PDGF-AA oder PDGF-BB auf die HIF-1la -Expression nachweisbar war,
wohingegen CoCl: einen starken Anstieg von HIF-la induzierte. HIF-la ist die

regulatorische Untereinheit des Transkriptionsfaktors HIF-1, welcher die Transkription an
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entscheidenden Aspekten der Tumorbiologie beteiligter Zielgene, darunter VEGF,
kontrolliert, und welcher Hauptregulator der Sauerstoffhomdostase ist. Die Degradation von
HIF-1a wird primar {iber O:-abhédngige Mechanismen reguliert und HIF-1a ist als Folge
intratumoraler Hypoxie oder genetischer Veranderungen in den meisten humanen
Tumortypen iiberexprimiert (Semenza, 2003). Die Translation von HIF-la wird aufserdem
von mTORC1 kontrolliert (Shaw and Cantley, 2006), wodurch die Verbindung zum PI3K-
Akt-mTOR-Signalweg hergestellt wird. CoCl: kann in kultivierten Zellen eine hypoxische
Reaktion auslosen und induzierte einen starken Anstieg der HIF-1a-Expression in meinem
Versuch. Dieser Befund sollte allerdings kritisch bewertet werden, denn es wurde kiirzlich in
einer Studie gezeigt, dass die Kobaltionen in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM),
welches reichlich Histidin enthéalt und von mir als Kulturmedium benutzt wurde, durch
Chelatbildung mit Histidin sequestriert und somit in ihrer Wirkung inhibiert werden (Torii

et al., 2011).
5.4 Zellproliferation

Es wird angenommen, dass PDGF in humanen Meningiomen {iiber auto- und parakrine
Mechanismen das Tumorwachstum stimuliert. Studien belegten, dass PDGF in vitro ein
potentes  Mitogen des  Tumorwachstums ist und den  PI3K-Akt-mTOR-
Signaltransduktionsweg aktiviert (Ragel and Jensen, 2010). Meine Ergebnisse zur
Zellproliferation im SH-Thymidin-Inkorporations- und WST1-Assay bestdtigten diese
Beobachtung, denn Stimulation der Tumorzellen mit PDGF-BB fiir 24h (oder 48h in M5) rief
in allen getesteten Meningiomen einen signifikanten Anstieg der Inkorporationsrate von *H-
Thymidin hervor (s. u.a. Abb. 30 fiir eine dosisabhdngige Stimulation der
Inkorporationsrate). Dies entspricht den von Wang und Kollegen erhobenen Daten (Wang et
al., 1990), die ebenfalls in vitro eine Steigerung des *H-Thymidin-Einbaus nach Inkubation
mit PDGF-BB, nicht aber mit PDGF-AA, anzeigten. Im WST1-Assay fand ich fiir PDGF-BB
eine stimulatorische Wirkung, die von der Konzentration abhing (s. Abb. 39), aber auch
PDGEF-AA rief, abgesehen von M5, wo eine Inhibition auftrat (s. Abb. 38), eine signifikante

Steigerung der Proliferation hervor (s. z.B. Abb. 36). Meine Resultate bekraftigten folglich die
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grofie mitogene Bedeutung von PDGF-BB und enthiillten zusatzlich das stimulatorische
Potential ~von  PDGF-AA  hinsichtlich  der  Zellproliferation in  humanen
Meningiomzellkulturen. Da PDGF-AA als Ligand nur an PDGFR-a bindet, bestatigte dies
die von mir postulierte autokrine Tumorstimulation iiber den PDGFR-a. Als ein weiteres
Indiz fiir die Relevanz des PDGFR-a in der Tumorgenese konnte zudem PDGF-BB in M24,
das positiv fiir den PDGFR-a war, aber keinen PDGFR-3 exprimierte, eine Stimulation der

Proliferation auslosen.

5.5 RAD001 und Curcumin

SchliefSlich untersuchte ich den Einfluss von RADO001 (Everolimus) und Curcumin auf die
Zellproliferation und auf die VEGF-Sekretion. Der orale mTOR-Inhibitor RADO001, ein
Derivat von Rapamycin und urspriinglich als Immunsuppressivum eingefiihrt, wurde
kiirzlich zur Behandlung des fortgeschrittenen Nierenzellkarzinoms zugelassen (Liu et al.,
2009). Durch Bindung an FK506 Binding Protein-12 (FKBP-12) formt es einen Komplex, der
eine Inhibition der mTOR-Kinaseaktivitit und verminderte Aktivitdt der beiden mTOR-
Effektormolekiile p70-S6-Kinase und 4E-binding Protein 1 (4EBP1) induziert, sowie die
Expression von HIF-la und VEGF supprimiert. In In-vivo- und In-vitro-Studien konnten
antiproliferative und antiangiogenetische Effekte von RADO001 nachgewiesen werden
(Capdevila et al., 2011). Das aus der Gelbwurz (Curcuma longa) stammende Curcumin
bewies antikanzerogene Figenschaften in vitro und in diversen Mausmodellen. Zu den
zahlreichen molekularen Zielen von Curcumin gehort auch der PI3K-Akt-Signalweg durch
Inhibition von mTOR (Wong et al., 2011). In meinen Analysen unterdriickte RAD001 im °H-
Thymidin-Inkorporationsversuch signifikant die Zellproliferation (s. z.B. Abb. 32) und die im
ELISA gemessene VEGF-Konzentration (s. Abb. 26), was auf eine mogliche mTOR-abhangige
Regulation der VEGF-Expression deutet. Im WST-1-Assay zeigte RADO0O1 ebenfalls einen
antiproliferativen Effekt (s. Abb. 41) und konnte eine durch PDGF-AA hervorgerufene

Stimulation revertieren (s. Abb. 37).

87



5. Diskussion

Curcumin induzierte im *H-Thymidin-Inkorporationsversuch eine signifikante Hemmung
der Proliferation, die in der hochsten Konzentration (30 uM) sehr prononciert ausfiel (s. Abb.
34). In M24 (s. Abb. 35) kam es jedoch in den niedrigen Curcumin-Konzentrationen zu einer
stimulatorischen Komponente und erst in den hohen Curcumin-Konzentrationen 20 und 30
UM zu einer starken Inhibition; in M22 trat, sowohl im *H-Thymidin-Finbau als auch im

WST1-Assay, ausschliefilich Stimulation auf.

RADOO1 verhielt sich in meinen Untersuchungen vielversprechend und die Ergebnisse einer
momentan laufenden Phase-II-Studie zu RADOQO01 in Kombination mit Bevacizumab, einem
VEGF-Antikorper, fiir Patienten mit rezidivierenden oder progressiven Meningiomen sind
mit Gespanntheit zu erwarten. Curcumin bewies ebenfalls ein starkes antiproliferatives
Potential und weitere Studien, welche die molekularen Wirkmechanismen von Curcumin
beleuchten und eine mdogliche Bedeutung in der Therapie humaner Meningiome evaluieren,

sind indiziert.

Ein anderes aussichtsreiches Pharmakon, das in einer multizentrischen Phase-II-Studie an
Patienten mit rezidivierenden oder inoperablen Meningiomen erprobt wird, ist Sunitinib, ein
multipler Tyrosinkinase-Inhibitor (Wen et al., 2010). Durch simultane Blockierung des
PDGFR und VEGEFR interferiert Sunitinib mit der fiir die Tumorprogression essentiellen
auto- und parakrinen Stimulation durch Wachstumsfaktoren, wie PDGF und VEGF, und der

Tumorangiogenese.
5.6 Schlussfolgerung

Restimierend lassen sich aus den Resultaten der vorliegenden Arbeit folgende
Schlussfolgerungen ziehen: Humane Meningiome exprimierten in-vivo, entgegen der
bisherigen Annahme, zu gleichen Teilen PDGFR-a und PDGFR-f3, so dass auch eine
autokrine Tumorstimulation durch den PDGFR-a moglich erscheint. Sowohl PDGE-AA, als
auch PDGF-BB aktivierten den PI3K-Signaltransduktionsweg und induzierten die

Phosphorylierung von mTOR und dem Tumorsuppressor PTEN, welcher dadurch
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inaktiviert wird. Die Signifikanz von phosphoryliertem mTOR ist allerdings unklar, wiewohl
es Hinweise fiir eine Tumorassoziation gibt. PDGF-BB stimulierte die VEGF-Sekretion,
konnte sie jedoch ebenfalls hemmen, wahrend PDGF-AA und -AB ausschliefllich
inhibitorisch ~ wirkten. Als Ursache hierfiir sind Dbeispielsweise zeitabhidngige
Regulationsprozesse der PDGF-Stimulation denkbar, eine endgiiltige Erklarung bleibt jedoch
noch abzuwarten. Mit der inhibitorischen Wirkung {ibereinstimmend, fand ich zudem fiir
PDGF-AA und -BB auf mRNA-Ebene eine Hemmung der VEGEF-Transkription und es
konnte kein Anstieg der HIF-la-Expression festgestellt werden. Die bekannte mitogene
Wirkung von PDGF-BB wurde durch meine Ergebnisse in Proliferationsversuchen bestatigt.
Auflerdem konnte dies auch fiir PDGF-AA nachgewiesen werden, was eine mdgliche Rolle
in der Tumorgenese unterstreicht. RAD0O01 und Curcumin schliefllich entfalteten in
humanen Meningiomen ausgeprégte antiproliferative Effekte in vitro und momentan noch
laufende Phase-II-Studien zu RADO001 werden zusatzlich Aufschluss {tiber dessen

therapeutisches Potential geben konnen.
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6 Zusammenfassung

Humane Meningiome sind die haufigsten primaren Tumoren des zentralen Nervensystems.
Sie sind gut vaskularisiert und exprimieren Vascular Endothelial Growth Factor, einen
bedeutsamen, wesentlich an der Angiogenese beteiligten Wachstumsfaktor, und die
zugehorigen Rezeptoren. Es konnte gezeigt werden, dass der iiber den Platelet-derived Growth
Factor-Rezeptor-3 aktivierte Phosphoinositid-3-Kinase-Akt-Signalweg in der Pathogenese
von Meningiomen eine entscheidende Rolle spielt. Platelet-derived Growth Factor ist ein
weiterer, fiir die Entstehung einer Vielzahl von Krankheitsprozessen relevanter
Wachstumsfaktor und potentes Mitogen in Meningiomen. In der vorliegenden Arbeit
beleuchtete ich folgende Fragen: Werden Platelet-derived Growth Factor-Rezeptor-a und -8 auf
Meningiomzellen exprimiert? Stimulieren verschiedene Isoformen des Platelet-derived Growth
Factor die Vascular Endothelial Growth Factor-Sekretion und die Proliferation von
Meningiomzellen und aktivieren sie den Phosphoinositid-3-Kinase-Akt-Signalweg? Besitzen
RADO01 und Curcumin, die beide Mammalian Target of Rapamycin, ein essentielles
Effektormolekiil von Akt, inhibieren, eine antiproliferative Wirkung in humanen

Meningiomen?

Immunhistochemisch wurde auf Gewebeschnitten von 20 humanen Meningiomen die von
anderen Gruppen zuvor nachgewiesene Expression des Platelet-derived Growth Factor-
Rezeptors-f3 bestdtigt und zudem ergab sich in mehr als der Halfte der Falle eine positive
Immunoreaktivitat fiir den Platelet-derived Growth Factor-Rezeptor-a. Daher postuliere ich
eine autokrine Tumorstimulation iiber diesen Rezeptor, neben dem bereits bekannten
relevanten Beitrag zur Tumorgenese von Platelet-derived Growth Factor-BB und Platelet-derived
Growth Factor-Rezeptor-f3. Gestiitzt wurde diese Hypothese von der mitogenen Wirkung des
nur an Platelet-derived Growth Factor-Rezeptor-a bindenden Platelet-derived Growth Factor-AA
auf die Zellproliferation von Primarzellkulturen der humanen Meningiome, welche im
WST1-Assay und *H-Thymidin-Inkorporationsversuch bestimmt wurde. Ebenso stimulierte
Platelet-derived Growth Factor-BB die Proliferationsrate. Die mittels ELISA gemessene Vascular
Endothelial Growth Factor-Sekretion wurde durch Platelet-derived Growth Factor-BB in-vitro
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gesteigert, konnte jedoch auch supprimiert werden, was sich moglicherweise auf
zeitabhangige Regulationsprozesse zuriickfiihren lasst. Platelet-derived Growth Factor-AA und
-AB wirkten ausschlieflich inhibitorisch. Ubereinstimmend mit der Inhibition der Sekretion
beobachtete ich auf mRNA-Ebene eine Unterdriickung der Vascular Endothelial Growth Factor-
Transkription in Abhéangigkeit von Platelet-derived Growth Factor-AA und -BB. Mit
Immunoblots gelang es aufserdem, zu zeigen, dass Platelet-derived Growth Factor-AA und -BB
den Phosphoinositid-3-Kinase-Akt-Signalweg aktivierten und die Phosphorylierung von
Mammalian Target of Rapamycin induzierten. Eine Induktion des Hypoxia-inducible Factor-1a,
einem wichtigen Regulator von Vascular Endothelial Growth Factor, trat indes nicht auf.
Schliefilich wurde der potentielle Nutzen von RAD001 und Curcumin in der Behandlung
humaner Meningiome untersucht, die in einer Reihe von Studien antikanzerogene
Eigenschaften in unterschiedlichen Tumortypen gezeigt hatten. Im WST1-Assay und °H-
Thymidin-Inkorporationsversuch konnten fiir beide Substanzen antiproliferative Effekte
nachgewiesen werden, wobei die von Curcumin besonders ausgepragt ausfielen, und es

bleibt abzuwarten, ob sich diese Ergebnisse in vivo reproduzieren lassen.

Fazit: In der vorliegenden Arbeit wies ich — nach meinem besten Wissen — als erster die
Expression von Platelet-derived Growth Factor-Rezeptor-a und eine mogliche Beteiligung von
Platelet-derived Growth Factor-AA an der Tumorgenese durch autokrine Stimulation dieses
Rezeptors in humanen Meningiomen nach. Ferner konnte, im Gegensatz zu der bislang
beschriebenen Stimulation, eine inhibitorische Wirkung der Platelet-derived Growth Factor-
Isoformen auf die Vascular Endothelial Growth Factor-Expression beobachtet werden und

Curcumin zeigte deutliche antiproliferative Effekte in vitro.
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