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Dissertation 

 

Kurzreferat: 

Mesenchymale Stammzellen (MSC) sind multipotente Zellen mit immunmodulatorischen und 

immunsuppressiven Eigenschaften. Für den Nachweis von MSC sind Adhärenz an 

Plastikoberflächen, mesenchymale Differenzierbarkeit und die Oberflächenmarker CD73, CD90 und 

CD105 entscheidend. Meningeome sind in Bezug auf MSC bisher wenig erforscht. Obwohl in der 

vorliegenden Arbeit die Adhärenz von Primärkulturen eines meningothelialen und eines 

fibroblastischen Meningeoms sowie die zweier etablierter Meningeom-Zelllinien im 

Differenzierungsmedium erhalten blieb und dieses Medium auch morphologische Veränderungen 

induzierte, gelang die geforderte adipogene Differenzierung nicht, sodass keine funktionellen MSC 

nachgewiesen werden konnten. Der ubiquitäre Nachweis von CD73, CD90 und CD105 in 34 

Meningeomproben unterschiedlichen WHO-Grades, 8 Proben von Meningen sowie zwei 

Primärkulturen und den Zelllinien IOMM-Lee und BenMen-1 mittels der real-time RT-PCR lieferte 

jedoch den Verdacht, dass diese Proteine in meningealen Zellen und daraus abgeleiteten Tumoren 

eine Rolle spielen. Obwohl sich keine signifikante Abhängigkeit der mRNA-Level von Tumor-Status, 

WHO-Grad oder histologischem Tumor-Subtyp fand, zeigte sich eine positive lineare Korrelation 

(Pearson-Koeffizient 0,55, p ≤ 0,05) zwischen der mRNA des für Meningeome eminent wichtigen 

Tumorsuppressors NF2 und CD73. Ein Regulationszusammenhang beider Gene wurde außerhalb der 

Doktorarbeit inzwischen zusammen mit Teildaten der Doktorarbeit publiziert. Eine denkbare Rolle 

von CD73 als 5‘-Ektonukleotidase in Meningeomen wird diskutiert. 
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1 EINLEITUNG 

 

1.1 MENINGEOME 

 

Meningeome sind mit 35,8 % die häufigsten primär intrakraniellen Tumore. Sie haben eine 

jährliche Inzidenz von 7,44/100 000 Einwohner und werden im Mittel mit 64 Jahren 

diagnostiziert [1]. Mit zunehmendem Alter wird eine steigende Inzidenz beobachtet. Nur 

1,5-2 % aller Meningeome sind bei Kindern zu finden [2]. In 3 % der Fälle werden 

Meningeome zufällig bei der Obduktion entdeckt [3]. Frauen sind von Meningeomen 

häufiger betroffen als Männer. Insgesamt liegt das Verhältnis von Frauen zu Männern bei 

2:1 [4]. 

Meningeome leiten sich aus den arachnoidalen Deckzellen ab. Sie zeigen ein 

mesenchymales und/oder ein epitheliales Erscheinungsbild. Das mesenchymale 

Erscheinungsbild ist vor allem gekennzeichnet durch das häufige Auftreten von 

Spindelzellen und die Produktion von kollagenem Stroma. Im Gegensatz dazu findet man 

bei epithelialen Meningeomen vor allem runde oder polygonale Zellen, viele interzelluläre 

Junktionen und drüsenähnliche sekretorische Funktionen. Während mesenchymale 

Eigenschaften vor allem bei fibroblastischen oder metaplastischen Subtypen der 

Meningeome zu beobachten sind, findet man epitheliale Eigenschaften vor allem bei 

meningothelialen und sekretorischen Meningeomen [5]. 

 

1.1.1 Einteilung 

 

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) teilt Meningeome in drei verschiedene Grade ein, 

wobei ungefähr 80 % der Meningeome langsam wachsende benigne Tumore sind und dem 

WHO-Grad I entsprechen. 20 % der Meningeome sind atypische oder anaplastische 

Meningeome, die den WHO-Graden II und III entsprechen, ein aggressiveres Verhalten 

zeigen und mit stärkerer Morbidität und Mortalität in Verbindung gebracht werden. 
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Benigne Meningeome (Grad I) zeigen keine Invasion in das Hirnparenchym. Wachsen 

benigne Meningeome hirninvasiv, dann ist dieses Verhalten vergesellschaftet mit einem 

Rezidiv. Nach vollständiger Resektion haben sie ein geringes Rezidivrisiko mit 5 % 

innerhalb von 5 Jahren [6]. Bei den benignen Meningeomen werden acht Subtypen 

unterschieden - siehe Tabelle 1. Zu den häufigsten Subtypen zählen die meningothelialen, 

die fibroblastischen und die transitionalen Meningeome. Während meningotheliale 

Meningeome durch polygonale oder epitheloide Zellen mit runden bis ovalen Nuclei 

gekennzeichnet sind, zeigen fibroblastische Meningeome spindelförmige Tumorzellen mit 

einem elongierten Nucleus und starker Kollagenbildung. Transitionale Meningeome zeigen 

eine Mischung des meningothelialen und fibroblastischen Typs mit Kalzifikationen. Sie 

entstehen meistens thorakal bei älteren Frauen. 

 

 

Abb. 1: Darstellung meningothelialer und fibroblastischer Meningeomzellen in HE-Färbung 

als Übersichtsaufnahme in der 10er Vergrößerung 

A) meningotheliale Meningeomzellen 

B) fibroblastische Meningeomzellen 

 

 

Atypische Meningeome gehören zum WHO-Grad II und nehmen einen Anteil von ungefähr 

15-20 % ein. Sie haben eine erhöhte mitotische Aktivität und zeigen spontane Nekrosen, 

flächenförmiges Wachstum, eine erhöhte Zelldichte, prominente Nucleoli oder schmale 

Zellen mit hoher Kern-Plasma-Relation. Atypische Meningeome wachsen häufig 

hirninvasiv. Sie sind häufig bei jüngeren Patienten in der hinteren Schädelgrube zu finden 

und haben ein höheres Rezidivrisiko. Nach vollständiger Resektion haben sie ein 

5-Jahres-Rezidivrisiko von 40 % [6]. 

Meningeome, die zum WHO-Grad III gehören, machen ungefähr 1-3 % der Meningeome 

aus und haben mehr als 20 Mitosen pro 10 zusammenhängende Gesichtsfelder oder 
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alleinstehende Anaplasien, wie man sie auch bei Karzinomen, Melanomen oder Sarkomen 

finden kann. In 50-80 % der Fälle findet man bei anaplastischen Meningeomen Rezidive 

[6]. 

 

WHO-Grad Histopathologischer Subtyp 

I 

Meningothelial 

Fibroblastisch 

Transitional 

Psammomatös 

Angiomatös 

Mikrozystisch 

Sekretorisch 

Lymphoplasmazellreich 

Metaplastisch 

II 

Chordoid 

Klarzellig 

Atypisch 

Hirninvasiv 

III 

Papillär 

Rhabdoid 

Anaplastisch 

          

 Tabelle 1: Darstellung der histologischen Subtypen 

                     abhängig vom WHO-Grad 

 

 

1.1.2 Genetik 

 

Die häufigste genetische Veränderung liegt bei Meningeomen im Neurofibromatose 2-Gen 

(NF2-Gen) auf Chromosom 22 (22q12.2) und betrifft das bedeutsamste 

Tumorsuppressorgen der Meningeome. Allelverluste (LOH, loss of heterozygosity) finden 

sich in 50-60 % der sporadischen und bei der Mehrheit der NF2-assoziierten Meningeome 

[7]. Die häufigsten weiteren Mutationen sind kleine Insertionen, Deletionen oder Nonsense-

Mutationen, die die Spliceregion betreffen. Das NF2-Genprodukt wird auch als Merlin oder 
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Schwannomin bezeichnet. Merlin gehört zur Familie der Strukturproteine 4.1, die eine 

Verbindung zwischen Membranproteinen und dem Zytoskelett herstellt. Durch negative 

Regulation der Zellproliferation und Induktion der Apoptose führt es zur Tumorsuppression 

[8]. Außerdem kann es durch Bindung von CD44 die Zellproliferation vermindern, da CD44 

dann nicht mehr an Hyaluronsäure gebunden werden kann [9, 10]. Merlin ist bei 

Meningeomen mit positiven Allelverlusten verkürzt oder funktionslos. Veränderungen des 

NF2-Gens sind bei fibroblastischen und transitionalen Meningeomen häufiger vertreten als 

bei meningothelialen Meningeomen [11]. 

Auch bei der Progression der Meningeome von geringgradigen Tumoren zu höhergradigen 

Tumoren spielen genetische Veränderungen eine Rolle. Zumindest gibt es chromosomale 

Alterationen, welche die höheren WHO-Grade auszeichnen und somit ein genetisches 

Korrelat zu einer postulierten Weiterentwicklung innerhalb eines Tumors darstellen. 

Wichtig sind bei dieser Entwicklung Verluste der Chromosomenabschnitte 1p, 6p, 9p, 10, 

14q und 18q und Amplifikationen oder Zugewinne von 1q, 9q, 12q, 15q, 17q und 20q. 

Diese Veränderungen sind alle mit höhergradigen, also atypischen und anaplastischen 

Meningeomen assoziiert. Besonders wichtig zu nennen sind die Verluste von 1p und 14q, 

die nicht nur mit der Progression zu höhergradigen Meningeomen in Verbindung gebracht 

werden, sondern auch mit der Entstehung von Rezidiven [12]. Bei Deletionen der 9p21-

Region in atypischen und anaplastischen Meningeomen verkürzt sich die mittlere 

Überlebenszeit betroffener Patienten. Diese Deletion betrifft die Tumorsuppressorgene 

CDKN2A und CDKN2B [13, 14]. Auch bei benignen Meningeomen findet man nach 

kompletter Resektion die Entstehung von Rezidiven, die hier vor allem mit einer Deletion 

des kurzen Armes von Chromosom 1 (1p) in Verbindung gebracht werden [15].  

 

1.1.3 Immunhistochemie 

 

Um Meningeome zuverlässig von anderen Tumoren, wie zum Beispiel Schwannomen, 

Sarkomen, Karzinomen oder Melanomen unterscheiden zu können, spielt nicht nur die 

Histologie eine entscheidende Rolle, sondern auch die Immunhistochemie der Tumoren. 

Von allen Meningeomen werden das epithelial membrane antigen (EMA) und Vimentin 

exprimiert [16].  

EMA, auch MUC1 oder CD227 genannt, ist ein Membran-assoziiertes Muzin, das bei 

Zell-Zell-Adhäsionen und Zell-Matrix-Adhäsionen interferiert und eine Rolle bei der 
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transmembranen Signaltransduktion spielt [17].  Es ist ein Glykoprotein, das vor allem für 

Gewebe typisch ist, die epithelialen Ursprungs sind oder epitheliale Merkmale tragen [18]. 

Vimentin ist ein Typ III-Intermediärfilament, das im Zytoplasma mesenchymaler Gewebe 

vorkommt. Es steht in Kontakt mit dem Nucleus, dem endoplasmatischen Retikulum und 

den Mitochondrien und organisiert die Position der Organellen [19]. 

Weitere Proteine, die in Meningeomen nachgewiesen werden können, sind die Proteine S-

100 und das Zytokeratin. Bei diesen Proteinen differieren die Häufigkeiten der Nachweise 

allerdings sehr stark. Die S-100-Proteine sind kalziumbindende Proteine, die typischerweise 

in chondroiden Tumoren, Gliomen, Melanomen oder Nervenscheidentumoren zu finden 

sind. In 8 % bis 100 % von Meningeomen konnten sie nachgewiesen werden [20, 21]. 

Keratine lassen sich zu 4 % bis 53 % in Meningeomen nachweisen [18, 22]. Der häufigste 

Nachweis von Keratinen gelingt in sekretorischen Meningeomen. Bewährt haben sich hier 

die Keratine CK7, CK8 und CK19 [23]. 

 

1.2 MESENCHYMALE STAMMZELLEN (MSC) 

 

Stammzellen im Allgemeinen sind definiert als sich klonende und sich selbst erneuernde 

Progenitorzellen, die einen oder mehrere spezielle Zelltypen bilden können [24]. 

Mesenchymale Stammzellen (MSC, mesenchymal stem cells) sind Stammzellen, die sich 

in Richtung mesodermaler und nicht-mesodermaler Linien differenzieren lassen, aber nicht 

mehr in die der hämatopoetischen Linie.  

 

1.2.1 Humane MSC 

 

Humane MSC wurden zum ersten Mal in den 1970 er Jahren aus dem Knochenmark 

isoliert [25]. Sie sind multipotente Zellen, die eine fibroblastenähnliche Morphologie zeigen, 

sich selbst erneuern und in verschiedene Zelltypen differenzieren können [26]. Neben ihrem 

Ursprung im Knochenmark [27] lassen sich MSC in mesodermalen (Knochen, Synovia, 

Knorpel, Fett, Muskel, Tonsillen [26, 28, 29]), endodermalen (Thymus [30]), ektodermalen 

(Haut [31], Haarfollikel [32], Dura mater [33], Zahnpulpa [34]) und prä- bzw. perinatalen 
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Geweben (Nabelschnur [35], Nabelschnurblut [36], Plazenta [37]) finden. MSC konnten 

aus fast allen Geweben isoliert werden. Daher lässt sich vermuten, dass sie in allen 

postnatalen Geweben bzw. Organen zu finden sind [38]. Mit zunehmendem Alter nimmt 

allerdings die Präsenz der MSC ab. Während bei der Geburt noch 1 MSC pro 104 

Mononuklearzellen des Knochenmarks zu finden ist, vermindert sich der Anteil der MSC 

auf 1 MSC pro 2 x 106 Mononuklearzellen des Knochenmarks bei einem 80-jährigen 

Menschen [39]. 

 

Zur Identifikation der MSC müssen drei Mindestkriterien der International Society for 

Cellular Therapy (ISCT) erfüllt sein.  

 

- unter Standardbedingungen muss eine Adhärenz der Zellen zu Plastik 

gezeigt werden.  

- sie müssen spezifische Oberflächenantigene exprimieren. 

- sie müssen eine multipotente Differenzierung in Richtung von 

Osteoblasten, Chondroblasten und Adipozyten zeigen [40].  

 

MSC exprimieren zu mehr als 95 % die Oberflächenantigene CD73 (NT5E, Ecto-5‘-

Nucleotidase), CD90 (THY1, Thymuszellantigen) und CD105 (END, Endoglin). Diese drei 

Oberflächenantigene stellen ein Minimal-/Consensuspanel dar, das in jeder MSC-Kultur 

exprimiert sein sollte. Hierbei muss nicht jede MSC alle drei Oberflächenantigene 

exprimieren, da MSC nicht homogen sein müssen. Sie können sich durch eine 

Wechselwirkung untereinander ergänzen, wodurch die immunsuppressiven bzw. 

immunmodulatorischen Eigenschaften zustande kommen. Zu weniger als 2 % exprimieren 

MSC CD34, CD45, CD14 oder CD11b und CD79α oder CD19 und HLA-DR. Der 

Oberflächenmarker CD34 findet sich auf Stamm- und Progenitorzellen, CD45 ist ein Pan-

Leukozyten-Antigen, CD14 und CD11b sind vor allem auf Monozyten und Makrophagen 

zu finden, CD79α und CD19 sind auf B-Zellen zu finden, HLA-DR findet sich nur auf 

Zellen, die zum Beispiel durch Interferon-γ (IFN-γ) stimuliert sind.   
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1.2.2 Eigenschaften humaner MSC 

 

Humane MSC haben nicht nur die Eigenschaften, sich selbst zu erneuern, zu proliferieren 

und zu differenzieren, sondern sie unterstützen diese Eigenschaften auch bei anderen 

Zellen, insbesondere bei den hämatopoetischen Zellen des Knochenmarks. Besonders nach 

einer Chemotherapie oder Radiatio unterstützen MSC die Regeneration der 

hämatopoetischen Zellen. Auch autologe oder allogene Infusionen von MSC nach 

myeloablativer Therapie konnten die Regeneration und Qualität der hämatopoetischen 

Zellen steigern [41, 42, 43]. 

 

Neben der Differenzierung der MSC in mesodermale Gewebe wie Fett, Knochen oder 

Knorpel [28] lassen sich MSC auch in nicht-mesodermale Gewebe differenzieren wie 

Abbildung 2 zeigt. Zu den nicht-mesodermalen Geweben zählen die Haut [44], 

Neurone  [45] (ektodermal) und Hepatozyten [46], Lungenzellen oder Muskelzellen 

(endodermal). Obwohl sich MSC damit in Gewebe aller drei Keimblätter differenzieren 

lassen, zählen die MSC nur zu den multipotenten Stammzellen. Es gibt aber Hinweise 

darauf, dass zumindest einige von ihnen sogar Pluripotenz aufweisen [47, 48].  

 



Einleitung      8 

 

 

Abb. 2: Darstellung des Potenzials der MSC zur Selbsterneuerung und multipotenten 

Differenzierung nach Uccelli et al. (2008) [49]  

 

Weiterhin zeigt Abbildung 2 das Potenzial der MSC, sich selbst zu erneuern. Sowohl das 

Potenzial sich selbst zu erneuern, als auch das Potenzial sich in verschiedene Gewebe zu 

differenzieren möchte man sich therapeutisch zu Nutze machen. Die Regulation zwischen 

Selbsterneuerung und Differenzierung ist durch intrinsische und extrinsische Faktoren 

bedingt. Intrinsische Faktoren beziehen sich auf die Genetik der MSC, während die 

extrinsischen Faktoren die Mikroumgebung des jeweiligen Gewebes und mechanische 

Einflüsse betreffen  [50, 51, 52]. Gerät die Regulation zwischen der Selbsterneuerung und 

der Differenzierung aus dem Gleichgewicht, kann es zu einem unkontrollierten 

Zellwachstum kommen. Therapeutisch möchte man die Differenzierbarkeit für die 

Gentherapie und Gewebsreparaturen nutzen. Hierfür ist das Zusammenspiel von 

Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Transkriptionsfaktoren und Komponenten der 

extrazellulären Matrix notwendig. Verbesserungen durch die Therapie mit MSC konnten 

für viele Erkrankungen festgestellt werden, wie z.B. bei Leberschäden [46], akutem 

Myokardinfarkt [53], Diabetes, Schlaganfall oder Morbus Crohn [45, 54]. Somit wirken 

MSC immunmodulatorisch. Des Weiteren haben MSC anti-inflammatorische Eigenschaften 
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auf verletztes Gewebe. Sie erreichen eine Reparatur des verletzen Gewebes, indem sie eine 

Mikroumgebung schaffen. Sie sezernieren lösliche Faktoren, zu denen sowohl proliferative 

(SDF-1, stromal derived factor 1 [45], IGF-1, insulin-like growth factor-1 [55]) und anti-

apoptotische (STC-1, Stanniocalcin-1 [56]) Faktoren zählen, als auch Faktoren, die die 

Immunantwort (TGF-β1, transforming growth factor-β1 [57], iNOS, induzierbare NO-

Synthase [58], PGE-2, Prostaglandin-2 [59]) und die Angiogenese (VEGF, vascular 

endothelial growth factor [60]) beeinflussen. 

Eine weitere wichtige Eigenschaft der MSC ist das Homing. Homing bedeutet, dass Zellen 

in ein Gewebe wandern und sich einfügen, um anschließend vor Ort zu wirken. Häufig 

findet man Homing von MSC in ischämische oder verletzte Gewebe. Durch eine 

Kommunikation der MSC mit dem verletzen Gewebe, Endothelzellen oder auch 

Tumorzellen wird das Homing möglich. Dazu exprimieren MSC Rezeptoren und 

Adhäsionsmoleküle. Ein Beispiel hierfür ist die Expression des Chemokinrezeptors CXCR4, 

der SDF-1 bindet [61]. Eine weitere Rolle dabei spielen Integrine, Endothelzellen und 

proteolytische Enzyme [62, 63].  

 

 

1.2.3 Humane MSC in Tumoren 

 

Aufgrund der immunsuppressiven und immunmodulatorischen Eigenschaften der MSC, mit 

Hilfe derer sie die lokale Umgebung hinsichtlich Regeneration und Reparatur beeinflussen 

können, wurden MSC bei Autoimmunerkrankungen wie zum Beispiel der 

Graft-versus-Host-Disease (GvHD) oder anderen eingesetzt und haben gute 

immunsuppressive Eigenschaften gezeigt [64]. MSC können aber auch negative Wirkung 

für den Menschen haben. Wie schon im vorhergehenden Abschnitt beschrieben, werden 

MSC nicht nur von verletztem Gewebe oder Endothelzellen angelockt, sondern auch durch 

Tumorzellen. Entscheidend dafür sind die gleichen endokrinen und parakrinen Signale, die 

auch das Homing der MSC in verletzte Gewebe beeinflussen, wie z.B. SDF-1. MSC werden 

zunächst zum Tumor gelockt, proliferieren anschließend in der Umgebung der Tumorzellen 

und werden zuletzt in den Tumor aufgenommen. Beispielsweise wurden MSC in Mäuse 

mit einem Glioblastom injiziert. Sie wanderten allein in die Hemisphäre, die den Tumor 

enthielt und akkumulierten dort [65]. In der Tumorumgebung können sich MSC in 

aktivierte fibroblastenähnliche Zellen differenzieren, die Tumor-assoziierte Fibroblasten 
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(TAF, tumor associated fibroblasts) oder Karzinom-assoziierte Fibroblasten (CAF, 

carcinoma associated fibroblasts) genannt werden [66], während in gesundem Gewebe 

keine TAF gefunden werden konnten. Weitere Ursprünge der TAF sind lokale Fibroblasten 

[67], endotheliale Zellen, epitheliale Zellen und die Transition von epithelialen oder 

endothelialen zu mesenchymalen Zellen (EMT, epithelial to mesenchymal transition, 

EndMT, endothelial to mesenchymal transition) [68, 69]. In Magenkarzinomen konnte 

nachgewiesen werden, dass mindestens 20 % der TAF durch Differenzierung von MSC 

entstehen [70]. Nach dem Homing der MSC in den Tumor proliferieren diese und nehmen 

den TAF-Phänotyp an [71]. Mit Hilfe der TAF können Tumorwachstum, Metastasierung, 

Angiogenese und Wiederauftreten des Tumors beeinflusst werden. Die Tumorangiogenese 

spielt eine wichtige Rolle für das Tumorwachstum. Weil Tumorwachstum ohne 

einsprossende Gefäße eine wachstumshemmende Hypoxie und Mangelversorgung generiert, 

sind solide Tumoren bald auf die Neovaskularisation angewiesen. Funktioniert die 

Angiogenese des Tumors, können die Tumorzellen mit Sauerstoff und Nährstoffen versorgt 

werden und können proliferieren. So konnte nachgewiesen werden, dass TAF einen 

wichtigen Teil zur Angiogenese des Kolonkarzinoms beitragen. Native MSC führten nicht 

zu einer verstärkten Angiogenese des Kolonkarzinoms. Nachdem die MSC jedoch durch 

die inflammatorischen Zytokine IFN-γ und den Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) angeregt 

wurden, produzierten und sezernierten diese VEGF [72]. VEGF ist ein sehr wichtiges 

Zytokin für die Angiogenese, da es nicht nur selber pro-angiogenetisch wirkt, sondern auch 

mit Proteinen interagiert, die die Angiogenese weiter fördern. MSC konnten mehrfach mit 

der Angiogenese von Tumoren in Verbindung gebracht werden. Dieses Verhalten konnte 

durch die morphologische und molekulare Ähnlichkeit von MSC und mesenchymalen 

Tumorzellen, die pro-angiogenetisch wirken, bestätigt werden [73]. Aber nicht nur über 

die Angiogenese kann das Tumorwachstum gefördert werden. MSC können auch 

immunsuppressiv wirken. Über eine Inhibition der Apoptose von Tumorzellen und die 

daraus resultierende Vermehrung überlebensfähiger Tumorzellen kommt es außerdem zum 

Tumorwachstum. Das konnte nach simultaner subkutaner und intrakranieller Injektion von 

Tumorzellen der Zelllinien U87MG (Zelllinie eines Glioms) und H460 (Zelllinie eines 

Lungenkarzinoms) und MSC, die aus humanem Fett isoliert wurden, gezeigt werden [74]. 

Aber nicht nur das Tumorwachstum wird durch MSC beeinflusst. Durch MSC kann es 

auch zur Tumorneubildung kommen. Ein Beispiel hierfür ist die Injektion von 

Melanomzellen mit und ohne gleichzeitige Injektion von MSC. Während es bei der Injektion 

von Melanomzellen und MSC in Mäuse zum Auftreten von Melanomen kam, konnten diese 
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bei Injektion von Melanomzellen ohne MSC signifikant seltener entstehen. Hierfür werden 

die immunsuppressiven Eigenschaften der MSC verantwortlich gemacht [75]. Des Weiteren 

können MSC die Metastasierung von Tumoren verstärken. Mit Hilfe von parakrinen 

Signalen führen sie zu verbesserter Motilität, Invasivität und Metastasierung, wie es sich 

am Beispiel des Mammakarzinoms zeigte [76, 77]. Mit Hilfe der Sekretion von mehrfach 

ungesättigten Fettsäuren schafften es endogene MSC sogar, eine Chemotherapieresistenz 

zur Platin-basierten Chemotherapie hervorzurufen [78]. Weiterhin führte der Einsatz von 

MSC als Kotransplantat bei allogener Stammzelltransplantation zur Vermeidung der GvHD 

dazu, dass Rezidive früher auftraten als in der Kontrollgruppe [79]. 

Auf der anderen Seite zeigen MSC, dass sie das Tumorwachstum und die Metastasierung 

auch inhibieren können. Am Beispiel von MCF-7 Mammakarzinomzellen wurde gezeigt, 

dass MSC über die Sekretion des Tumorsuppressors Dickkopf-1 (Dkk-1) eine 

Tumorzellinhibition erreichen konnten [80]. Weitere Mechanismen zur Reduktion der 

Tumorzellzahl durch MSC können die Induktion der Apoptose und ein G0-

/G1-Phasen-Arrest der Tumorzellen sein. Die Apoptoseinduktion durch MSC scheint 

abhängig von der Höhe der MSC-Zahl zu sein. Erst bei einem Verhältnis von MSC zu 

Endothelzellen von 1:1 oder 3:1 konnte die Apoptoseinduktion und Inhibition der 

Angiogenese nachgewiesen werden. Bei einer geringeren Anzahl von MSC sezernierten 

diese weiterhin Wachstumsfaktoren und förderten die Angiogenese [81].  

In vitro konnte die Abhängigkeit der anti-kanzerogenen Wirkung von der MSC-Zahl 

nachgewiesen werden [82]. Diese antikanzerogenen Effekte der MSC versucht man sich 

therapeutisch zu Nutze zu machen, indem man Therapeutika mit MSC assoziiert oder sie 

gleich von MSC produzieren lässt und dann das Homing von MSC hin zum Tumor 

zielgerichtet als Transportweg nutzt. Beispielsweise wurden MSC, die das 

immunmodulatorische Chemokin CX3CLI exprimieren, mit dem Fluoreszenzprotein GFP 

beladen und in Mäuse mit multiplen Metastasen eines Lungenkarzinoms injiziert. Über das 

GFP konnte ihr Homing verfolgt werden. Sie reicherten sich im Tumor an, inhibierten das 

Wachstum der Lungenmetastasen und verlängerten somit die Lebenszeit [83]. Ein weiteres 

Bespiel ist die Therapie des Pankreaskarzinoms mit Hilfe von Interferon-β (IFN-

β)-sezernierenden MSC, die ebenso zur Inhibition des Tumorwachstums führte. Dieser 

Effekt wurde allerdings durch eine zusätzliche Therapie des Pankreaskarzinoms mit dem 

anti-inflammatorischen Bardoxolon-Methyl (CDDO-ME) geschmälert, da die IFN-β-MSC 

dadurch an der Migration zum Tumor gehindert wurden [84]. Da das Homing der MSC 

auch bei Hirntumoren beobachtet wurde, wurden sie ebenfalls für Gliome eingesetzt und 
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konnten auch hier das Wachstum inhibieren und die Überlebenszeit verlängern [65, 85, 

86].  

1.3 OBERFLÄCHENMARKER HUMANER MSC UND IHRE 

AMBIVALENTE ROLLE IN TUMOREN 

 

In diesem Abschnitt soll kurz dargestellt werden, was über die vielfältigen Funktionen der 

drei Membranproteine bekannt ist, die das minimale Consensus-Panel humaner 

MSC-Marker darstellen. Besonders soll dabei hingewiesen werden auf ihre ambivalente 

Rolle in humanen Tumoren, die teils eine das Tumorwachstum unterstützende und teils 

eine hemmende ist. Dies soll untermauern, dass die Analyse dieser Membranproteine bei 

Meningeomen auch unabhängig von ihrer definitiven Zuordnung zu mesenchymal 

differenzierbaren MSC von hohem Interesse ist.  

Oberflächenmarker sind Proteine, die sich auf der Zelloberfläche befinden und spezielle 

Zellen oder Gruppen von Zellen charakterisieren. Oft sind Oberflächenmarker 

Glykoproteine. Humane MSC werden durch die Oberflächenmarker CD73, CD90 und 

CD105 charakterisiert. Diese müssen nachgewiesen werden, damit man von humanen MSC 

sprechen kann.  

  

1.3.1 CD73 

 

Der Oberflächenmarker CD73, auch Ecto-5‘-Nukleotidase oder NT5E genannt, ist ein 70 

kDa schweres membrangebundenes Protein, das außer auf MSC auch auf T- und B-

Lymphozyten, dendritischen, endothelialen und epithelialen Zellen zu finden ist [87]. CD73 

dephosphoryliert Mononukleotide zu bioaktiven Mononukleosiden. Bevorzugt 

dephosphoryliert CD73 Adenosinmonophosphat (AMP) zu Adenosin [88]. Zusammen mit 

CD39 kann CD73 aber auch Adenosintriphosphat (ATP) zu AMP und Adenosin 

dephosphorylieren [89]. Die Funktionen von CD73 sind sehr vielfältig. Nicht nur in Bezug 

auf physiologische Funktionen, wie der Ionentransport durch intakte Membranen oder die 

Regulation von Gewebsbarrieren, ist CD73 wichtig, sondern es spielt auch in hypoxisch 

geschädigtem oder entzündlichem Gewebe und Tumoren eine große Rolle [90]. Sowohl für 



Einleitung      13 

 

MSC als auch für CD73 konnten wichtige Funktionen in Tumoren nachgewiesen werden. 

Erhöhte Expressionsraten von CD73 konnten beispielsweise in soliden Tumoren, Mamma- 

[91], Kolon-, Lungen- und Pankreaskarzinomen [92] und Glioblastomen [93] gezeigt 

werden. Über die Stimulation von Krebszellen führt CD73 durch die Freisetzung von 

Adenosin zu verstärkter Proliferation, Adhäsion und Chemotaxis und fördert die Invasion 

von Tumorzellen, die Metastasierung von Tumoren und verkürzt die mittlere 

Überlebenszeit der Patienten [92, 94]. Außerdem konnte gezeigt werden, dass mit einem 

erhöhten Expressionslevel von CD73 in Glioblastomen die Rezidivrate erhöht war [95]. Auf 

CD73 bezogene Therapien sind bisher schlecht erforscht. Da die Wirkungen von CD73 

durch die Freisetzung von Adenosin zustande kommen und CD73 dadurch eine 

regulatorische Komponente ist, bestehen mögliche Therapieansätze darin, die Freisetzung 

von Adenosin durch Hemmung von CD73 zu regulieren oder den Adenosinrezeptor über 

Agonisten oder Antagonisten zu beeinflussen.  

 

1.3.2 CD90 

 

Das Thymuszellantigen 1, auch Thy-1 oder CD90 genannt, ist ein 

Glykosylphosphatidylinositol-verankertes Oberflächenprotein, das ursprünglich bei der 

Herstellung von Antiseren gegen Leukämiezellen von Mäusen entdeckt wurde. Das 

25-37 kDa schwere Protein wurde auf verschiedenen Zelltypen nachgewiesen. Hierzu 

zählen nicht nur MSC, sondern auch Fibroblasten, hämatopoetische Zellen, endotheliale 

Zellen und Neurone [96, 97]. Zu den Funktionen von CD90 zählt zum Beispiel die Inhibition 

der Neuronentwicklung, Stabilisierung von Synapsen und die Hemmung neuronaler 

Reparaturmechanismen [98]. Weitere Funktionen von CD90 sind die Adhäsion von 

Thymozyten und die Regulation der Apoptoseinduktion von Thymozyten [99]. Durch die 

Hilfe bei der Adhäsion kann CD90 beispielsweise auch die Metastasierung von 

Melanomzellen begünstigen. Induziert durch TNF-α und VEGF sind erhöhte Expressionen 

von CD90 auf aktivierten Endothelzellen und Leukozyten möglich. Über Adhäsion kann es 

infolgedessen zur hämatogenen und lymphogenen Metastasierung der Melanomzellen 

kommen [100]. Des Weiteren konnte CD90 als prognostischer Marker für höhergradige 

Gliome und auf Tumorstammzellen (CSC, cancer stem cells) in Gliomen nachgewiesen 

werden [101]. CSC haben ähnliche Eigenschaften wie MSC. Sie haben die Möglichkeit, 

sich selbst zu erneuern, sich zu differenzieren und sie sind verantwortlich für die 
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Tumorgenese. Auf der anderen Seite konnte aber gezeigt werden, dass CD90 bei dem 

Ovarialkarzinom und dem nasopharyngealen Karzinom als Tumorsuppressor fungiert [102, 

103]. 

 

1.3.3 CD105 

 

Das Protein CD105, das auch Endoglin oder END genannt wird, ist ein transmembranes 

Glykoprotein und ein Oberflächenmarker für humane MSC. CD105 wurde in den 1980er 

Jahren mit Hilfe des monoklonalen Antikörpers 44G4 identifiziert, der gegen die 

prä-B-leukämische Zelllinie HOON gerichtet war [104]. Exprimiert wird CD105 unter 

anderem auf hämatopoetischen Vorläuferzellen, Makrophagen, Fibroblasten und auf 

Endothelzellen [105, 106]. Dabei werden besonders hohe Expressionsraten auf 

proliferierenden Endothelzellen nachgewiesen [104]. Das Molekulargewicht von CD105 

beträgt 180 kDa. Es existieren 2 Isoformen von CD105, die sich in der Länge der 

intrazellulären Domäne unterscheiden. Während die L-Isoform die häufigere ist und eine 

intrazelluläre Domäne, bestehend aus 47 Aminosäuren, hat, sind es bei der S-Isoform nur 

14 Aminosäuren [107]. Die Gemeinsamkeit beider Isoformen besteht darin, dass sie 

Korezeptoren für den TGF-β-Rezeptor sind. TGF-β reguliert die Proliferation, 

Differenzierung, Entwicklung, Adhäsion und Migration von Zellen [108]. CD105 wirkt bei 

der Proliferation und Angiogenese regulierend auf TGF-β ein. Während die Proliferation 

und Angiogenese in Anwesenheit von CD105 gesteigert sind, hemmt TGF-β beides in 

Abwesenheit von CD105 oder bei dessen Inhibition [109]. Das spielt zum Beispiel eine 

Rolle bei der Psoriasis [110], der rheumatoiden Arthritis [111] oder in infarziertem Gewebe 

[112]. Bei allen Beispielen ist CD105 stark exprimiert. Des Weiteren kann man eine hohe 

Expression von CD105 auf den proliferierenden Endothelzellen der peri- und intratumoralen 

Gefäße von soliden Tumoren [113], dem Mammakarzinom [114], dem kleinzelligen 

Lungenkarzinom [115] und dem Prostatakarzinom [116] finden. CD105 kann aber ebenso 

auf Tumorzellen des gastrointestinalen Stromatumors (GIST) [117] und auf 

tumorinduzierenden Zellen (TIC, tumor-initiating cells) von rhabdoiden Meningeomen 

[118] nachgewiesen werden. Bei nachgewiesener Tumorerkrankung findet man außerdem 

eine Erhöhung des löslichen CD105. Die erhöhten Serumwerte von CD105 korrelieren mit 

verstärkter Metastasierung, einer schlechteren Prognose und einer kürzeren Überlebenszeit 

der Patienten [114, 119, 120]. Demzufolge scheint CD105 das Tumorwachstum und die 
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Metastasierung durch Proliferation der Endothelzellen und Angiogenese zu fördern. An 

dieser Stelle versucht man therapeutisch einzugreifen. Monoklonale Antikörper gegen 

CD105, wie zum Beispiel TRC105, wirken anti-angiogenetisch und können die 

Tumorgenese inhibieren [121]. Die Inhibition von CD105 bei dem epithelialen 

Ovarialkarzinom führte zur Apoptoseinduktion, zur Induktion von DNA-Schäden in den 

Tumorzellen, zur verminderten Beweglichkeit dieser und zur erhöhten Sensibilität der 

Tumorzellen auf platinhaltige Chemotherapeutika [122]. Außerdem konnte nachgewiesen 

werden, dass CD105 in den Tumorzellen des Ovarialkarzinoms vor allem im Zytoplasma 

lokalisiert war. Nur 5-6 % von CD105 waren an der Zelloberfläche lokalisiert [122]. Dieses 

Ergebnis legt nahe, dass CD105 unabhängig von TGF-β weitere Funktionen haben muss. 

 

1.4 FRAGESTELLUNG UND ZIELE 

 

Meningeome sind in Bezug auf MSC im strengen Sinne (Adhäsion, Differenzierbarkeit, 

Oberflächenmarker) und auch generell bezüglich der Expression der genannten 

Membranproteine kaum erforscht.  

Zunächst ist der Nachweis funktioneller, d.h. auch spezifisch differenzierbarer, MSC von 

Interesse, denn die unterschiedlichen Eigenschaften der MSC machen sie für die Therapie 

verschiedener Erkrankungen und insbesondere von Tumoren interessant. Auch für 

Meningeome könnten sich durch MSC neue Therapiemöglichkeiten ergeben. Damit man 

MSC therapeutisch nutzen kann, müssen ihre Präsenz in Meningeomen und ihre 

Eigenschaften nachgewiesen werden. 

Daneben ist jedoch wichtig, ob eines der drei MSC-spezifischen Membranproteine – CD73, 

CD90 und CD105 – unabhängig von den MSC-Eigenschaften der Zellen mit höheren 

Tumorgraden oder einem spezifischen histologischen Subtyp assoziiert ist. Besonders 

interessant wäre dabei, ob eine Expression signifikant davon abhängig ist, ob der Tumor 

ein meningotheliales oder fibroblastisches Erscheinungsbild bietet, d.h. aus elongierten 

Zellen mit potenziell verminderten Zell-Zell-Kontakten und potenziell erhöhter 

Invasionsneigung besteht. Dabei war die Rolle des für Meningeome bekannten 

Tumorsuppressors NF2/Merlin zu beachten, weil Merlin eine molekulare Brücke darstellt 

zwischen Membranproteinen und kortikalem Aktin-Zytoskelett und eine genetische 
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Inaktivierung dieses Tumorsuppressors in den fibroblastischen Tumoren häufiger 

vorkommt. 

Aus Sicht der molekularen Wirkungsmechanismen der MSC-Membranproteine wäre 

speziell CD73 ein wichtiger Kandidat für eine direkte Beeinflussung von Meningeomzellen 

wegen seiner extrazellulären Freisetzung von Adenosin, das als wichtiges Signalmolekül in 

zahlreichen anderen Tumorentitäten diskutiert wird, u.a. in Bezug auf Migration und 

Invasion. 

Daher stellen sich folgende Fragen. 

 

(i) In wieweit kommen funktionelle (differenzierbare) MSC in Meningeomen 

vor?  

(ii) Werden die Membranproteine CD73, CD90 und CD105 in Meningeomen 

exprimiert? 

(iii) Sind diese Proteine mit histologischen Meningeomvarianten, dem 

Tumorgrad oder mit Merlin assoziiert? 

(iv) Erwachsen daraus Hypothesen zu einer Funktion dieser Proteine im Tumor 

gegebenenfalls auch unabhängig von MSCs? 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

 

2.1 ZELLKULTUREN 

2.1.1 Zellkulturlinien 

 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zellkulturlinien finden sich in Tabelle 2. 

Art der Zellen Name Herkunft Bezugsquelle 

Meningeom-

Zelllinien 

BenMen-1 Mittels hTERT  

immortalisierte  

Zelllinie aus humanem  

Meningeom Grad I 

Prof. Dr. Paulus,  

Institut für Neuropathologie, 

Universität Münster, Münster, 

Deutschland 

IOMM-Lee Zelllinie aus  

intraossärem  

Meningeom Grad III 

Prof. Dr. Gutmann,  

Institut für Neurologie,  

Washington University of 

Medical School, St. Louis, MO, 

USA 
 

Tabelle 2: Zellkulturlinien 

 

2.1.2 Primärkulturen 

 

Die Primärkulturen entstammen meningothelialen und fibroblastischen Meningeomen, die 

im Institut für Neurochirurgie (Magdeburg) operativ entfernt und im Institut für 

Neuropathologie (Magdeburg) kultiviert und untersucht wurden.  
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2.2 CHEMIKALIEN 

2.2.1 RT-PCR-Primer 

 

Die in der vorliegenden Arbeit genutzten RT-PCR-Primer entsprechen den in Tabelle 3 

genannten. Diese sind zusätzlich mit der zugehörigen Amplicon-Länge sowie der genutzten 

Primer-Bindungstemperatur aufgeführt.  

 

 

Tabelle 3: Primersequenzen, Fragmentlängen und Schmelztemperaturen der genutzten 

Primer 

 

 

 

Primer Sequenz (5‘ – 3‘) 
Fragment-

länge 

Schmelz- 

Temperatur 

NT5E-1201-F 

(CD73) 
TATTGCACTGGGACATTCG  

173bp 55 °C 

NT5E-1373-R 

(CD73) 
CCCATCATCAGAAGTGACTATG 

THY-1-2-4981-F 

(CD90) 
GAGGACCTTCATGTTGTATTTG  

151bp 55 °C 

THY1-2-5131-R 

(CD90) 
CCATGAGAATACCAGCAGTTC 

END-1383-F 

(CD105) 
ATGACCCTGGTACTAAAGAAAG 

238bp 55 °C 

END-1620-R 

(CD105) 
TGTCCATGTTGAGGCAGTG 

NF2-ex1-2-F AAGCAACCCAAGACGTTCAC 
106bp 55 °C 

NF2-ex1-2-R GGCACACCAAATCAAAGAGG 

ß2MG-quant F CCAGCAGAGAATGGAAAGTC 
220bp 55 °C 

ß2MG-quant R GATGCTGCTTACATGTCTCG 

GAPDH-161-F AGGGCTGCTTTTAACTCTGG 

161bp 55 °C 

GAPDH-R-2 
GGGATTTCCATTGATGACAAG 
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2.2.2 Antikörper und Fluoreszenz-markierte Farbstoffe 

 

Im Folgenden sind in Tabelle 4 alle Antikörper und Fluoreszenz-markierte Farbstoffe 

aufgeführt, die für die immunhistochemischen bzw. histochemischen Färbungen eingesetzt 

wurden.  

Bezeichnung Hersteller Verdünnung 

Alexa fluor® 488 goat anti-mouse 

IgG 

Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA 

1:100 

Anti-Vimentin, monoklonal, Maus Dako, Santa Clara, CA, 

USA 

1:100 

4‘,6-Diamidino-2-Phenylindol 

(DAPI) 

Serva, Heidelberg, 

Deutschland 

1:40.000 

Phalloidin – Alexa fluor 546 Invitrogen 1:26,7 
 

Tabelle 4: für Immun-/Histochemie genutzte Substanzen 

 

2.2.3 Feinchemikalien, Puffer, Lösungen 

 

Bezeichnung Abkürzung/ 

Summenformel/ 

Trivialname 

Bezugsquelle 

2-Cyclohexylaminoethynsulfonsäure Chess Serva 

5-fach Puffer für reverse Transkriptase  Bioline, Luckenwalde, 

Deutschland 

α-Medium  Biochrom, Berlin, 

Deutschland 

Acrylamid (30 %)  Roth, Karlsruhe, 

Deutschland 

Ammoniumpersulfat APS Merck, Darmstadt, 

Deutschland 

Ampullenwasser Ampuwa Fresenius Kabi, Bad 

Homburg, 

Deutschland 

Aqua dest.    
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Bezeichnung Abkürzung/ 

Summenformel/ 

Trivialname 

Bezugsquelle 

Dexamethason  Sigma, München, 

Deutschland 

Diethylpyrocarbonat DEPC Sigma-Aldrich, 

München, 

Deutschland 

Dimethylsulfoxid DMSO Roth 

dNTPs  Sigma-Aldrich 

Dubelcco´s modifiziertes Eagle Medium DMEM, high 

glucose 

PAA 

Essigsäure (20 %)  Roth 

Ethanol EtOH Zentralapotheke 

Universitätsklinikum 

Magdeburg, 

Deutschland 

Ethylendiamintetraessigsäure EDTA PAN, Aidenbach, 

Deutschland 

Fetales Kälberserum FCS PAA 

Glycerin Propan-1,2,3-triol Roth 

Hämatoxylin  Merck 

HPLC-Wasser  Merck 

3-Isobutyl-1-methyl-xanthin IBMX 

 

 

 

 

Calbiochem, 

Darmstadt, 

Deutschland 

Indomethazin  Sigma 

Insulin  Sigma 
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Bezeichnung Abkürzung/ 

Summenformel/ 

Trivialname 

Bezugsquelle 

Isopropanol C3H8O Zentralapotheke 

Universitätsklinikum 

Magdeburg 

L-Glutamin  PAN 

N,N,N`,N`-Tetramethylethylenediamin TEMED Serva 

Natriumcarbonat Na2CO3 Merck 

Paraformaldehyd PFA Sigma 

Penicillin/Streptomycin P/S PAN 

Phosphatgepufferte Salzlösung PBS PAN 

Random-Primer 

(25 µg/µl Hexanukleotide) 

 Bioline 

Reverse Transkriptase  Bioline 

Rinderserumalbumin BSA Roche, Berlin, 

Deutschland 

Salpetersäure (2 %)  Roth 

Silbernitrat  Roth 

Sudanrot 7B Fettrot 7B Serva 

SensiMix SYBR Hi-Rox SYBR-Green Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA 

Tris  Serva 

Triton X 100  Sigma 

Trizol®  Invitrogen 

Trypsin  PAN 

Tween® 20  Merck 

 

Tabelle 5: Feinchemikalien, Puffer, Lösungen 
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2.3 GERÄTE UND VERBRAUCHSMATERIALIEN 

2.3.1 Geräte 

 

Gerät Modell Hersteller 

Amplifikator ABI Prism 7000 SDS Applied Biosystems 

Brutschränke CB150 Binder, Tuttlingen, 

Deutschland 

 Galaxy B Nunc, Waltham, 

Massachusetts, USA 

Einfriergefäß Mr. Frosty™ Nalgene®, Waltham, 

Massachusetts, USA 

Fluoreszenzmikroskop Biozero Keyence, Osaka, Japan 

Heizblock Rotilab® Block-Heater 

H250 

Roth 

Homogenisator Precellys24 Peqlab, Erlangen, 

Deutschland 

Gerät Modell Hersteller 

Photometer BIOPhotometer Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 

Schüttler REAX-Top Heidolph, Schwabach, 

Deutschland 

Stickstoff-Tank CryoFreezer 350 Id Ingenieursdienst 

Thermoschüttler Thermomixer Comfort Eppendorf 

Wasserbad WB 22 Memmert, Schwabach, 

Deutschland 

Zellzähler Cellometer™ Auto T4 Peqlab 

Zentrifugen Multifuge X1R Heraeus, Hanau, 

Deutschland 

 Mikro 22R Hettich, Kirchlengern, 

Deutschland 
 

Tabelle 6: Geräte 
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2.3.2 Verbrauchsmaterialien 

 

Verbrauchsmaterial Typ Hersteller 

96 well Platten (steril) Nunclon™ Surface Nunc 

Cryo-Röhrchen 2 ml Sarstedt, Nümbrecht, 

Deutschland 

Einmalzählkammern SD 100 Peqlab 

Einmalzellschaber  TPP, Trasadingen, 

Schweiz 

Keramikkügelchen Precellys 

Keramikkügelchen 1,4 mm 

Peqlab 

Mikroreaktionsgefäße 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml Eppendorf 

Pipettenspitzen 1 µl – 5000 µl Eppendorf 

Zentrifugenröhrchen 15 ml, 50 ml Falcon, Waltham, 

Massachusetts, USA 

Zellkulturflaschen (steril) 75 cm² Greiner, Kremsmünster, 

Österreich 
 

Tabelle 7: Verbrauchsmaterialien 

 

2.4 ZELLLINIEN UND PRIMÄRKULTUREN 

 

Den Untersuchungen dieser Arbeit liegen die Zelllinien IOMM-Lee und BenMen-1 und zwei 

Primärkulturen zugrunde. Die benigne Zelllinie BenMen-1 wurde von Prof. Werner Paulus 

(Institut für Neuropathologie, Universität Münster) zur Verfügung gestellt. Ursprünglich 

stammt diese von einem meningothelialen Meningeom des WHO-Grades I ab. Durch 

Transfektion mit hTERT wurde sie immortalisiert [123]. Die maligne Zelllinie IOMM-Lee 

wurde von Prof. D. H. Gutmann (Institut für Neurologie, Washington University School 

of Medicine, St. Louis, MO) zur Verfügung gestellt und stammt ursprünglich von einem 

intraossären malignen Meningeom [124]. Die Primärkulturen entstammen 

meningothelialen und fibroblastischen Meningeomen, die im Institut für Neurochirurgie 

(Magdeburg) operativ entfernt und im Institut für Neuropathologie (Magdeburg) kultiviert 

und untersucht wurden.  
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2.4.1 Kultivierungsbedingungen 

 

Die Kultivierung aller Zelllinien und Primärkulturen erfolgte in high-glucose Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM), das mit 10 % FCS und 1 % Penicillin-Streptomycin 

(10 mg/ml, P/S) versetzt wurde und im Folgenden als DMEM-Vollmedium bezeichnet 

wird. Die Kulturen wurden in T-75-Zellkulturflaschen im Brutschrank unter 

Normalbedingungen (37 °C, 5 % CO2) kultiviert. Zum Einfrieren wurden die Zellen in 

DMEM-Vollmedium gegeben, das mit 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) versetzt war. Die 

Zellen wurden zunächst langsam auf -70 °C gekühlt und anschließend in Flüssigstickstoff 

(-196 °C) gelagert. Zum Auftauen wurden die Zellen in 37 °C warmem Wasser erwärmt 

und anschließend in einer T75-Zellkulturflasche in 15 ml DMEM-Vollmedium eingesät. 

Nach Anheften der Zellen am Flaschenboden erfolgte ein Mediumwechsel, um das 

zelltoxische Lösungsmittel DMSO aus dem Einfriermedium zu entfernen. In Abhängigkeit 

von der Zelldichte wurden die Zellen alle 2 bis 4 Tage passagiert. Nach dem Entfernen des 

verbrauchten Mediums wurden die Zellen mit 5 ml steriler phosphatgepufferter 

Kochsalzlösung (PBS, phosphate buffered saline) gewaschen und nach Zugabe von 2 ml 

Trypsin (0,5 mg/ml) 2 min bei 37 °C inkubiert. Trypsin degradiert Mukoproteine, die Teil 

der extrazellulären Matrix sind und die Zellen an der Plastikoberfläche der 

Zellkulturflaschen haften lassen. Nach Lösung der Zellen vom Flaschenboden wurden diese 

in 5 ml PBS aufgenommen und bei 1000 rpm 10 min zentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen und die Zellen anschließend in 10 ml DMEM-Vollmedium resuspendiert und die 

Zellzahl bestimmt. Hierzu wurden 20 µl der Zellsuspension in die dafür vorgesehenen 

Zählkammern pipettiert und die Zellzahl mit Hilfe des Cellometer™Auto bestimmt. 

Abschließend wurden die Zellen in der gewünschten Dichte erneut ausgesät und das 

Volumen des DMEM-Vollmediums auf 15 ml ergänzt. 

 

 

2.4.2 Nachweis der Adhärenz potentieller MSC an Polystyrol-Oberflächen 

 

Zur Identifikation der MSC müssen drei Mindestkriterien nach der International Society 

for Cellular Therapy (ISCT) erfüllt sein. Demnach muss unter Standardkulturbedingungen 

eine Adhärenz der Zellen zu unbeschichteten Plastikoberflächen gezeigt werden, sie müssen 

spezifische Oberflächenantigene exprimieren und sie müssen eine multipotente 

Differenzierung in Richtung von Osteoblasten, Chondroblasten und Adipozyten zeigen [40]. 
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Zum Nachweis des ersten Kriteriums der ISCT, der Adhäsion von MSC an unbeschichteten 

Plastikoberflächen, wurden Zellen entsprechend der Anleitung in 2.4.1 kultiviert und die 

Adhärenz der Zellen an die Wand der aus dem durchsichtigen Kunststoff Polystyrol 

bestehenden Zellkulturflaschen mit Hilfe der AxioCam ICm1 am Mikroskop Axiovert 40 

CFL dokumentiert. 

 

2.4.3 Adipogene Differenzierung 

 

Die adipogene, chondrogene und osteogene Differenzierung der MSC ist ein weiteres 

Minimalkriterium der ISCT, mit Hilfe dessen auf die Anwesenheit der MSC geschlossen 

werden kann [40]. In der vorliegenden Arbeit wurde die adipogene Differenzierung 

überprüft, da diese technisch am einfachsten durchführbar ist.  

Die adipogene Differenzierung wurde an den beiden Primärkulturen (WHO-Grad I) 

durchgeführt, mit dem Ziel zu überprüfen, ob das Operationsmaterial der benignen 

Meningeome nachweisbare Anteile von MSC enthält. Die beiden etablierten Zelllinien 

wurden jedoch als Referenz mitgeführt, die theoretisch einen reinen Tumorzellklon der 

WHO-Grade I bzw. III darstellen sollte. Es sollte überprüft werden, ob sich eventuelle 

Verschiebungen der genannten Oberflächenmarker im Zuge der Kultivierung in 

Differenzierungsmedium gegebenenfalls auch bei diesen reinen Tumorzellklonen finden 

ließen.  

Dazu wurden die Zellen in α-Medium, das mit 10 % FCS, 1 % P/S (10 mg/ml), 2 mM 

L-Glutamin, 0,5 μM 3-Isobutyl-1-methyl-wanthin, 5 μg/ml Insulin, 200 μg/ml 

Indomethazin und 10 nM Dexamethason versetzt wurde und im Folgenden als 

Differenzierungsmedium bezeichnet wird, kultiviert. Die Differenzierung wurde über 10 

Tage durchgeführt. Zur Kontrolle dienten die Primärkulturen und Zelllinien der gleichen 

Passage, die über die 10 Tage in DMEM-Vollmedium kultiviert wurden. Die in 

Flüssigstickstoff gelagerten Zelllinien und Primärkulturen wurden an Tag 0 in 37 °C 

warmem Wasser aufgetaut und in T75-Zellkulturflaschen entweder in DMEM-Vollmedium 

oder in Differenzierungsmedium gesät. Die Inkubation erfolgte unter Normalbedingungen. 

Nachdem sich die Zellen angeheftet hatten, erfolgte wiederum ein Mediumwechsel zur 

Beseitigung des DMSO (s.o). Pro Gruppe (zu differenzierende Primärkultur und Zelllinie 

und entsprechende Kontrollen) wurden zwei T75-Zellkulturflaschen angesetzt. An den 

Tagen 2, 5 und 10 wurden aus einer Flasche je Gruppe ohne vorheriges Passagieren jeweils 
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Proben für die quantitative real-time PCR entnommen. Die jeweils andere T75-

Zellkulturflasche wurde fortlaufend zur Differenzierung benutzt und die Zellen am 2., 5. 

und 10. Tag passagiert. Das Passagieren erfolgte wie in 2.4.1 beschrieben. 

 

2.4.4 Immunhistochemische und histochemische Evaluation der 

Meningeomzellen sowie Färbung mit Sudanrot 7B und Hämatoxylin 

 

Im Anschluss an die adipogene Differenzierung wurden differenzierte und undifferenzierte 

Primärkulturen auf je einen Objektträger (Chamber Slides) gegeben. Nach dem Anwachsen 

der Zellen wurde diese 10 min in 4 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert und anschließend mit 

Sudanrot 7B und Hämatoxylin, anti-Vimentin-Antikörpern, 4‘,6-Diamidino-2-Phenylindol 

(DAPI) und Phalloidin gefärbt.  

 

Färbung mit anti-Vimentin-Antikörpern 

Vimentin ist ein Typ III-Intermediärfilament, das von Meningeomen exprimiert wird [16].  

Zur Färbung mit anti-Vimentin-Antikörpern wurde zunächst eine Blockierungslösung aus 

2 % bovinem Serumalbumin (BSA), 1 % FCS und 0,1 % Tween® 20 hergestellt. Die 

Proben wurden 10 min in der Blockierungslösung inkubiert, um unspezifische Proteine zu 

maskieren und so eine unspezifische Bindung der Antikörper zu verhindern. Anschließend 

wurden die Proben dreimal je 5 min in PBS gewaschen und danach für 1 h bei 37 °C in 

einer 1:100 anti-Vimentin-Verdünnung inkubiert. Der anschließende 5-minütige 

Waschschritt in PBS wurde dreimal durchgeführt. Auch der sekundäre Antikörper (Alexa 

fluor 488 goat anti-mouse IgG) wurde in einer 1:100-Verdünnung auf die Proben gegeben 

und ebenfalls für 1 h bei 37 °C inkubiert. Abschließend wurden die Proben erneut dreimal 

für 5 min in PBS gewaschen. 

 

Färbung mit DAPI 

Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI lagert sich vor allem in den Adenin-Thymin-reichen 

Regionen der DNA in der kleinen Furchen an [125]. Zur Herstellung der DAPI-

Gebrauchslösung wurden in 100 ml Mc Ilvaine’s Puffer 2,5 µl DAPI-Stammlösung 

pipettiert. Die nun entstandene DAPI-Gebrauchslösung wurde in eine Küvette gegeben 

und der zu färbende Objektträger 15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. 
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Anschließend wurde dieser zweimal je 5 min in PBS gewaschen und mit Vectashield 

eingedeckelt. Die Lagerung erfolgte im Dunkeln. 

 

Färbung mit Phalloidin 

Phalloidin ist ein Toxin des Grünen Knollenblätterpilzes. Das Cyclopeptid bindet 

irreversibel an F-Actin, welches ein Teil des Zytoskeletts einer Zelle ist. An einen 

Fluoreszenzfarbstoff gebundenes Phalloidin wird verwendet, um das Zytoskelett einer Zelle 

darzustellen [126]. Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Fluoreszensfarbstoff war 

Alexa fluor 546. 

Die fixierten Kulturen wurden dreimal à 5 min in PBS gewaschen, bevor 0,15 % Triton X-

100 auf die Zellen gegeben wurde. Unspezifische Bindungen wurden wieder mit 1 %igem 

BSA geblockt. Danach wurden 200 µl einer Färbelösung, bestehend aus 8,75 µl Phalloidin 

und 224,5 µl 1 %iger BSA-Lösung auf die Objektträger pipettiert und die Proben 

inkubierten für 1 h. Anschließend wurden die Proben dreimal für jeweils 5 min in PBS 

gewaschen und 10 min in 4 % PFA postfixiert. Die Objektträger wurden abschließend mit 

einem Deckgläschen versehen (siehe oben) und im Dunkeln gelagert. 

 

Färbung mit Sudanrot 7B und Hämalaun 

Der Farbstoff Sudanrot 7B (N-ethyl-1-[(4-phenyldiazenylphenyl)diazenyl]naphthalen-2-

amine) gehört zur Gruppe der Sudane und wird genutzt, um Lipide in pflanzlichem und 

tierischem Gewebe sichtbar zu machen.  

Zunächst wurde aus 0,5 g Sudanrot 7B und 100 ml Isopropanol die 

Sudanrot 7B-Stammlösung hergestellt. Zur Herstellung der Sudanrot 7B-Gebrauchslösung 

wurden 60 ml der Sudanrot 7B-Stammlösung mit 40 ml Aqua dest. versetzt, für 24 h 

ruhen gelassen und anschließend filtriert.  

Die fixierten Kulturen wurden jeweils 3 min in 30 %igen Alkohol und danach in 50 %igen 

Alkohol gegeben. Anschließend erfolgte die 20-minütige Inkubation der Zellen in der 

Sudanrot 7B-Gebrauchslösung, bevor sie erneut in Alkohol gewaschen wurden. Dieses Mal 

wurden sie 3 min in 50 %igem Alkohol und anschließend 3 min in 30 %igem Alkohol 

gewaschen. Nach dem Spülen der Zellen mit Aqua dest. erfolgte die Gegenfärbung mit 
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Hämatoxylin nach Mayer, um die Zellkerne sichtbar zu machen. Nachdem die Zellen für 1 

min in dem Farbstoff Hämatoxylin inkubierten, wurden sie gebläut. Zum Abschluss wurden 

die Objektträger mit Glyceringelatine eingedeckelt. 

 

2.4.5 Fotodokumentation, konfokalmikroskopische Dokumentation 

 

Eine Fotodokumentation erfolgte an den Tagen 1 bis 10 mit der AxioCam ICm1 und dem 

Programm Axiovision 4 (ZEISS). Dokumentiert wurden jeweils die differenzierten 

Primärkulturen und Zelllinien und die Kontrollen. Eine konfokalmikroskopische 

Dokumentation von den mit Phalloidin gefärbten differenzierten Primärkulturen und den 

Kontrollen erfolgte nach abgeschlossener Differenzierung mit einem Fluoreszenzmikroskop 

(LEICA). 

 

2.5 DARSTELLUNG RELATIVER EXPRESSIONSLEVEL VON 

MSC-MARKERN PER PCR 

2.5.1 Probengewinnung aus der Zellkultur 

 

Zur RNA-Gewinnung aus adhärenten Zellen wurde das Medium verworfen und die Zellen 

zweimal mit je 5 ml PBS gewaschen und anschließend für 5 min mit 1 ml Trizol® 

versehen. Hierdurch wurden die Zellen lysiert und die RNA in Lösung gebracht. Die in 

Trizol® gelöste RNA wurde dann in ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und 

entweder umgehend zur RNA-Isolierung verwendet oder bei -20 °C eingefroren. 

Für die RNA-Isolation aus suspendierten Zellen wurden diese bei 1000 rpm für 10 min 

zentrifugiert, in 1 ml PBS aufgenommen und erneut für 10 min bei 1000 rpm zentrifugiert. 

Anschließend wurde der Überstand verworfen und das Zellpellet in 1 ml Trizol® 

resuspendiert in ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und weiterbearbeitet oder 

bei -20 °C gelagert. 
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2.5.2 Probengewinnung aus humanem Tumormaterial 

 

Insgesamt 20 der in der vorliegenden Arbeit verwendeten 34 Meningeome wurden von 

Prof. C. Mawrin (Institut für Neuropathologie, Magdeburg) zur Verfügung gestellt. 

Weitere 14 Tumorproben stammen aus der Sammlung des Instituts für Neuropathologie 

(Jena). Das Material wurde bis zur Bearbeitung bei -80 °C gelagert. 

Zur Isolierung von RNA wurden von den Kryoproben ca. 30 mg entnommen und in 2 ml 

Reaktionsröhrchen überführt, in denen sich Homogenisatorkügelchen von 1,4 mm 

Durchmesser (precelly keramik-Kügelchen) befanden. Nach Zugabe von 1 ml Trizol® 

wurden die Gewebeproben mit Hilfe des Gewebehomogenisators Precellys24 zweimal bei 

5000 rpm für jeweils 20 s homogenisiert. Für alle weiteren Reaktionsschritte wurde die 

Suspension in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 

 

2.5.3 Extraktion von RNA und reverse Transkription in cDNA 

 

Nach 5-minütiger Inkubation der RNA-haltigen Trizol®-Lysate aus Zellen oder Geweben 

bei RT wurden 300 µl Chloroform zur Probe dazugegeben, diese dann für 15 s geschüttelt 

und 10 min bei RT inkubiert. Bei der folgenden 15-minütigen Zentrifugation bei 14000 rpm 

und 4 °C wurde die RNA von der DNA, den Proteinen und den Lipiden getrennt. Es 

entstanden drei Phasen, die obere RNA-haltige wässrige Phase, die proteinhaltige 

Interphase und die untere Phenol-Chloroform-Phase. Die obere wässrige Phase wurde zur 

weiteren Bearbeitung in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. Durch Zugabe von 700 µl 

Isopropanol und 10 min Inkubation bei RT erfolgte die RNA-Fällung und durch 

10-minütige Zentrifugation bei 14000 rpm und 4 °C die Trennung der RNA von der 

wässrigen Lösung. Das Pellet wurde nun mit 500 µl eiskaltem 

Ethanol/Diethylpyrocarbonat-Wasser (EtOH/DEPC-H2O) zweimal gewaschen und im 

Vakuumkonzentrator getrocknet. Danach erfolgte die Resuspension des RNA-Pellets in 

RNase-freiem Wasser (DEPC-H2O) durch 10-minütige Erwärmung auf 55-65 °C im 

Thermoblock. Die RNA-Proben wurden bei -80 °C aufbewahrt. 

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte nach dem Auftauen der RNA bei 64 °C. 

Sie wurde photometrisch (BioPhotometer) entweder in einer 1:69 Verdünnung oder in 

einer 1:13 Verdünnung mit Aqua dest. bestimmt. Die Extinktion wurde bei einer 
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Wellenlänge von 260 nm gemessen und automatisch in die RNA-Konzentration 

umgerechnet. Die Reinheit der RNA wurde durch Bestimmung der OD-Quotienten 

260 nm/280 nm und 260 nm/230 nm gesichert.  

 

Bei der reversen Transkription wird RNA in cDNA umgeschrieben. Für die Synthese von 

40 µl cDNA wurden 2 µg RNA mit 8 µl Random-Primer (25 µg/µl Hexanukleotide) 

versetzt und anschließend mit DEPC-H2O auf 20 µl aufgefüllt. Vor der Bildung eines RNA-

DNA-Hybridstranges durch die Reverse Transkriptase wurden die Proben zunächst 10 min 

bei 70 °C erhitzt und danach 5 min auf Eis gekühlt, um vorhandene Sekundärstrukturen 

aufzubrechen. Für den nächsten Schritt wurde für jede RNA-Probe folgender Mastermix 

hergestellt. 

- 8 µl 5-fach Puffer 

- 0,8 µl dNTPs 

- 0,25 µl Reverse Transkriptase 

- 10,95 µl DEPC-H2O  

Dieser wurde zu der 20 µl RNA-Probe pipettiert. Anschließend erfolgte die Inkubation der 

Proben im Thermocycler für 55 min bei 42 °C und für 15 min bei 70 °C. Die gewonnene 

cDNA wurde bei -20 °C aufbewahrt.  

 

 

2.5.4 Darstellung relativer Expressionslevel per real-time RT-PCR  

 

Dargestellt wurden die relativen Expressionslevel für die Oberflächenantigene CD73, CD90, 

CD105 und NF2/Merlin. Verwendet wurden 34 Meningeomproben unterschiedlichen 

WHO-Grades (WHO-Grad I 15 Proben, WHO-Grad II 14 Proben, WHO-Grad III 5 

Proben), 8 Proben von Meningen, die als Kontrolle dienten, zwei Primärkulturen von 

Meningeomen und die Zelllinien IOMM-Lee und BenMen-1.  

Die real-time RT-PCR (qRT-PCR), auch quantitative real-time PCR genannt, basiert auf 

dem Prinzip der konventionellen PCR. Bei der qRT-PCR erfolgt jedoch zeitgleich die 

Quantifizierung der Produktmenge [127, 128]. In Abhängigkeit der Produktmenge wird 

Fluoreszenzlicht emittiert. Zur Messung produktabhängiger Fluoreszenzen ist ein 
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Fluoreszenzfarbstoff nötig, der in die doppelsträngige DNA (dsDNA) interkaliert. In der 

vorliegenden Arbeit wurde SYBR-Green genutzt. SYBR-Green bindet an der kleinen Furche 

der dsDNA [129, 130]. Durch Anregung mit Licht der Wellenlänge von 480 nm wird eine 

Fluoreszenz erzeugt und die PCR-Produkte werden sichtbar gemacht. 

Zur Durchführung der qRT-PCR wurde für je 1 µl cDNA folgender Mastermix hergestellt:  

- 8,26 µl SensiMix SYBR Hi-Rox  

- 1 µl Forward-Primer 

- 1 µl Reverse-Primer 

- 5,3 µl HPLC-H2O 

Die Amplifikation erfolgte im ABI Prism 7000 SDS.  

Die Reinheit der Proben wurde anhand von Schmelzkurven analysiert. Dies erfolgte nach 

40 Zyklen. Der Grenzwert (threshold cycle, Ct-Wert) wurde an dem Zyklus festgelegt, an 

dem das Fluoreszenzsignal den Grenzwert von 0,05 über der Grundlinie überschritt. Die 

Bestimmung der relativen Expressionslevel der einzelnen mRNAs einer Probe erfolgte auf 

der Basis des logarithmischen Zusammenhangs zwischen Kopienzahl einer mRNA und der 

Ct-Werte. Die Berechnung der Ct-Werte erfolgte automatisch durch die ABI Prism SDS 

7000-Software. Wegen der Abhängigkeit der Kopienzahl von der Menge der eingesetzten 

cDNA und von der cDNA-Synthese-Effizienz muss ein Referenzgen zur Normierung 

benutzt werden. Im vorliegenden Fall wurde als Referenz das House-Keeping-Gen ß2-

Mikroglobulin bei den Tumoren und GAPDH bei den Primärkulturen und Zelllinien 

herangezogen. Diese Referenzgene wurden gewählt, weil sie erfahrungsgemäß als 

Haushaltsgene der Zelle eine konstante Expression zeigen. Zur Ermittlung der relativen 

mRNA-Expression (Er) eines gegebenen Zielgens wurde zunächst die Differenz ∆Ct 

berechnet zwischen den Ct-Werten des Zielgens (Z) und des Referenzgens (R): ∆Ct  = 

Ct(Z) - Ct(R). Anschließend wurde die auf das Referenzgen normierte relative Expression des 

Zielgens bestimmt gemäß der Beziehung: Er = 1 2⁄  ∆Ct. 

Das Temperaturregime für alle PCR-Reaktionen war dabei identisch. Nach einer initialen 

Aktivierung der Hot-Start-Polymerase (10 min, 95 °C) erfolgten 40 PCR-Zyklen mit 

Denaturierung für 30 s bei 95 °C, Primerbindung für 30 s bei 55 °C und Polymerisation 

für 45 s bei 72 °C. 

Alle verwendeten Primer sind unter 2.2.1 in Tabelle 3 dargestellt.  
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Zur zusätzlichen visuellen Qualitätskontrolle der real-time RT-PCR-Ergebnisse wurde eine 

Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit den PCR-Produkten durchgeführt. Die 

elektrophoretische Auftrennung erfolgte in Elektrophoresekammern (Multiphor II) unter 

Verwendung eines 8 %igen Polyacrylamidgels. Aufgetragen wurden Probenvolumina von 

7 µl.  

Die Färbung der Gele erfolgte durch eine Silberfärbung. Hierzu wurden die Gele zunächst 

3 min in 2-3 %iger Salpetersäure geschwenkt und nach mehrmaligem Spülen mit Aqua 

dest. für 20 min in einer 0,2 %igen Silbernitratlösung geschwenkt. Nach mehrfachem 

Spülen in A. dest. wurden sie zur Entwicklung der Silberfärbung mit einer 

Natriumcarbonatformalinlösung (2,9 % Natriumcarbonat + 0,05 % einer 37 %igen 

Formalinlösung) mehrfach gespült bis zum Erscheinen brauner Banden und anschließend 

kurz in 10 %iger Essigsäure zum Stoppen der Reaktion geschwenkt. Zum Haltbarmachen 

der sonst schnell spröde werdenden Gele wurden diese für mindestens 5 min in 5 %iges 

Glycerol gegeben. 

 

2.6 STATISTIK UND ETHIKVOTUM 

 

Der Vergleich der relativen Expressionslevel zweier Gruppen erfolgte mit dem 

unabhängigen t-Test, während der Vergleich der relativen Expressionslevel mehrerer 

Gruppen mit dem ANOVA und nachfolgendem Tukey-post-hoc Test durchgeführt wurde. 

Die mRNA Expressionslevel wurden auf das jeweilige Referenzgen normiert. Lineare 

Korrelationen wurden mit dem Pearson Koeffizienten evaluiert. Signifikanzen wurden für 

p ≤ 0,05 festgestellt. Alle Tests wurden mit der Software SPSS (Version 18.0) gefertigt 

und alle Diagramme mit Microsoft Excel. 

Die Ethikkommission der medizinischen Fakultät der Otto-von-Guericke-Universität 

Magdeburg hat die vorliegende Arbeit als Addendum zum Aktenzeichen 180/14 registriert. 
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3 ERGEBNISSE 

 

3.1 MSC-NACHWEIS IN MENINGEOM-ZELLKULTUREN 

3.1.1 Meningeomzellen wachsen adhärent 

 

Das erste Kriterium der ISCT zum Nachweis von MSC verlangt den Nachweis einer 

Adhärenz der Zellen an unbeschichteten Plastikoberflächen. Grundsätzlich ist bekannt und 

konnte in dieser Arbeit nachvollzogen werden, dass Meningeom-Zelllinien und auch 

Primärkulturen humaner Meningeome adhärent wachsen. Damit ist eine 

Grundvoraussetzung erfüllt, dass sie MSC enthalten könnten. 

Der formale Nachweis der Adhärenz der in dieser Arbeit genutzten Zellkulturen erfolgte 

über Kultivierung der Primärkulturen und Zelllinien mit entsprechender 

Fotodokumentation. Bereits nach einem Tag waren die Zellen angewachsen und es zeigte 

sich eine Adhärenz der Zellen zur unbeschichteten Polystyroloberfläche der 

T75-Zellkulturflaschen (Abb. 3). Wichtig war zudem, dass diese Adhärenzeigenschaft der 

Zellen unter der unten beschriebenen Behandlung mit lipogenem Differenzierungsmedium 

erhalten blieb (Abb. 4).  

 

Abb. 3: Adhärenz der Zellen einer Primärkultur aus einem meningothelialen (A) und einem 

fibroblastischen (B) Meningeom in phasenkontrastmikroskopischer Darstellung 
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3.1.2 Morphologische Reaktion auf adipogenes Differenzierungsmedium 

 

Anschließend erfolgte die Behandlung der Kulturen mit dem Differenzierungsmedium mit 

zwei Zielen. Zunächst sollten morphologische Veränderungen des Zystoskeletts 

dokumentiert werden, um eine generelle morphogenetische Wirksamkeit des 

Differenzierungsmediums zu belegen. Sofern diese bestätigt werden konnte, sollten in 

solchen morphologisch reagierenden Kulturen Lipidtröpfchen im Phasenkontrast oder nach 

Sudanfärbung nachgewiesen werden, als Beweis für Fettzellen, die im Zuge der induzierten 

Lipogenese aus MSC entstanden sind. Obwohl die benutzten Primärkulturen aus den 

beiden häufigsten histologischen Subtypen benigner Meningeome stammten und diese 

endogen keine Zonen lipomatöser Differenzierung aufwiesen, wurden in den späteren 

Lipidfärbungen auch immer Kulturen im Normalmedium als Kontrolle mitgeführt.  

Bei den etablierten Zelllinien ist anzunehmen, dass diese einen einzelnen, besonders 

proliferationsaktiven Zellklon darstellen. Falls MSC als eigenständige, kleine Zellpopulation 

humane Meningeome begleiten, so sollten diese bereits nach wenigen Passagen verloren 

gegangen sein. Aus einem einzelnen Literaturhinweis konnte jedoch die Spekulation 

abgeleitet werden, dass zuweilen auch die eigentliche maligne und in Mäusen tumorigene 

Major-Komponente eines Meningeoms MSC-Eigenschaften besitzen könnte [118]. Aus 

diesem Grund sprach eine Ratio dafür, den Differenzierungsprozess auch an den 

verfügbaren etablierten Zelllinien zu versuchen.  

Hierzu wurden die adhärenten Zelllinien und Primärkulturen im Differenzierungsmedium 

kultiviert. Mit zunehmender Differenzierung änderte sich die Morphologie der Zellen, was 

somit eine prinzipielle morphogenetische Wirksamkeit der Behandlung anzeigte. Obwohl 

spätere konfokalmikroskopische Aufnahmen die Veränderungen deutlicher zeigten, waren 

moderate Effekte des Differenzierungsmediums bereits im Phasenkontrast erkennbar. Wie 

in Abbildung 4 dargestellt, bildeten die behandelten Zellen der Primärkulturen mehr 

Fortsätze aus. Des Weiteren fiel eine anfänglich verstärkte Proliferation der Zellen im 

Differenzierungsmedium im Vergleich zur Kontrolle auf. Trotz dieser anfänglichen 

Proliferationsförderung durch das Differenzierungsmedium kam es ab Passage 7 (P7) zu 

einer generellen Abschwächung der Proliferation sowohl bei Zellen im 

Differenzierungsmedium als auch bei den Kontrollen. Diese Proliferationshemmung ab P7 

war zu erwarten, da das Zellteilungspotenzial mit P8 ausgeschöpft war und damit eine 

weitere Kultivierung sowohl im DMEM-Vollmedium als auch im Differenzierungsmedium 
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unmöglich wurde. Somit konnte die Kultivierung der Primärkulturen – wie erwartet – nur 

bis P7 durchgeführt werden. Um für die Differenzierung zu Adipozyten genügend Zellen 

zu generieren, wurden die Zellzahlen daher früh über parallele Kultivierung mehrerer 

Flaschen niedriger Passagezahl vermehrt. Aus diesen Gründen erfolgte die adipogene 

Differenzierung der Primärkulturen von P4 bis P7.  

 

 

Abb. 4: morphologische Veränderungen einer meningothelialen Primärkultur vor und nach 

adipogener Differenzierung in phasenkontrastmikroskopischer Darstellung 

A) undifferenzierte Zellen 

B) differenzierte Zellen 

C) undifferenzierte Zelle  

D) differenzierte Zelle 

 

Auch bei den Zelllinien ließen sich morphologische Veränderungen feststellen (Abb. 5). Mit 

zunehmender Differenzierung nahmen die Zellen eine länglichere Form an und begannen, 

mehr Fortsätze auszubilden. Im Gegensatz zu den Primärkulturen fielen bei den Zelllinien 

IOMM-Lee und BenMen-1 mit zunehmender Differenzierung und Passagierung keine 

Veränderungen des Proliferationspotenzials auf. Sowohl die Zellteilungsrate als auch das 

Zellwachstum blieben auch unter der adipogenen Differenzierung stabil. Die Kultivierung 

und Passagierung konnten problemlos durchgeführt werden.  
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Abb. 5: morphologische Veränderungen bei IOMM-Lee und BenMen-1 vor und nach 

adipogener Differenzierung in phasenkontrastmikroskopischer Darstellung  

A) BenMen-1 vor adipogener Differenzierung 

B) BenMen-1 nach adipogener Differenzierung 

C) IOMM-Lee vor adipogener Differenzierung 

D) IOMM-Lee nach adipogener Differenzierung 

 

Im Anschluss an die adipogene Differenzierung erfolgten die immunhistochemische 

Evaluation mit anti-Vimentin-Antikörpern und DAPI und die konfokalmikroskopische 

Dokumentation nach Anfärbung mit Phalloidin.  

 

 

Immunhistochemische Evaluation mit anti-Vimentin-Antikörpern und DAPI 

Das Typ III-Intermediärfilament Vimentin wird von allen Meningeomzellen exprimiert. Aus 

diesem Grund wurde es herangezogen, um nachzuweisen, dass die angelegten 

Primärkulturen der relevanten Passagen Meningeomzellen enthielten und nicht z.B. durch 

Stromaelemente wie Fibroblasten übernommen worden waren. Dies ist ein reales Risiko 

aufgrund der nur moderaten und schnell abklingenden Zellteilungspotenz benigner 

Meningeomzellen, solange diese nicht artifiziell immortalisiert wurden. DAPI diente zur 

Kenntlichmachung des Zellkernes der Meningeomzellen. Gefärbt wurden die differenzierten 
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und undifferenzierten Zellen der meningothelialen und der fibroblastischen Primärkultur. 

Wie in Abbildung 6 dargestellt, ließen sich die Zellen problemlos anfärben. Des Weiteren 

zeigen sich auch hier die unter 3.1.2 beschriebenen morphologischen Veränderungen der 

Zellen im Zuge der adipogenen Differenzierung.  

 

 

Abb. 6: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung einer meningothelialen und fibroblastischen 

Primärkultur nach Färbung mit Vimentin und DAPI vor und nach adipogener  

Differenzierung in der 40er Vergrößerung 

A) undifferenzierte meningotheliale Primärkultur 

B) differenzierte meningotheliale Primärkultur 

C) undifferenzierte fibroblastische Primärkultur 

D) differenzierte fibroblastische Primärkultur 

 

 

Konfokalmikroskopische Darstellung nach Färbung mit Phalloidin 

Zur Darstellung der morphologischen Veränderungen des Aktin-Zytoskeletts, die im Zuge 

der adipogenen Differenzierung auftraten, erfolgten die Färbung mit einem fluoreszierenden 

Phalloidin-Konjugat und ihre konfokalmikroskopische Dokumentation. Phalloidin bindet 

F-Aktin und wird zur Exploration des Zytoskeletts verwendet.  
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Abbildung 7 zeigt die morphologischen Veränderungen des Zytoskeletts, die nach der 

adipogenen Differenzierung sichtbar waren. Während die Zellen vor der Differenzierung 

eine eher kompakte Form aufwiesen und wenige Fortsätze hatten, war das Zytoskelett 

nach der Differenzierung verändert. Die Zellen hatten mehr Fortsätze ausgebildet und ihre 

kompaktere Form in eine länglichere Form gewandelt. Sehr gut erkennbar waren vor allem 

das vermehrte Auftreten langer und zum Teil verzweigter Zytoplasmafortsätze mit 

entsprechenden F-Aktin-Fasern, sowie das vermehrte Auftreten von flachen Filipodien an 

den Kontaktstellen zur Plastikoberfläche. Dies zeigte eine grundsätzliche Responsivität der 

zuvor in der Vimentin-Immunfärbung als Meningeomzellen identifizierten Zellen auf das 

Differenzierungsmedium. 

 

 

Abb. 7: Morphologische Veränderungen einer meningothelialen und fibroblastischen  

Primärkultur nach Abschluss der adipogenen Differenzierung und Färbung mit Phalloidin 

in konfokalmikroskopischer Darstellung in der 40er Vergrößerung 

A, B) undifferenzierte meningotheliale Primärkultur 

C, D) differenzierte meningotheliale Primärkultur 

E, F) undifferenzierte fibroblastische Primärkultur 

G, H) differenzierte fibroblastische Primärkultur 

 

 

3.1.3 Färbung der differenzierten Zellen mit Sudanrot 7B und Hämatoxylin 

 

Abschließend erfolgte die Färbung der differenzierten Primärkulturzellen und ihrer 

Kontrollen mit Sudanrot 7B und Hämatoxylin mit dem Ziel, Lipidtröpfchen in den 

differenzierten Primärkulturzellen darzustellen und hiermit Adipozyten nachzuweisen.   
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Wie Abbildung 8 exemplarisch zeigt, konnten nach der adipogenen Differenzierung keine 

Lipidtröpfchen nachgewiesen werden.  

 

Abb. 8: Phasenkontrastmikroskopische Darstellung einer meningothelialen und einer  

fibroblastischen Primärkultur nach Färbung mit Sudanrot 7B und Hämatoxylin 

vor und nach adipogener Differenzierung 

A) Undifferenzierte meningotheliale Primärkultur 

B) Differenzierte meningotheliale Primärkultur 

C) Undifferenzierte fibroblastische Primärkultur 

D) Differenzierte fibroblastische Primärkultur 

 

In der Zusammenschau kann daher festgestellt werden, dass die dem 

Differenzierungsmedium ausgesetzten Primärkulturen aus morphologisch reagierenden 

Meningeomzellen bestanden, sich unter diesen Zellen jedoch keine Adipozyten entdecken 

ließen. Ein Nachweis funktioneller MSC war daher nicht möglich. Dennoch konnte in der 

real-time RT-PCR der Nachweis der Expression aller drei Consensus-Membranproteine für 

MSC erbracht werden. Da die quantitative Evaluierung weniger Zellkulturen unerheblich 

ist, wurden die quantitativen Daten hier nicht dargestellt. Der Nachweis der Expression 

aller drei Marker auf meningealen Zellkulturen und Meningeom-Zellkulturen ist jedoch 

auch einer Publikation zu entnehmen, die zugleich die im Folgenden beschriebenen PCR-

Daten aus humanen Geweben enthält [131]. Dies untermauerte, dass die im weiteren 
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Verlauf der Arbeit detailliert untersuchte mRNA dieser Membranproteine in humanem 

Meningeomgewebe tatsächlich auch aus den Tumorzellen stammt und nicht ausschließlich 

aus kontaminierenden Lymphozyten oder Stromakomponenten.  

 

3.2 DARSTELLUNG RELATIVER EXPRESSIONSLEVEL VON 

MSC-MARKERN PER REAL-TIME RT-PCR 

 

Obwohl der Versuch des Nachweises funktioneller MSC in den beiden häufigsten Subtypen 

benigner Meningeome negativ verlaufen war, wurden nun die relativen Expressionslevel der 

relevanten Membranproteine an einer größeren Zahl von Tumoren unterschiedlicher 

WHO-Grade und Subtypen genauer untersucht (publiziert in [131]), weil diese Proteine 

auch unabhängig vom MSC-Charakter der Zellen in humanen Tumoren von Bedeutung 

sind (Einleitung, 1.2.3). 

 

Tumore aller WHO-Grade versus (tumorfreie) Hirnhaut  

Mit dem Ziel, das Expressionslevel der drei Oberflächenantigene CD73, CD90 und CD105 

in Meningeomen zu bestimmen, wurden zunächst 20 Meningeome und 7 Hirnhautproben, 

die als Kontrolle dienten, analysiert, um eventuelle Expressionsunterschiede zwischen 

Tumorzellen und Ausgangszellen bzw. zwischen den Tumorgraden zu finden. Nach der 

Extraktion von RNA und der Transkription in cDNA wurde die real-time RT-PCR 

durchgeführt.  

Zunächst erfolgte ein Vergleich der Expressionslevel in den Meningeomen und den 

Kontrollen. Wie in Abbildung 9a dargestellt, zeigten sich keine signifikanten Unterschiede, 

wobei aber die Tendenz festgestellt werden konnte, dass die Oberflächenantigene CD90 

und CD105 in den Meningeomen weniger stark exprimiert sind als in den Kontrollen. Des 

Weiteren erfolgte der Vergleich der Expressionslevel der drei Oberflächenantigene anhand 

der drei verschiedenen WHO-Grade (Abb. 9b). Auch bei Aufschlüsselung der Tumore in 

die drei WHO-Grade blieb die Tendenz zu einer moderat erniedrigten Expression von CD90 

und CD105 in den Tumoren im Vergleich zu ihrem Ausgangsgewebe (Kontrolle) bestehen, 

welche jedoch wiederum keine statistische Signifikanz erreichte. Ein Unterschied der 
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Expressionslevel innerhalb der verschiedenen WHO-Grade konnte aber weder für CD90 

noch für CD73 oder CD105 festgestellt werden. 

 

Abb. 9: Darstellung der Expressionslevel von CD73, CD90 und CD105  

a) in der Kontrolle und den Meningeomen insgesamt 

b) in der Kontrolle und den WHO-Graden I, II und III von Meningeomen 

Die relative Expression wurde normiert auf das Referenzgen ß2-Mikroglobulin. 

 

 

Abhängigkeit der Membranproteine vom NF2-LOH-Status 

 

NF2/Merlin ist der bedeutsamste Tumorsuppressor in Meningeomen und in ungefähr der 

Hälfte dieser Tumoren inaktiviert. Um der Frage nachzugehen, ob es auch einen 

Unterschied der Expressionslevel der Oberflächenantigene zwischen Meningeomen mit und 

ohne LOH gibt, wurden weitere 14 Tumorproben untersucht, deren LOH-Status im Gen 

NF2 bekannt war. Von diesen 14 Tumorproben gehörten 8 WHO-Grad I Meningeomen an 

und 6 WHO-Grad II Meningeomen. 
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Zunächst erfolgte die Untersuchung der Expression der NF2-mRNA in Abhängigkeit des 

NF2-LOH-Status (Abb. 10). Es zeigte sich – wie erwartet – eine signifikant geringere 

Expression der mRNA in der Tumorgruppe mit LOH, was die Funktionalität dieses LOH 

untermauerte.  

 

Abb. 10: Darstellung der Expressionslevel der Oberflächenantigene in Abhängigkeit vom 

NF2-LOH-Status 

Die relativen Expressionslevel waren normiert auf ß2-Mikroglobulin. 

 

Als nächstes wurden nun die Oberflächenantigene CD73, CD90 und CD105 analysiert. Wie 

in Abbildung 11 dargestellt, schien CD105 zwar in Tumoren mit NF2-LOH höher 

exprimiert zu werden, jedoch erreichte diese Differenz bei der verfügbaren Anzahl von 

Tumoren mit bekanntem LOH-Status keine statistische Signifikanz. Ebenfalls keine 

Signifikanz erreichte die sich andeutende erniedrigte Expression von CD73 und CD90 in 

der LOH-positiven Gruppe. Auch zeigte sich über alle analysierten Tumore hinweg keine 

signifikante lineare Korrelation, ob positiv oder invers, zwischen der mRNA-Expression der 

genannten Membranproteine und derjenigen von NF2/Merlin. Insgesamt ließ sich damit 

nicht zweifelsfrei eine Assoziation zwischen NF2/Merlin und den Membranproteinen 

nachweisen.  
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Abb. 11: Darstellung der Expressionslevel der Oberflächenantigene in Abhängigkeit vom 

NF2-LOH-Status, unterteilt nach CD73, CD90 und CD105 

Die relativen Expressionslevel waren normiert auf ß2-Mikroglobulin. 

 

 

 

Synchroner Verlust von CD73 und NF2/Merlin in fibroblastischen Meningeomen 

 

Wegen der auffälligen morphologischen Unterschiede zwischen den beiden histologischen 

Hauptgruppen innerhalb des WHO-Grades I, den meningothelialen und fibroblastischen 

Meningeomen, sowie aufgrund der diskutierten höheren Migrations- und Invasionsneigung 

der letztgenannten wurde ein präziserer Vergleich dieser beiden Subtypen aus den bereits 

vorhandenen PCR-Daten berechnet. 

Dazu wurden selektiv meningotheliale und fibroblastische Meningeome hinsichtlich der 

Expressionslevel für NF2/Merlin, CD73, CD90 und CD105 miteinander verglichen 

(Abb.12). Bei dem meningothelialen Subtyp waren die Expressionslevel für NF2/Merlin, 

CD73 und CD90 höher, wobei der Unterschied für NF2/Merlin signifikant war (Abb.12a). 

Für CD105 zeigte sich ein marginal höheres Expressionslevel bei dem fibroblastischen 

Subtyp, jedoch ohne Signifikanz (Abb.12b).  
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Abb. 12: Darstellung der Expressionslevel der Oberflächenantigene in meningothelialen und 

fibroblastischen Meningeomen 

a) NF2/Merlin 

b) CD73, CD90 und CD105 

Die relativen Expressionslevel waren normiert auf ß2-Mikroglobulin. 

 

Das signifikante Absinken der mittleren Expression von Merlin-mRNA im fibroblastischen 

Subtyp verbunden mit der allerdings nicht signifikanten Abnahme von mRNA für CD73 

und CD90 erweckte den Verdacht einer Beziehung zwischen diesen Proteinen. Es wurde 

daher selektiv für diese beiden häufigsten Subgruppen der benignen Meningeome (und 

damit der Meningeome insgesamt) überprüft, ob eine positive Korrelation zwischen diesen 

mRNA-Spezies bestand. Während dies für CD90 nicht zutraf, zeigte CD73 eine signifikante 

lineare Korrelation nach Pearson mit NF2/Merlin (Koeffizient 0,55, p < 0,05 Abb. 13). 

NF2/Merlin und CD73 verhalten sich also offenbar synchron beim Übergang vom 

meningothelialen zum aus stärker elongierten Zellen bestehenden fibroblastischen Subtyp. 
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Eine gleichgerichtete Funktion bei Zell-Zell-Kontakten und Migration kann diskutiert 

werden (Diskussion 4.3.3), bedarf aber weiterer experimenteller Überprüfung. 

 

Abb. 13: Darstellung der Korrelation der Expressionslevel von CD73 und NF2-mRNA  
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4 DISKUSSION 

 

Ein erstes Ziel der Arbeit war es, zu prüfen, ob sich funktionelle, das heißt den Kriterien 

der ISCT gehorchende, MSC in humanen Meningeomen der beiden häufigsten Subtypen, 

also in meningothelialen und fibroblastischen Tumoren des WHO-Grades I nachweisen 

lassen. Ein zweites Ziel war die genauere Analyse der Expression der drei Membranproteine 

CD73, CD90 und CD105 in Abhängigkeit vom WHO-Grad und dem genauen histologischen 

Subtyp.  

 

4.1 DISKUSSION DER ERGEBNISSE – SUCHE NACH MSC IN 

MENINGEOMEN  

4.1.1 Das erste Kriterium der ISCT – Adhärenz der Zellen  

 

Zunächst galt es, MSC in Meningeomen nachzuweisen. Nach den ISCT-Kriterien gilt die 

Adhärenz an unbeschichteten Plastikoberflächen als leicht nachzuweisende, für MSC aber 

zwingend notwendige Eigenschaft, weshalb sie von uns zuerst getestet wurde. Es zeigte 

sich, dass die bei Meningeomzellen übliche Adhärenz an Plastikoberflächen auch unter 

dem lipogenen Differenzierungsmedium nicht verlorenging, sodass von dieser Seite die 

Grundvoraussetzung für MSC erfüllt war und in diesen Kulturen dann sinnvoll nach der 

Expression der Oberflächenantigene und nach Fettzellen gesucht werden konnte. Da zwar 

alle Membranantigene, jedoch keine Adipozyten gefunden wurden, ließen sich somit keine 

funktionellen MSC nachweisen. MSC sind nach diesem Befund zumindest keine regelhaften 

Komponenten der beiden häufigsten Menigeomgruppen. Allein basierend auf den Befunden 

der vorliegenden Arbeit kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass zum Beispiel 

seltene Subgruppen MSC enthalten. 

Bisher haben sich nur wenige Studien mit dem Nachweis der Existenz von MSC in 

Meningeomen beschäftigt [118, 132, 133]. Auch die Studie von Lim et al. (2013) konnte 

die Adhärenz der MSC-ähnlichen Zellen zeigen. Hier wurde die Spindelzellmorphologie der 

MSC-ähnlichen Zellen zur Unterscheidung der verschiedenen Zelltypen herangezogen [133]. 
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Da Meningeome Tumore mit mesenchymalen Charakteristika sind, die per se einen hohen 

Anteil an Spindelzellen aufweisen, erscheint das Kriterium der Spindelzellmorphologie in 

diesem Fall wenig diskriminierend. Die Spindelzellform von MSC oder MSC-ähnlichen 

Zellen kann jedoch wichtige Hinweise zur morphologischen Unterscheidung von MSC und 

z.B. Zellen der hämatopoetischen Reihe im Knochenmark liefern, da letztere eher rund 

sind. Außerdem konnte bereits nachgewiesen werden, dass mesenchymale Tumorzellen und 

MSC eine hohe phänotypische sowie molekulare Ähnlichkeit zeigen, weshalb die 

Spindelzellmorphologie der Meningeome hypothetisch durch die Spindelzellform der MSC 

hervorgerufen sein kann [73]. Beide Tatsachen erhärten den Verdacht auf die Anwesenheit 

von MSC oder MSC-ähnlichen Zellen in Meningeomen. MSC-ähnliche Zellen, die Lim et. 

al (2013) in ihrer Untersuchung in 20 % der WHO-Grad II Meningeome nachweisen 

konnten, sind für die Autoren Zellen, die den MSC, die aus dem Knochenmark stammen, 

ähnlich sind und in der Tumorzellumgebung, hier in Meningeomen, zu finden sind.  

 

4.1.2 Das zweite Kriterium der ISCT – Differenzierbarkeit 

 

Die anschließend durchgeführte adipogene Differenzierung der Primärkulturen und 

Zelllinien IOMM-Lee und BenMen-1 erfolgte zur Überprüfung eines weiteren Kriteriums 

der ISCT. Während der Differenzierung konnten morphologische Veränderungen der Zellen 

festgestellt werden, wie etwa eine Elongation und die vermehrte Bildung 

konfokalmikroskopisch gut erfassbarer dünner, teils verzweigter Zytoplasmaausläufer und 

die vermehrte Bildung von Filipodien an den Zellrändern. Lipidtröpfchen konnten nach 

Färbung mit Sudanrot 7B allerdings nicht dargestellt werden. Damit konnte dieses 

Minimalkriterium für den MSC-Nachweis nicht erbracht werden.  

Immerhin kann aus der Zusammenschau der vorliegenden Arbeit mit derjenigen von Lim 

et al. (2013) abgeleitet werden, dass MSC wahrscheinlich in den besonders häufigen 

histologischen Formen der Meningeome des WHO-Grades I nicht regelhaft vorkommen 

[133, 134], denn die Studie von Lim et al. (2013) konnte allen Minimalkriterien der ISCT 

genügende MSC nur in ca. 20 % der Meningeome des WHO-Grades II nachweisen. Diese 

Zellen werden in der genannten Studie als MSC-ähnliche Zellen beschrieben, da MSC aus 

anderen Geweben den MSC, die aus dem Knochenmark stammen und gewonnen werden, 

ähnlich sind [134].  
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4.1.3 Das dritte Kriterium der ISCT – Nachweis der Oberflächenantigene CD73, 

CD90 und CD105  

 

Die Expression aller drei mRNAs der MSC-relevanten Oberflächenmarker konnte in der 

vorliegenden Arbeit in Primärkulturen (WHO-Grad I) und auch in etablierten 

Meningeomzelllinien gewonnen aus Tumoren der WHO-Grade I und III nachgewiesen 

werden. Aufgrund des fehlenden Nachweises lipogener Differenzierbarkeit war der 

Nachweis einer Co-Lokalisation dieser Proteine in der Plasmamembran der gleichen Zellen 

verzichtbar. Auch ist die Co-Lokalisation in allen Zellen kein zwingendes MSC-Kriterium, 

sondern nur das gleichzeitige Auftreten der Antigene in der Kultur. Zudem konnte für 2 % 

der Meningeom-Zellkulturen das synchrone Auftreten aller drei MSC-typischen 

Oberflächenantigene schon per Immunfluoreszenz-Färbung und nachfolgender 

FACS-Analyse (fluorescence-activated cell sorting, Fluoreszenz-aktivierte 

Durchflusszytometrie) in der Arbeitsgruppe des Instituts für Neuropathologie gezeigt 

werden [135].  

Da alle drei relevanten Oberflächenantigene (CD73, CD90 und CD105) von Lim et al. 

[133] und in der vorliegenden Arbeit auch in den quantitativ vorherrschenden 

Meningeomen des WHO-Grades I gefunden werden konnten, scheint eine Rolle dieser 

Membranproteine für diese Tumorentität auch außerhalb von MSC denkbar. Die 

Oberflächenantigene CD90 und CD105 konnten bereits in höhergradigen Meningeomen 

nachgewiesen werden. Während CD90 in atypischen Meningeomen sowie deren Metastasen 

nachgewiesen werden konnte, ist CD105 in rhabdoiden Meningeomen des WHO-Grades III 

detektierbar [118, 132]. Während MSC also bei den insgesamt relativ seltenen, aber  

aggressiven Tumoren des WHO-Grades II zu 20 % nachgewiesen wurden [133] und bei den 

ebenfalls selteneren und aggressiven Meningeomen des WHO-Grades III bislang nicht 

vollständig nach allen Kriterien der ISCT untersucht wurden, gibt es bislang keinen 

überzeugenden Hinweis für ihr Auftreten in den meisten verbreiteten Formen des 

Meningeoms. Von Interesse wäre vor allem eine gründlichere Untersuchung des 

WHO-Grades III, um zu klären, ob MSC vielleicht grundsätzlich mit steigender Malignität 

häufiger aus Meningeomen isolierbar sind oder ob atypische Meningeome einen Sonderfall 

darstellen. 
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4.2 DISKUSSION DER ANGEWENDETEN METHODE 

Es ist nicht völlig auszuschließen, dass in der vorliegenden Arbeit der Nachweis von MSC 

in den verbreiteten Meningeomformen auch an technischen Fallstricken gescheitert sein 

könnte. So gestaltete sich die Differenzierung der Zellen in den Primärkulturen schwierig, 

da das Wachstumspotenzial mit zunehmender Passagenzahl rasch abnahm. Aus der 

Notwendigkeit zur initialen Generierung einer hinreichenden Zellzahl für die 

Differenzierungsversuche resultierte der Zwang zu recht hohen Teilungsverhältnissen bei 

den ersten Aufteilungen der Primärkulturen auf neue Flaschen noch vor der 

Differenzierungsphase, die mit P4 begann. Daher könnten die eventuell enthaltenen MSC 

bereits so viele Zellteilungen vor Umsetzen in das Differenzierungsmedium durchlaufen 

haben, dass ihre Differenzierungsfähigkeit schon eingeschränkt oder erloschen war, wie 

dies auch bei MSC aus anderen Quellen bei zu spät einsetzender Differenzierung geschehen 

kann. 

So konnte im Rahmen der adipogenen Differenzierung von MSC aus dem Knochenmark 

neben einer Verlangsamung des Wachstumsverhaltens zusätzlich eine verkürzte 

Überlebenszeit der zu differenzierenden Zellen im Differenzierungsmedium festgestellt 

werden [134]. Hier betrug die längste Überlebenszeit der Zellen bei der adipogenen 

Differenzierung 22 Verdopplungen der Zellzahl, was laut Banfi et al. [134] der P3 

entspricht.  

Die Erfahrungen von Banfi et al. [134] decken sich mit den Ergebnissen meiner Arbeit. 

Auch in der vorliegenden Arbeit konnte bei der Differenzierung der Primärkulturen eine 

Verlangsamung des Wachstumsverhaltens festgestellt werden. Die Differenzierung erfolgte 

hier allerdings erst von P4 bis P7, da zunächst eine für die Differenzierung ausreichende 

Zellzahl generiert werden musste. Es gibt demnach das grundsätzliche Problem, dass bei 

Verwendung von Geweben, die keine reichen Quellen von MSC sind, wie zum Beispiel 

Knochenmark, der Zwang zur initialen Proliferation der Primärkulturen leicht dazu führen 

kann, dass das passende Zeitfenster für eine Differenzierung verpasst wird. Tatsächlich in 

geringer Zahl im Explantat vorhandene MSC können so leicht übersehen werden.  

Nach Banfi et al. (2000) war z.B. ab der dritten Passage nicht nur das 

Proliferationspotenzial ausgeschöpft, sondern auch die Differenzierbarkeit hatte 

abgenommen und eine Differenzierung war zum Schluss nicht mehr möglich. Aus diesem 

Grund besteht die Möglichkeit, dass die verwendeten Primärkulturen trotz allem MSC 
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enthalten, diese aber aufgrund des späten Differenzierungsbeginns nicht differenziert 

werden konnten. Daneben besteht außerdem die Möglichkeit, dass die MSC in den 

Primärkulturen enthalten sind, aber aufgrund des geringen prozentualen Anteils in den 

Primärkulturen durch die stärker vertretenen Zellpopulationen überwachsen wurden. 

Lim et al. (2013) gelang es bei 30 % der Meningeome des WHO-Grades II, eine osteogene, 

chondrogene und adipogene Differenzierung zu erreichen. Auch in dieser Studie gestaltete 

sich die adipogene Differenzierung schwierig, denn das einzige zu diesem Zeitpunkt noch 

möglicherweise MSC enthaltende Meningeom des WHO-Grades I konnte nicht adipogen 

differenziert werden [133]. Obwohl sich die Autoren selbst nicht weitergehend zu diesem 

Punkt äußern, lässt sich vermuten, dass dies dem häufigen Passagieren der Kultur 

geschuldet sein könnte. Nach Abschluss aller Untersuchungen kamen die Autoren zu dem 

Schluss, dass sich in 20 % der WHO-Grad II Meningeome MSC-ähnliche Zellen, wie Lim 

et al. (2013) alle MSC nennen, die nicht aus dem Knochenmark stammen, nachweisen 

ließen. Dies entspricht der gleichen Menge, die die gleiche Arbeitsgruppe auch in 

WHO-Grad II Gliomen nachweisen konnte [136].  

Letztendlich bleibt die Möglichkeit bestehen, dass MSC oder MSC-ähnliche Zellen auch in 

Meningeomen des WHO-Grades I zu finden sind, diese durch den in der vorliegenden Arbeit 

verwendeten Versuchsaufbau aber nicht nachweisbar waren.  

 

4.3 VIELFÄLTIG DISKUTIERTE FUNKTIONEN HUMANER MSC IN 

TUMOREN 

 

Eine interessante Frage ist es, ob Zellen mit vollständigem oder partiellem MSC-Charakter 

selbst für die Proliferation eines mesenchymalen Tumors wesentlich sein könnten. Im 

Tierexperiment wäre daher nach ihrer Tumorigenität als Xenotransplantat zu fragen. 

Lim et al. (2013) injizierten daher ihre aus humanem Meningeomgewebe des WHO-Grades 

II gewonnenen MSC-ähnlichen Zellen als Xenotransplantate in den rechten Frontallappen 

von Mäusen. Nach 200 Tagen erfolgte die histologische und immunhistochemische 

Untersuchung der Hirne. Es wurden keine Meningeome nachgewiesen. Kritisch könnte 

angemerkt werden, dass diese Art der Xenotransplantation in das Hirngewebe nicht ideal 
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ist. Potenziell Meningeome auslösende Zellen sollten idealerweise subarachnoidal platziert 

werden, das heißt, nur zwischen Unterseite der Kalotte und der Hirnoberfläche, da dieser 

Ort eher orthotop für Meningeome ist. Diese Vorgehensweise ist praktikabel und zum 

Beispiel in der Arbeitsgruppe des Instituts für Neuropathologie etabliert [137, 138]. 

Aufgrund der eingeengten Platzverhältnisse im Schädel wählten aber einige Autoren auch 

für Meningeom-Xenotransplantate die Injektion in das Hirngewebe, um eine Kaverne zu 

schaffen, die auch ohne Druckausgleich höhere Volumina, also mehr Zellen, aufnehmen 

kann. Es ist nicht völlig auszuschließen, dass dieses Vorgehen ein negatives Ergebnis 

beeinflusst haben kann. Zum anderen besitzen selbst maligne Meningeomzellen des 

WHO-Grades III eine dramatisch unterschiedliche Proliferationspotenz im Schädel von 

Mäusen [138] und benigne Meningeomzellen wachsen nach Erfahrung der Arbeitsgruppe 

grundsätzlich nicht in Mäusen an, zumindest nicht ohne artifizielle Immortalisierung der 

Zellen, sodass zunächst eine stabile Zelllinie entsteht (wie bei BenMen-1), die dann auch 

gegebenenfalls als Xenotransplantat in immundefizienten Mäusen wächst. [139] Aus 

diesem Grund liefert der Negativbefund von Lim et al. (2013) ein nur äußerst schwaches 

Argument gegen eine Rolle der MSC-ähnlichen Zellen bei Zellerneuerung und 

Größenwachstum der Tumore.  

Die Funktion von MSC ist genauso wie deren Anwesenheit in Meningeomen Gegenstand 

der Forschung. Man kann nicht ohne weiteres davon ausgehen, dass MSC in Meningeomen 

nicht tumorigen sind, wie es beispielsweise MSC aus dem Knochenmark sind. Die 

Eigenschaften der MSC sind vielfältig. Neben Regeneration und Reparatur sind MSC in 

manchen Tumorentitäten ebenfalls in der Lage, als TAF Tumorwachstum, Metastasierung, 

Angiogenese und Wiederauftreten von Tumoren zu beeinflussen. Als TAF besitzen MSC 

tumorigene Eigenschaften und sind nicht mehr als MSC nachweisbar, da sie, wie bereits 

oben erwähnt, durch das Homing den TAF-Phänotyp annehmen können [71]. In 

Magenkarzinomen konnte nachgewiesen werden, dass 20 % der TAF durch Differenzierung 

von MSC entstanden sind [70]. Sowohl bei Regeneration und Reparatur als auch als TAF 

sind MSC in den Tumoren enthalten, die aufgrund der phänotypischen Veränderung bzw. 

der Differenzierung in TAF nicht mehr durch adipogene Differenzierung nachweisbar sind. 

Auch in Meningeomen besteht die Möglichkeit, dass MSC enthalten sind, die aufgrund 

phänotypischer Veränderungen nicht nachweisbar sind. Ohne das zusätzliche Kriterium der 

fehlenden Tumorigenität hätten Lim et al. (2013) in 30 % der WHO-Grad II Meningeome 

MSC-ähnliche Zellen nachgewiesen [133]. Weiterhin wird vermutet, dass MSC ihre 
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Funktion an ihre Mikroumgebung anpassen können. Es konnte gezeigt werden, dass MSC 

in Glioblastomen die Wirkung der TAF sogar verstärkt haben [140]. Im Zusammenhang 

mit Melanomzellen wurden MSC für die Tumorneubildung verantwortlich gemacht [75] 

und ebenso für die Metastasierung bei einem Mammakarzinom [76]. Die fehlende 

Tumorigenität von MSC kann also nicht als Kriterium für oder gegen das Vorhandensein 

von MSC genutzt werden.  

Bisher konnten MSC nur in höhergradigen Tumoren detektiert werden, sodass die 

Vermutung nahe liegt, dass sie tatsächlich ausschließlich in höhergradigen Tumoren zu 

finden sind. Unterstützt wird diese Theorie durch den Nachweis von CD105 in der 

aggressiveren, das heißt im Xenotransplantat deutlich besser tumorigenen Zellfraktion von 

rhabdoiden Meningeomen des WHO-Grades III sowie durch den Nachweis der Expression 

von CD90 in atypischen Meningeomen und deren Metastasen [118, 132]. Es besteht also 

die Möglichkeit, dass die höheren Rezidiv- und Metastasierungsraten höhergradiger 

Tumoren (WHO-Grad II und III) im Zusammenhang mit MSC stehen [34]. 

 

4.4 DIE POTENZIELLE ROLLE VON CD73, CD90 UND CD105 IN 

MENINGEOMEN 

4.4.1 Fehlende Assoziation mit biologischer Aggressivität  

 

Aufgrund der eindeutigen mRNA-Präsenz aller drei Membranproteine in allen humanen 

Meningeomgeweben (n = 34) und allen kultivierten Meningeomzellen in der vorliegenden 

Arbeit blieb die Vermutung einer funktionellen Rolle für die Tumoren bestehen, die 

unabhängig ist vom MSC-Charakter der Zellen. Diese Vermutung erhärtete sich umso 

mehr, da sich echte MSC offenbar nur in einer kleinen Teilmenge der seltenen 

höhergradigen Meningeome fanden [133]. Aus diesem Grund wurde die quantitative 

Verteilung der drei mRNAs in verschiedenen Meningeom-Subtypen genauer analysiert. 

Zunächst wurde analysiert, ob entweder die Tumorbildung selbst oder die Entwicklung 

eines Tumors höheren Grades das Expressionsmuster verändert. Hierzu wurden 20 

WHO-Grad I, II und III Meningeome mit 8 Proben von Meningen mittels einer real-time 

RT-PCR verglichen. In allen Proben konnten alle Oberflächenmarker nachgewiesen 

werden. Es bestanden keine signifikanten Unterschiede in der Höhe der Expressionslevel. 
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Das lässt darauf schließen, dass die biologische Aggressivität des Tumors in keiner Weise 

mit dem relativen Expressionslevel dieser Antigene assoziiert ist.  

Für CD73 liegt das relative Expressionslevel bei Normierung auf ß2-Mikroglobulin sowohl 

für die Kontrolle als auch für alle WHO-Grade bei rund 0,07 und für CD90 bei allen 

WHO-Graden bei 0,04. Allein CD105 zeigt ein diskret höheres relatives Expressionslevel 

bei den WHO-Grad I Meningeomen mit 0,24 im Vergleich zu den WHO-Grad II und III 

Meningeomen mit 0,16, wobei diese Differenz nicht signifikant ist. 

 

4.4.2 Positive Assoziation von CD73 (NT5E) mit NF2/Merlin 

 

Die häufigste genetische Veränderung ist bei Meningeomen im NF2-Gen zu finden. In 

50-60 % der sporadischen und bei der Mehrheit der NF2-assoziierten Meningeome findet 

sich ein LOH. Ein positiver NF2-LOH-Status tritt in Meningeomen aller WHO-Grade auf, 

wobei er deutlich häufiger in fibroblastischen Meningeomen als in meningothelialen 

Meningeomen zu finden ist [7]. Die Mutation des NF2-Gens stellt einen molekularen 

Subtyp der Meningeome dar und kann zur Entstehung der Meningeome beitragen. Man 

kann folglich NF2-abhängige von NF2-unabhängigen Meningeomen unterscheiden. Andere 

Mutationen, wie Mutationen in TRAF7, KLF4, AKT1 und SMO treten fast ausschließlich 

in NF2-unabhängigen Meningeomen auf und finden sich vergleichsweise selten [141], sieht 

man von der erstaunlichen Dominanz von AKT1-Mutationen bei einer bestimmten 

Tumorlokalisation, der Schädelbasis, ab [142]. Der LOH kann daher einen 

Meningeomgeneseweg darstellen, was unterstützt wird dadurch, dass die Progression von 

Meningeomen mit einem positiven NF2-LOH-Status im Mausmodell gezeigt werden konnte 

[143]. Weiterhin können Meningeome durch lokalen meningealen Knockout des Gens NF2 

in Mäusen induziert werden, was auch tierexperimentell die essentielle Bedeutung dieses 

Gens bei der Meningeomgenese beweist [144].  

Daher war es interessant, der Frage nachzugehen, ob ein Zusammenhang zwischen dem 

NF2-LOH-Status oder der Expression von NF2/Merlin-mRNA und dem Expressionslevel 

der Oberflächenantigene CD73, CD90 und CD105 besteht bzw., ob es eine Abhängigkeit 

der Expressionslevel der Oberflächenantigene von dem histologischen Subtyp der 

Meningeome des WHO-Grades I gibt, die sich in der Häufigkeit von NF2-LOH 

unterscheiden.  
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Auch in der vorliegenden Arbeit konnte bestätigt werden, dass NF2 in Meningeomen mit 

positivem NF2-LOH-Status ein signifikant niedrigeres Expressionslevel als in Meningeomen 

mit negativem NF2-LOH-Status hat. Gerade dieses Ergebnis zeigt die gute Eignung der 

einfach durchführbaren real-time RT-PCR zur funktionellen Beurteilung des Gens NF2, 

wenn der LOH-Status in einer Tumorprobe unbekannt ist oder per PCR technisch schwer 

bestimmbar (etwa aufgrund besonders ähnlicher Allele der zum LOH-Nachweis nutzbaren 

flankierenden DNA-Repeats). Zudem ist die Quantifizierung der NF2-mRNA auch allein 

deshalb ein gutes zusätzliches Kriterium, weil die epigenetische Regulation eine Rolle 

spielen kann, inklusive einer Promotor-Methylierung [145, 146]. Auch auf DNA-Ebene 

finden sich neben Monosomie für Chromosom 22 bzw. Stückverlusten 22q, also der 

Heterozygotieverlust (LOH) am NF2-Locus in ungefähr der Hälfte der Tumore, häufig 

auch kleinere Mutationen des zweiten Allels, wie kleine Insertionen, Nonsense-Mutationen, 

kleine Deletionen oder Splice-Mutationen [7, 147], wobei die funktionelle Inaktivierung des 

Merlins proliferationsfördernd und apoptosehemmend wirkt.  

Weiterhin konnte bestätigt werden, dass fibroblastische Meningeome ein signifikant 

niedrigeres Expressionslevel für NF2 haben im Vergleich zu meningothelialen. Sowohl der 

gefundene Zusammenhang zwischen LOH-Status und mRNA als auch die verminderte 

Genexpression im fibroblastischen Subtyp bestätigen bereits bekannte Ergebnisse [7].  

In Abbildung 12 (3.2, S. 41) hat es den Anschein, dass auch die mRNA der 

Membranproteine CD73 und CD90 in diesem Subtyp erniedrigt ist, wenngleich diese bei 

der verfügbaren Zahl von Tumoren dieser Histologie nicht statistisch gesichert wurde. Es 

konnte jedoch gezeigt werden (Abb. 13, S. 42), dass innerhalb der häufigen Tumore des 

WHO-Grades I (meningotheliale und fibroblastische Meningeome) die mRNA-Level von 

CD73 und NF2/Merlin linear positiv korreliert sind (Koeffizient 0,5, p < 0,05). Dies erlaubt 

zumindest die Spekulation, dass hier ein in Tumor-Signalprozesse bekanntermaßen 

involviertes Membranprotein – CD73 in seiner Funktion als 5‘-Ectonukleotidease (NT5E) 

– und Merlin als molekulare Brücke zwischen kortikalem Aktin-Zytoskelett und 

Membranproteinen eine Funktionsbeziehung haben könnten. Ihre synchrone 

Herabregulation könnte gemeinsam morphogenetische Prozesse beeinflussen, die eine 

fibroblastische Morphologie begünstigen. Es wäre besonders zu überlegen, ob ein 

gemeinsames Agieren dieser beiden Proteine in Bezug auf Zell-Zell-Kontakte und 

Migrationsfähigkeit denkbar wäre.  
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4.5 MÖGLICHE FUNKTIONELLE BEZIEHUNG ZWISCHEN CD73 

(NT5E) UND MERLIN 

4.5.1 Hinweise zu einer Rolle von NT5E für Malignität, Zytoskelett und Zell-

Zell-Kontakte 

 

NT5E gehört zu einer Familie von Membranglykoproteinen, die normalerweise eine eher 

gleichmäßige Verteilung in der Plasmamembran aufweisen und von daher nicht 

augenscheinlich mit Zell-Zell-Kontakten assoziiert sind. Oftmals wurde in Tumoren eine 

erhöhte Expression [91, 92, 93] oder eine positive Assoziation mit höheren Tumorgraden 

und Metastasierung gefunden [92]. Allerdings ist die Datenlage uneinheitlich, da es auch 

durchaus umgekehrt einige Tumorentitäten gibt, bei denen ein relativer Verlust von NT5E 

in den höhergradigen Tumoren mit kürzerer medianer Überlebenszeit gefunden wurde. Dies 

gilt auch für die beiden von Bowser et al. (2016) untersuchten Entitäten, das 

Endometriumkarzinom und einen Subtyp des Ovarialkarzinoms [148]. Es wurde über 

vielfältige Funktionen des von NT5E generierten extrazellulären Adenosins in Tumoren 

diskutiert, die über die am besten bekannte immunmodulatorische Funktion hinausgehen 

und stattdessen direkt Eigenschaften von Tumorzellen betreffen [148]. Dazu gehört auch 

zum Beispiel die Metastasierung von Karzinomen. Da in den bislang im Hinblick auf NT5E 

hauptsächlich analysierten Tumoren Merlin keine wesentliche Rolle zu spielen scheint, 

bestand in der Literatur bislang wenig Anlass, nach einer möglichen Verbindung beider 

Proteine zu fragen. Es fällt jedoch auf, dass das in Meningeomen sehr wichtige Merlin in 

seiner bekanntesten Funktion eine enge Assoziation zur Plasmamembran hat, obwohl es 

selbst kein Membranprotein ist. Allerdings heftet es an in der Peripherie der Zelle liegende 

subkortikale F-Aktin-Filamente und an der zytoplasmatischen Seite von Membranproteinen 

an [149]. Es bildet somit eine für morphologische Transformationsprozesse wichtige Brücke 

zwischen Membran und Zytoskelett. Dies ist eine der am längsten bekannten Funktionen. 

Ihr Verlust wird in Meningeomen mit dem Verlust strukturierter Zell-Zell-Kontakte 

(Adherens, Junctions, Desmosomen) in Verbindung gebracht [150]. 

In Endometriumkarzinomen wurden kürzlich interessante Befunde zu NT5E3 erhoben 

[148], die möglicherweise von Belang für seine Diskussion im Meningeom sind. Mit 

vielfältig sich ergänzenden und einander stützenden methodischen Ansätzen gelang den 

Autoren der Nachweis, dass diese Ecto-Nukleotidase eine wesentliche Rolle für 

Zell-Zell-Kontakte und das F-Aktin-Zytoskelett besitzt. Damit rückt ein denkbarer 
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gemeinsamer Wirkungsort für NT5E und Merlin deutlicher in den Fokus. Der in der 

vorliegenden Arbeit berichtete synchrone Verlust beider Proteine im fibroblastischen 

Subtyp bzw. generell ihre positive Korrelation erscheinen demnach in neuem Licht. Zum 

jetzigen Zeitpunkt bleibt jedoch noch offen, ob die im Endometriumkarzinom gemachten 

Beobachtungen gegebenenfalls einen Spezialfall der NT5E-Funktion darstellen, der so nicht 

auf andere Tumorzellen übertragbar ist. Hier bleibt die weitere Forschung abzuwarten. 

Immerhin ist die Datenlage an diesen speziellen Zellen überzeugend. 

Die Autoren fanden zunächst eine unerwartete Konzentration von NT5E-Protein und 

entsprechender Ecto-Nucleotidase-Aktivität auf Zell-Zell-Kontakte in ihren kultivierten 

Tumorzellen. Diese Konzentration auf Membranzonen innigen Zell-Zell-Kontaktes oder 

zumindest die Expression von NT5E auch in diesen Bereichen wurde in der vorliegenden 

Arbeit bzw. insgesamt in der Arbeitsgruppe des Instituts für Neuropathologie am 

Meningeom noch nicht untersucht. Dies wäre in Zukunft mittels Immunfluoreszenz 

nachzuholen, ebenso wie eine Analyse der verschiedenen Klassen im ZNS ubiquitärer 

Adenosin-Rezeptoren in den Meningeom-Subtypen. Bislang wurde in der Arbeitsgruppe 

nur – wie erwähnt – per FACS-Analyse die Co-Expression der drei MSC-Marker 

nachgewiesen, d. h. an trypsinisierten und isolierten Meningeomzellen, nicht jedoch die 

Verteilung in Primärkulturen oder humanen Meningeomgeweben. Im Falle der 

Endometriumkarzinomzellen fanden die Autoren eine Expression von NT5E im Bereich der 

interzellulären Filipodien bzw. Membranzipper [148]. 

Des Weiteren zeigten funktionelle Experimente, dass das von NT5E generierte 

extrazelluläre Adenosin über Adenosin-A1-Rezeptoren positiv in die Polymerisation des 

F-Aktins in diesen interzellulären Kontaktzonen eingriff. Dadurch war eine plausible 

Indizienkette generiert, auf welche Weise hier ein Verlust von NT5E zu einem 

beobachtbaren Verlust von Zell-Zell-Kontakten führte. 

Wenngleich viele Fragen offenbleiben, wäre dennoch eine genauere Analyse eines 

potenziellen Zusammenhangs von NT5E, Adenosinrezeptoren, Merlin und F-Aktin in 

Meningeomen angezeigt. Für eine Reihe von Tumorentitäten mit Verlust von NT5E könnte 

folgende Hypothese aufgestellt werden: Die resultierende Abnahme an lokal verfügbarem, 

extrazellulären Adenosin führt über die verminderte Aktivierung von Adenosin-Rezeptoren 

auf den Tumorzellen selbst zu einem Eingriff in das Aktin-Zytoskelett über unterschiedliche 

Signalkaskaden, der Zell-Zell-Kontakte inhibiert und Migration fördert. Die Förderung 
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eines stärker migratorischen und invasiven Phänotyps konnten Bowser et al. (2016) [148] 

auch an ihrem Modell zeigen, da ein Knockdown von NT5E Migrations- und 

Invasionsfähigkeit von Endometriumzellen induzierte. Sehr interessant wäre es somit, ob 

künftig eine Brücke geschlagen werden kann von dem oben geschilderten Komplex zu 

Merlin. Denn es ist bekannt, dass auch die funktionelle Ausschaltung von Merlin in 

Meningeomzellen nicht nur zu einem Verlust der Kontaktinhibition führt, sondern die 

Zellen in diesen Foci auch einen Verlust der geordneten Zell-Zell-Kontakte zeigen, nebst 

einem mehr fibroblastischen, elongierten Erscheinungsbild und einem gestörten 

Aktin-Zytoskelett [150].  

 

4.5.2 NF2-Suppression hemmt NT5E-Expression in Meningeom- und 

meningealen Zellen 

 

Die in der vorliegenden Doktorarbeit vorgestellten Expressionsdaten auf mRNA-Ebene zu 

CD73, CD90 und CD105 wurden zwischenzeitlich publiziert [131] und dabei um einige 

Daten auf Proteinebene ergänzt. Gewebe-Microarrays (tissue microarrays, TMA) aus in 

Paraffin eingebetteten Stanzen zahlreicher Spenderblöcke (n=50) mit Meningeomgeweben 

aus Operationsgut bestätigten im Wesentlichen den Befund der Doktorarbeit auf 

Proteinebene, dass die drei Membranproteine in allen WHO-Graden ubiquitär exprimiert 

werden. Dabei waren in dem Gewebe-Mikroarray auch seltenere histologische Subtypen 

vertreten, wie atypische, angiomatöse und anaplastische Meningeome. Eine Auflistung der 

qualitativen Nachweisbarkeit der Immunpositivität nach Tumorgrad erbrachte eine 

Positivität aller Proteine in der großen Mehrheit der Tumore (69 %  - 100 %), ohne klare 

Tendenz nach WHO-Grad (Tabelle 1 der Publikation [131]). Die zuweilen fehlende 

Immunpositivität ist leicht durch mangelnde Sensitivität der Immunhistochemie im 

Vergleich zur quantitativen RT-PCR zu erklären. Western Blots konnten nur anekdotisch 

die Expression der drei Membranproteine in den Tumorgraden I und II bestätigen, aus 

Mangel an Fällen besonders höherer Grade mit Verfügbarkeit genügender Gewebemengen. 

Obwohl eine präzise quantitative Analyse auf Proteinebene somit nicht durchführbar war, 

konnte zumindest das ubiquitäre Vorkommen der Proteine bestätigt werden [131].  

Von besonderem Interesse sind jedoch die Ergebnisse zur Beziehung zwischen den 

mRNA-Leveln von NF2 und NT5E (CD73) an Zellkulturen. NT5E wurde nicht nur – wie 

NF2 – in einer Linie immortalisierter meningealer Zellen (AC, [151]) und in drei 
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Meningeom-Linien gefunden, sondern reagierte vor allem auffällig auf einen shRNA-

vermittelten, stabilen knockdown von NF2 (vgl. Abb. 2A, [131]). Von der in-vitro durch 

Telomerase und das Papillomvirus-Onkogen E6/E7 immortalisierten meningealen Zelllinie 

AC und von der ebenso immortalisierten Meningeom-Zelllinie Men [151] waren per shRNA-

Transfektion stabile Knockdowns der NF2-mRNA generiert worden (vgl. Abb. 2A, [131]), 

die auch im Western Blot reproduzierbar erniedrigte Merlin-Signale zeigten im Vergleich 

zu den Kontrolltransfektionen. Somit standen zwei Paare weitgehend syngener Zellen 

meningealen Ursprungs zur Verfügung mit moderatem, aber deutlichem Unterschied in der 

NF2-mRNA zwischen den jeweiligen shNF2- und den Kontrollzellen (jeweils ca. Faktor 2). 

Überraschend zeigte sich nicht nur in beiden Zellpaaren ein klarer Zusammenhang zwischen 

den mRNAs von NF2 und NT5E, sondern die Expression von NT5E brach in den Zellen 

mit NF2-Knockdown fast vollständig zusammen auf Werte von jeweils weniger als 0,1 % 

des Ausgangswertes (jeweils p ≤ 0,001) bei Normierung auf das Haushaltsgen GAPDH 

[131]. Dieses Resultat wurde im Wesentlichen bei Normierung auf das ebenfalls mitgeführte 

Referenzgen ß2-Mikroglobulin bestätigt. Es schien somit nicht durch Artefakte der PCR 

beeinflusst, zumal die Schmelzkurven einwandfrei waren. Da Transfektionen zweier 

unabhängiger Zelllinien meningealen Ursprungs diesen Effekt gezeigt hatten, sind auch 

zufällige Off-Target-Effekte der Transfektion weitgehend ausgeschlossen. Die Resultate 

erwecken den Anschein, als sei eine direkte Regulation der NT5E-Expression durch das 

Protein Merlin denkbar, welche dann auf einfache Weise die in der Doktorarbeit gefundene 

statistische Korrelation beider mRNAs in den humanen Tumoren erklären könnte. Das 

Protein Merlin hat viele Facetten und die molekularen Mechanismen seiner 

Tumorsuppressor-Wirkung sind weit weniger klar, als die bloße Tatsache seines 

Tumorsuppressor-Status. Möglicherweise könnte beim hier beobachteten Effekt die 

diskutierte Rolle von Merlin im Zellkern eine Rolle spielen [152]. Merlin in seiner 

dephosphorylierten und tumorsuppressiven Form ist in der Lage, in den Zellkern zu 

wandern und dort vor allem die CRL4DCAF1 E3 Ubiquitin-Ligase zu binden und zu 

inhibieren, auch mit Wirkung auf die Genexpression [152]. Trotz unstrittiger 

Tumorsuppressor-Funktion des Merlins wurde sein molekularer Mechanismus in 25 Jahren 

der Forschung nicht befriedigend aufgeklärt und die Bedeutung der Nukleus-Translokation 

ist weitgehend unklar. Der für Meningeome so bedeutsame Verlust funktionellen Merlins 

könnte via NT5E zusätzlich die Aktin-Polymerisation und Stabilität von Zell-Zell-

Kontakten beeinflussen, denn die Verbindung von NT5E zu diesen Prozessen wurde von 
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Bowser und Kollegen [148] an anderen Tumorzellen recht lückenlos dargestellt. In jedem 

Falle erscheint eine weitere Analyse des möglichen Regulationszusammenhanges beider 

Gene in Meningeomzellen sinnvoll. 

 

4.6 FAZIT 

 

Der Nachweis von MSC erfordert die Erfüllung der Kriterien der ISCT.  

In der vorliegenden Arbeit konnte zunächst die Adhärenz von Zellen auch nach Transfer 

primärer Meningeomkulturen in Differenzierungsmedium gezeigt werden, womit das erste 

Kriterium der ISCT erfüllt werden konnte. 

Im zweiten Schritt gelang der Nachweis der Oberflächenantigene CD73, CD90 und CD105 

in Meningeomen mit Hilfe der real-time RT-PCR. Diese konnte bestätigen, dass in den 

Meningeomen aller WHO-Grade sowie in den wichtigsten histologischen Subtypen alle drei 

MSC-typischen Oberflächenantigene vorkommen. Dass es keine signifikanten Unterschiede 

in der Höhe der relativen Expressionslevel der Oberflächenantigene gibt, zeigt, dass die 

biologische Aggressivität der Meningeome unabhängig von den MSC-typischen 

Oberflächenantigenen zu sein scheint.  

Die zur Erfüllung des dritten Kriteriums der ISCT durchgeführte adipogene Differenzierung 

gelang nicht. Morphologische Veränderungen sowie eine Verlangsamung des Wachstums 

der Primärkulturen und der Zelllinien IOMM-Lee und BenMen-1 konnten beobachtet 

werden. Beides wurde bereits durch Banfi et al. (2000) beschrieben [134]. Wegen des 

notwendigen häufigen Passagierens der Primärkulturen zur Generierung einer 

ausreichenden Zellzahl waren die Bedingungen für die Differenzierung deutlich erschwert. 

Weiterhin verlangt die ISCT nicht nur die adipogene Differenzierung, sondern auch die 

osteogene und chondrogene. Da aber bereits die adipogene Differenzierung nicht 

erfolgreich war, war es nicht sinnvoll, die beiden zuletzt genannten Differenzierungen 

durchzuführen.  

Insgesamt ließen sich demnach keine echten MSC nachweisen. 

Zwar zeigte sich keine statistisch signifikante Abhängigkeit eines der drei 

MSC-Oberflächenantigene vom Tumorgrad, jedoch fand sich eine bemerkenswerte 
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Assoziation zwischen NT5E (CD73) und NF2/Merlin. In den mit Abstand häufigsten 

histologischen Subtypen, nämlich den meningothelialen und fibroblastischen Meningeomen 

des WHO-Grades I, bestand eine signifikante positive Korrelation zwischen den beiden 

mRNAs. Die synchron niedrigere Expression dieser beiden mRNAs im fibroblastischen 

Subtyp erlaubt die Vermutung eines gemeinsamen Wirkortes in der Zelle mit 

morphogenetischem Potenzial. Aufgrund jüngster Literaturdaten zu NT5E an Tumorzellen 

bietet sich die Hypothese an, dass beide Proteine gemeinsam beteiligt sein könnten an der 

Auflösung geordneter Zell-Zell-Kontakte, der Generierung einer fibroblastischen 

Morphologie und einem erhöhten Migrationspotenzial der Zellen. Der Zusammenhang 

beider Gene wurde nach Abschluss der hier dargestellten Experimente weiter gestützt durch 

den Nachweis eines fast vollständigen Zusammenbruchs der NT5E-Expression nach sh-

Knockdown von NF2 in Meningeom- oder meningealen Zellen [131]. 

 

4.7 AUSBLICK 

 

MSC in Meningeomen stellen nach wie vor ein sehr interessantes Thema dar, das einer 

weiteren intensiven Forschung bedarf. Bisher konnten MSC-ähnliche Zellen in 20 % der 

WHO-Grad II Meningeome nachgewiesen werden. Die Möglichkeit, dass sich MSC auch in 

den anderen WHO-Graden befinden, besteht weiterhin, da ihre Anreicherung bei geringem 

Anteil an der Gesamtzellzahl schwierig sein kann. Da die atypischen Meningeome des 

WHO-Grades II kein Bindeglied zwischen den Meningeomen des WHO-Grades I und III 

darstellen und bei Meningeomen somit keine für viele Tumoren typische Progressionsreihe 

vorliegt, ist es auch denkbar, dass diese atypischen Meningeome in Bezug auf MSC 

ebenfalls ein atypisches Verhalten zeigen. Ein besonderes Interesse liegt in der Erforschung 

der Funktion der MSC in Meningeomen. Vielfältig konnten immunmodulatorische, 

immunsuppressive, anti-tumorigene und tumorigene Eigenschaften der MSC in 

verschiedenen Geweben festgestellt werden. Bisher war es aber nicht möglich, zu klären, 

welche Funktion MSC in Meningeomen haben. Erst, wenn nachgewiesen wurde, welche 

Funktion MSC in Meningeomen einnehmen, können diese entweder genutzt oder verändert 

werden. MSC könnten in Meningeomen zum Beispiel auch als Träger für Substanzen wie 

Medikamente eingesetzt werden, was in anderen Tumoren, wie z.B. Metastasen eines 
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Lungenkarzinoms oder dem Pankreaskarzinom bereits gezeigt werden konnte und 

vollkommen neue Therapiemöglichkeiten eröffnen kann. 

Unabhängig von der Diskussion um MSC spricht die in dieser Arbeit als statistische 

Korrelation gefundene und danach auch durch genetische Experimente gestützte 

Beziehung zwischen NF2 und CD73 (NT5E) für eine potenzielle funktionelle Verbindung 

zwischen letztgenanntem Gen und dem wichtigsten Tumorsuppressor bei Meningeomen, 

die einer gesonderten Evaluierung bedarf. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

 

Mesenchymale Stammzellen (MSC, mesenchymal stem cells) sind multipotente Zellen, die 

in mesodermalen, endodermalen, ektodermalen und prä- bzw. perinatalen Geweben zu 

finden sind und entlang mesenchymaler und nicht-mesenchymaler Linie, aber nicht mehr 

hämatopoetisch differenzierbar sind. MSC haben immunmodulatorische und 

immunsuppressive Eigenschaften. In Tumoren spielen sie eine wichtige Rolle, da man ihnen 

hier vorwirft, die Tumorgenese zu fördern. Für den Nachweis von MSC sind unter anderem 

die Oberflächenmarker CD73, CD90 und CD105 entscheidend. Insbesondere CD73 wird 

ebenfalls mit immunmodulatorischen Eigenschaften und der Tumorgenese in Verbindung 

gebracht. Meningeome sind in Bezug auf MSC bisher wenig erforscht. Die häufigste 

genetische Veränderung liegt bei Meningeomen im Neurofibromatose 2-Gen (NF2-Gen) 

und betrifft das bedeutsamste Tumorsuppressorgen der Meningeome. Allelverluste (LOH, 

loss of heterozygosity) finden sich in 50-60 % der sporadischen und in der Mehrheit der 

NF2-assoziierten Meningeome. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Zelllinien IOMM-Lee und BenMen-1 sowie die 

Primärkulturen eines meningothelialen und eines fibroblastischen Meningeoms hinsichtlich 

ihrer Adhärenz zu Plastikoberflächen in Differenzierungsmedium und ihrer adipogenen 

Differenzierbarkeit untersucht. Anschließend erfolgte eine immunhistochemische 

Evaluation der Meningeomzellen und Färbung mit Sudanrot 7B und Hämtoxylin. Weiterhin 

erfolgte eine Analyse der Oberflächenantigene CD73, CD90, CD105 und NF2/Merlin in 34 

Meningeomproben unterschiedlichen WHO-Grades, 8 Proben von Meningen, die als 

Kontrolle dienten, sowie zwei Primärkulturen und den Zelllinien IOMM-Lee und BenMen-

1 mittels der real-time RT-PCR. 

Die Adhärenz der Meningeomzellen zu Plastikoberflächen in Differenzierungsmedium 

konnte gezeigt werden. Im Rahmen der adipogenen Differenzierung gelang der Nachweis 

von Lipidzellen nicht. Die Meningeomzellen veränderten allerdings ihr Zytoskelett und 

bildeten deutlich mehr und verlängerte sowie zum Teil verzweigte Zytoplasmafortsätze 

aus. Der Nachweis der Oberflächenantigene CD73, CD90 und CD105 mittels real-time RT-

PCR konnte erfolgreich erbracht werden.  
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Meningeome mit Heterozygotieverlust (LOH) im wichtigen Tumorsuppressor NF2 zeigten 

auch eine signifikant geringere Expression der NF2-mRNA in der Tumorgruppe mit LOH, 

wodurch die Funktionalität des LOH untermauert wurde. Ein ebenfalls signifikant 

vermindertes Expressionslevel für NF2 war im fibroblastischen Subtyp zu finden. Dieses 

war verbunden mit dem allerdings nicht signifikant verminderten Expressionslevel von 

CD73 und CD90. Daraufhin über die Gesamtheit aller meningothelialen und 

fibroblastischen Meningeome durchgeführte Korrelationsanalysen ergaben jedoch für CD73 

eine positive lineare Korrelation nach Pearson mit NF2 (Koeffizient 0,55, p < 0,05), sodass 

von einem synchronen Verhalten von NF2/Merlin und CD73 beim Übergang vom 

meningothelialen zum fibroblastischen Subtyp ausgegangen werden muss. 
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