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2. Einleitung

2.1. Problemstellung

Die haufigsten Neoplasien des zentralen Nervensystems, die mitunter ein ausgesprochen bdsartiges
Verhalten zeigen, sind gliale Hirntumore. Charakteristisch flr diese Gruppe ist durch die schrittweise
Entdifferenzierung der Zellen eine Tumorprogression, an deren Endpunkt das Glioblastom steht. Dieses
zeichnet sich nicht nur histopathologisch durch ein buntes Zellbild aus, sondern weist auch
pathophysiologisch unterschiedlichste Verhaltensweisen auf.

Ausldser der beginnenden Tumorprogression sind verschiedene genetische Veranderungen. Diese fiihren
zu einer veranderten Proteinexpression, die wiederum direkte Auswirkungen auf intrazellulare
Mechanismen im Rahmen der Signaltransduktion haben. Das Verhalten der Tumore wird zunehmend von
einem Ungleichgewicht zwischen Faktoren wie Proliferation, Invasion und Apoptose gepragt.

Eine der bekanntesten genetischen Veranderungen in Glioblastomen ist die Amplifikation des Gens des
epidermalen Wachstumsfaktors (epidermal growth factor receptor, EGFR). Durch diese kommt es zu einer
Uberexpression des Rezeptor-Proteins (erstmals beschrieben durch Libermann et al. 1984), woraus eine
verstarkte Induktion nachgeschalteter Signalwege resultiert. Diese Beeinflussung geschieht unter
anderem durch die Phosphorylierung einzelner Signalwegskomponenten.

Zum Nachweis der Aktivierung stehen seit kurzem Antikérper zur Verfigung, die an formalinfixierten und
paraffineingebetteten Praparaten (Formalin fixed paraffin embedded, FFPE) ausschliellich das
phosphorylierte Protein erkennen. Hierdurch steht eine neue Methode zur Verfligung, das Verhalten der

Tumore und die Veranderungen der Signalwege direkt am Gewebe in situ zu untersuchen.

In der vorliegenden Arbeit sollte nachgewiesen werden, inwieweit die Phosphorylierungs-spezifischen
Antikorper fur die Immunhistochemie an glialen Tumoren geeignet sind. Aul’erdem sollte gezeigt werden,
ob durch diesen Nachweis Schlisse auf das Verhalten der aktivierten Proteinkinasen im Gewebe

gezogen werden kénnen, welche fir die funktionelle Diagnostik von Nutzen waren.



2.2. Klassifikation und Prognose glialer Tumore (nach WHO)

Die Einteilung der Tumore in der vorliegenden Arbeit orientiert sich an den Kriterien der WHO-

Klassifikation von 2000 (Kleihues, Cavanee 2000) und ist in der folgenden Tabelle dargestellt. Neben den

aufgeflhrten histopathologischen Kriterien berucksichtigt die WHO-Klassifikation auch genetische

Veranderungen (Kleihues et al. 2002; Radner et al. 2002), auf die zum Teil im Laufe der Arbeit genauer

eingegangen wird. Die mittlerweile erneuerte Version der WHO-Klassifikation von 2007 weist keine

wesentlichen Veranderungen zu 2000 auf.

Grad Bezeichnung Histopathologie Klinischer Verlauf
Astrozytische Tumore
Umschriebenes Astrozytom
WHO | Pilozytisches Astrozytom umschriebenes, langsames Wachstum bei totaler Resektion Heilung méglich
geringe Zelldichte mit bipolaren und teils Regression
multipolaren Zellen, Rosenthalfasern
WHO | Subependymales langsames Wachstum assoziiert mit Tuberdser Sklerose,
Riesenzellastrozytom in Gruppen angeordnete groRe ganglioide Grunderkrankung Prognose-
(SEGA) Zellen, teils perivaskulare Pseudopalisaden-  bestimmend
Bildung, haufig verkalkend
WHO II Pleomorphes pleomorpher Tumor mit fibrillaren und haufig  trotz ausgepragter Zellpolymorphie
Xanthoastrozytom (PXA) mehrkernigen Riesenzellen, grolRe niedrig malignes Verhalten mit
xanthomatdse Zellen langem Rezidiv-freiem Uberleben (ca.
60% >10 Jahre)
WHO Diffuses Astrozytom
Varianten:
fibrillares Astrozytom langsames infiltratives, nicht destruierendes nach chirurgischer Intervention
. Wachstum durchschnittliche Uberlebenszeit 6-8
protoplasmatisches . . I
Astrozviom hoher Differenzierungsgrad (fibrillar, Jahre
y protoplasmatisch, gemistozytisch) haufig Progression zu Glioblastom
gemistozytisches geringe Zell- und Kernatypie, selten Mitosen  nach 4-5 Jahren
Astrozytom lockere, haufig mikrozystische Matrix
WHO Il Anaplastisches Astrozytom diffus infiltrierend, deutliche Progression wichtigster prognostischer Faktor:

fokal oder diffus deutlich erhéhte Zelldichte
mit Kern- und Zellatypien, gesteigerte
mitotische Aktivitat, teils atypische Mitosen
keine Nekrosen, keine mikrovaskularen
Gefalproliferate

Progression zu Glioblastom im Mittel
nach 2 Jahren

durchschnittliche Uberlebenszeit 3
Jahre
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WHO IV  Glioblastom

Varianten:
Riesenzell-Glioblastom
Gliosarkom

diffus infiltrierendes, teils multifokales
Wachstum

hohe Zelldichte mit Zellpolymorphie und
Kernatypien, geringe Differenzierung, hohe
Mitoserate mit atypischen Mitosen
Nekrosen, mikrovaskulare Gefalproliferate,
teils Mikrothromben

haufig Nachweis von genetischen
Veranderungen (z.B. p53, PTEN, EGFR)

Variante mit mehrkernigen Riesenzellen
Variante, gliale und mesenchymale
Strukturen nachahmend

durchschnittliche Uberlebenszeit
unter 1 Jahr, abhangig von einer
Vielzahl an Faktoren (z.B.
Ausdehnung der Tumornekrose,
Patientenalter und praoperativer
Allgemeinstatus)

Oligodendrogliale Tumore

WHO I Oligodendrogliom gut differenziert, diffus infiltrierend mittlere postoperative Uberlebenszeit
maRige Zelldichte, geringe Mitoserate 3-5 Jahre
Zellen mit runden, homogenen Kernen und
deutlichem klaren Zytoplasma (,Honigwaben-
Struktur)
haufig Mikrokalzifikationen und zystische
Degeneration
WHO Il Anaplastisches diffus infiltrierend, hohe Zelldichte mit mittlere Uberlebenszeit 1- 4 Jahre
Oligodendrogliom gesteigerter Mitoserate
teils GefaRproliferate und Nekrosen
Mischgliome
WHO I Oligo-Astrozytom zwei unterschiedliche zelluldre Komponenten — mittlere Uberlebenszeit 3-6 Jahre
diffus infiltrierend, gut differenziert
maRige Zelldichte
WHO Ill  Anaplastisches Oligo- zwei unterschiedliche zellulare Komponenten  mittlere Uberlebenszeit < 3 Jahren
Astrozytom diffus infiltrierend
hohe Zelldichte mit gesteigerter Mitoserate
teils GefaBproliferate und Nekrosen
Ependymale Tumore
WHO | Subependymom langsames Wachstum Heilung bei totaler Resektion
in Gruppen angeordnete isomorphe Zellkerne
in reichlich fibrillarer Matrix, teils zystisch
WHO | Myxopapilldres Ependymom langsames Wachstum Uberlebenszeit nach totaler und

kuboide, radiar um Gefalle angeordnete
Zellen, mukoide Degeneration

subtotaler Resektion >10 Jahre
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WHO I Ependymom

Zellulares Ependymom
Papillares Ependymom
Klarzelliges Ependymom

Tanizytisches Ependymom

langsames Wachstum

mafige Zelldichte mit histo-pathologischen
Varianten (zellular, papillar, klarzellig,
tanizytisch)

perivaskulare Pseudorosetten,
Ependymrosetten

5-10 Jahre Progressions-freies
Uberleben

WHO Il Anaplastisches gesteigertes Wachstum Prognose nicht direkt von Anaplasie-
Ependymom hohe Zelldichte mit gesteigerter Mitoserate Kriterien abhangig
perivaskulare Pseudorosetten, keine
Ependymrosetten, teils palisadenartige
Nekrosen
Tabelle 1

Klassifikation, Histopathologie und Prognose glialer Tumore nach WHO
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2.3. Therapieformen glialer Tumore

2.3.1. Operative Therapie

Ein wichtiger Bestandteil der Therapie von Hirntumoren ist die operative Resektion des Tumors.

Die Indikation zur Operation hangt von verschiedenen Faktoren ab, sowohl seitens des Tumors, als auch
des Patienten. Fir jeden Patienten muss daher im einzelnen festgelegt werden, ob das postoperative
Ergebnis eine Verbesserung der Uberlebenswahrscheinlichkeit und der Lebensqualitat erwarten lasst
(Rosenblum 1990). Voraussetzung sind eine genaue Diagnosestellung sowie die Erfassung von
TumorgréBe und Tumorausdehnung, welche mittels stereotaktischer Serienbiopsie und bildgebender
Verfahren festgelegt werden kénnen.

Die operative Entfernung steht bei den niedriggradigen Astrozytomen im Vordergrund. Dies gilt vor allem
fur das umschrieben wachsende pilozytische Astrozytom, welches bei vollstandiger Resektion keine
Rezidivneigung zeigt. Auch Astrozytome, Oligodendrogliome sowie Mischgliome mit WHO-Grad Il werden
moglichst vollstandig reseziert, sind jedoch aufgrund eines invasiven Wachstums schlechter abgrenzbar
und somit schwieriger in toto zu entfernen.

Fur die hoch malignen Tumore Grad Ill und IV gilt, dass die Vorteile einer Operation vor allem in der
Volumenreduktion liegen, wodurch das Auftreten klinischer Symptome aufgeschoben oder neurologische
Ausfélle reduziert werden koénnen. Die Indikation sollte dann gestellt werden, wenn eine weitgehende
Resektion moglich und das Risiko einer postoperativ erhdhten Morbiditat gering ist. Um intraoperativ eine
bessere Abgrenzung des Tumorgewebes zu erzielen, werden mittlerweile fluoreszierende Substanzen (5-
Aminolaevulinsaure) eingesetzt, die sich in den Zellen der malignen Gliome anreichern und eine bessere
Resektion sowie eine langere Progressionsfreie Uberlebenszeit erzielen (Stummer et al. 2006).

Bei den ependymalen Tumore kann eine komplette Resektion die Heilung erbringen, allerdings verbieten
haufig eine infratentorielle und Mittellinien nahe Lage den operativen Eingriff (Bouffet et al. 1998).
Daneben gibt es fir die Ependymome unterschiedliche Angaben hinsichtlich der Prognose nach einer
Operation in Abhangigkeit von Histologie und Anaplasie (Schiffer et al. 1991; Schiffer, Giordana 1998;
Robertson et al. 1998; Horn et al. 1999; Figarella-Branger et al. 2000; Ho et al. 2001). Die vollstandige
Resektion steht unabhangig vom WHO-Grad im Vordergrund, muss jedoch vor allem bei den hoher

malignen Tumoren durch adjuvante Therapieverfahren erganzt werden.

2.3.2. Adjuvante Therapie

2.3.2.1. Strahlentherapie

Die konventionelle externe Bestrahlung hat ihren festen Platz in der Therapie glialer Hirntumore und
erfolgt in den meisten Fallen im Anschluss an eine Operation.
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Fir die Durchfihrung dieser Therapie ist die genaue Diagnose und die Lage des Tumors entscheidend.
Die Diagnose lasst Schliisse auf die Strahlensensibilitat des Tumorgewebes zu und die Lokalisation ist in
Rucksicht auf die Strahlentoleranz des umliegenden Gewebes mitbestimmend bei der Wahl der
Bestrahlungsdosis. Diese ist zum Beispiel in der Hirnstammregion vergleichsweise niedriger als in
unempfindlicheren GroRhirnarealen.

Standard bei der Planung des Bestrahlungsfeldes ist der Einsatz von bildgebenden Verfahren wie
Computer- und Magnetresonanz-Tomographie. Diese bieten insbesondere bei der gangigen fraktionierten
Bestrahlung mehrere Vorteile. Das Ziel kann unter Schonung umliegender Bereiche genau bestimmt
werden und eine exakte, reproduzierbare Lagerung des Patienten in den einzelnen Sitzungen kann
gewabhrleistet werden. Allerdings findet diese Form der lokalen Radiotherapie gegenliber der
Ganzhirnbestrahlung keine prognostische Verbesserung (Shapiro et al. 1989; Garden et al. 1991; Grosu
et al. 1998; Sharma et al. 2003).

Unabhangig von der Vorgehensweise muss bei der Strahlentherapie besonders auf radiogen bedingte
Fruh- und Spatschaden geachtet werden. Neben den selten lebensbedrohlichen Schadigungen der Haut
und ihrer Anhangsorgane kann vor allem das akut auftretende Hirnddem zu einem friihzeitigem Abbruch
der Bestrahlung fiihren. Als mogliche Spatfolge treten grofflachige Hirnnekrosen auf, die ihrerseits eine
erhebliche Raumforderung verursachen kénnen.

Trotz einer insgesamt eher geringen Strahlensensibilitat der astrozytaren Tumore, wird die Bestrahlung
vor allem bei den héher malignen Neoplasien eingesetzt.

Astrozytome mit WHO-Grad | bedurfen bei kompletter Resektion wegen fehlender Progressionsneigung
keiner Nachbehandlung. Eine schwierige Situation ergibt sich, wenn aufgrund der Lokalisation eine
Entfernung in toto nicht mdglich ist. Hier wird meist auf die Bestrahlung zuriickgegriffen, die Tumore
sprechen aufgrund der niedrigen Proliferationsneigung jedoch haufig schlecht an.

Bei Astrozytomen WHO-Grad Il wird aufgrund des infiltrativen Verhaltens nahezu immer eine
postoperative Bestrahlung durchgefiihrt. Gleiches gilt fir Oligodendrogliome und Mischgliome (WHO II).
Anders verhalt es sich mit den anaplastischen Tumoren, bei denen in jedem Fall zur Verbesserung des
Behandlungsergebnisses eine Nachbestrahlung des Tumorbettes angestrebt wird. Liegt ein sehr diffuses
Wachstum vor, stellt die Bestrahlung durchaus auch eine primare Therapieoption dar.

Eine besondere Schwierigkeit ergibt sich bei der Behandlung der Glioblastome. Die Hochdosisbestrahlung
gehort hier zum Standard, fihrt jedoch zu einer vergleichsweise geringen Verbesserung der Prognose
(Walker et al. 1978; Curran et al. 1993; Fine 1994). Erst durch die Kombination von Hochdosisbestrahlung
mit Chemotherapeutika (Temozolomid) konnte eine Steigerung der 2-Jahres-Uberlebenszeit von 10% auf
27% erzielt werden (Stupp et al. 2005). Besonders gut sprechen Tumore an, die eine methylierte Form
des ,DNA-Reparatur-Gens* O6-methylguanine-DNA-Methyltransferase (MGMT) aufweisen (Hegi et al.
2005).

14



Bei den Ependymomen kann ab dem WHO-Grad |l eine Nachbestrahlung des Tumorbettes sowie eine
kranio-spinale Bestrahlung in Erwagung gezogen werden, da diese Tumore zur Ausstreuung von
Tumorzellen uber die Liquorwege neigen.

Neben der externen Bestrahlung spielen auch die Radiochirurgie und die stereotaktische Strahlentherapie
eine Rolle. Gerade bei tiefer gelegenen oder mikrochirurgisch nur teilweise resezierbaren Tumoren
kommen diese Verfahren zum Einsatz. Intraoperativ oder auch in lokaler Betdubung mit Hilfe eines
stereotaktischen Rahmens kann eine gezielte, hochdosierte Bestrahlung des Tumors erfolgen. Hierzu
werden unter anderem Protonen eines 160 MeV-Zyklons oder eines Linearbeschleunigers verwendet
(Kimmig et al. 1992). Auf diese Weise kann auch bei niedrig malignen Tumoren (WHO II) eine direkte
Bestrahlung des Tumorbettes durchgefiihrt werden, bei der das umliegende Gewebe weniger belastet
wird als bei der perkutanen Methode. Dies hat den Vorteil, dass bei einem Rezidiv oder bei Progression
die Option der perkutanen Strahlentherapie unter Umstanden noch besteht. Auch Patienten, die aufgrund
ihres Allgemeinzustandes nicht flr eine Operation geeignet sind, kénnen von der stereotaktischen

Methode profitieren.

2.3.2.2. Chemotherapie

Die Chemotherapie findet ihren Einsatz vor allem bei ausgesuchten Tumorentitaten wie zum Beispiel
Tumoren mit oligodendroglialer Komponente sowie bei hochgradigen Tumoren im Zuge einer
Kombinations- oder Rezidivtherapie (Shapiro et al. 1989; DeAngelis et al. 1998; Hofer, Herrmann 2001).
Insbesondere durch die Entwicklung des oral verfigbaren Chemotherapeutikums Temozolomid hat die
Kombinationstherapie aus postoperativer Bestrahlung und Chemotherapie einen festen Platz in der
Behandlung hoch maligner glialer Tumore erhalten (Stupp et al. 2005).

Generell limitierende Faktoren beim Einsatz einer Chemotherapie sind unter anderem der
Allgemeinzustand des Patienten, aber auch das Bestehen einer intakten Blut-Hirn-Schranke (Hofer,
Herrmann 2001). Die meisten Tumore weisen hier zwar Licken auf, jedoch werden nicht alle Tumorareale
in ausreichend therapeutischer Konzentration erreicht. Von Seiten des Patienten stellen neben dem
Allgemeinzustand die Funktion verschiedener Organsysteme wie Leber und Niere, sowie die Intaktheit
des kardialen, pulmonalen und blutbildenden Systems wichtige Voraussetzungen fiir eine
chemotherapeutische Behandlung dar.

Urspriinglich fanden vor allem Nitroseharnstoffderivate sowohl als Einzeltherapeutikum (ACNU, BCNU,
CCNU) wie auch als Kombinationstherapie Verwendung (z.B. PCV-Schema: Pocarbacin + CCNU +
Vincristin, ACNU+VM-26 als Second-line - Therapie der Glioblastom-Behandlung). Gerade im Einsatz bei
den hoch malignen Glioblastomen zeigten diese jedoch nur eine begrenzte Verbesserung der
Uberlebenswahrscheinlichkeit (Shapiro et al. 1989; Cairncross, MacDonald 1992; Curran et al. 1993).
Patienten mit anaplastischem Astrozytom scheinen dagegen von einer Chemotherapie zu profitieren (Fine
et al. 1993).
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Ein deutlicher Vorteil gegentiber den beschriebenen Chemotherapeutika zeigte sich bei Temozolomid,
einem Alkylanz. Die Vorteile dieses Wirkstoffs liegen vor allem in seiner oralen Verfiigbarkeit sowie einer
vergleichsweise geringen Nebenwirkungsrate. Unter gleichzeitiger Bestrahlung konnte eine Verlangerung
der 2-Jahres-Uberlebenszeit von 10% auf 27% erzielt werden (Stupp et al. 2005). Auch in der Behandlung
von Rezidivgliomen weisen neuere Daten auf eine deutliche Verlangerung des progressionsfreien
Uberlebens hin (Balmaceda et al. 2008).

Bei Ependymomen wird die Chemotherapie vor allem im Kleinkindalter (< 4 Jahre) einer Bestrahlung
vorgezogen, um Strahlenspatschaden zu vermeiden. Im Vordergrund der Therapie steht jedoch auch bei

dieser Tumorentitat die moglichst vollstandige Resektion.

2.3.2.3. Symptomatische Therapie

Abgesehen von den kausalen Therapieansatzen darf gerade im fortgeschrittenen Tumorstadium die
symptomatische Therapie nicht auer Acht gelassen werden.

Neben einer ausreichenden Schmerzmedikation steht vor allem die Reduktion der TumorgréfRe und die
Verhinderung des Hirnddems im Vordergrund. Hierbei finden wiederum Bestrahlung und palliative
Tumorreduktion ihren Einsatz. Zur Kontrolle eines Perifokalddems eignen sich in erster Linie
Kortikosteroide, um die Kapillarpermeabilitat zu senken. Muss eine schnelle Reduktion des Hirndruckes
erzielt werden, kommen Osmodiuretika wie Mannit oder Sorbit zum Einsatz.

Relativ haufig treten auch rezidivierend epileptische Anfélle auf, die eine entsprechende antikonvulsive
Behandlung nétig machen. Daneben kann es in fortgeschrittenen Stadien je nach Tumorlokalisation zu
weiteren neurologischen Ausfallen und psychiatrischen Symptomen kommen, deren Behandlung
individuell gestaltet werden muss. Eine Aufklarung des Patienten und seiner Angehdrigen diesbeziglich

sollte friihzeitig stattfinden.

2.3.2.4. Experimentelle Therapie

Abgesehen von den etablierten Therapiekonzepten werden fortlaufend neue Ansatze untersucht, der
Resistenz glialer Tumore entgegen zu wirken.

In klinischen Studien wird zum Beispiel die Wirksamkeit neu entwickelter Chemotherapeutika gepriift.
Hierzu gehdren das liposomal verkapselte Doxorubicin. Die Wirksamkeit von Doxorubicin an glialen Zellen
in vitro konnte bereits gezeigt werden, aufgrund der schlechten Penetrationsfahigkeit der Blut-Hirn-
Schranke war es dem Einsatz bei hoch malignen Gliomen bislang jedoch vorenthalten (Wolff et al. 1999).
Erste Studien mit dem verkapselten Medikament lassen auf weitere Fortschritte in der second-line-
Therapie von hoch malignen Gliomen hoffen (Hau et al. 2004).

Auch das intraoperative Einbringen von mit einem Chemotherapeutikum versetztem Tragermaterial in die
Resektionshohle ist Teil klinischer Prifung. Zum Beispiel konnte im Rahmen einer EORTC-Studie bei

lokalen Rezidiven eine Verlangerung der medianen Uberlebenszeit von 12 auf 14 Monate nach
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Einbringen eines mit Carmustin versetzen Tragers in die Tumorhohle erzielt werden (Westphal et al.
2003).

Neben der konventionellen Bestrahlung wird in speziellen Zentren das Einbringen von radioaktiven
Implantaten (z.B. I'®) durchgefihrt, die fir eine bestimmte Zeit in der Tumorregion belassen werden
(Laperriere et al. 1998; McDermott et al. 1998). Durch die Wahl der Isotope und die individuelle
Verweildauer der sogenannten Seeds im Tumor lasst sich die Bestrahlungsdosis anpassen. Uber die
temporare Implantation radioaktiver Substanzen hinaus wird auch die permanente Brachytherapie
beschrieben, die jedoch keinen weiteren Einfluss auf die Prognose zu haben scheint (Larson et al. 2004).

Zu den wichtigsten jlingeren Entwicklungen gehdren die Gen-Therapie, die Behandlung mit
Immunmodulatoren (z.B. Zytokine, Interferone), der Einsatz spezifischer Antikérper, sowie die
Verwendung sogenannter Radiosensitizer.

Mittels der Gen-Therapie wird versucht, den Verlust von Tumor-Suppressor-Genen wie etwa p53 durch
Einfigen in die Zelle aufzuheben, um diese dadurch direkt am Wachstum zu hindern (Van Meir et al.
1994; Rosenfeld et al. 1995). Ein weiterer Ansatz ist der Transfer von Genen wie dem PTEN-Gen
(Phosphatase and tensin homology), durch welchen eine hdhere Radiosensitivitdt der Tumorzellen
erreicht werden soll (Wick et al. 1999). Daneben werden auch andere Radiosensitizer erforscht, die durch
Einwirken auf die Signalwege (z.B. PKB/Akt) zu einem verbesserten Ansprechen der Bestrahlung flihren
sollen (Rodrigus 2003; Handrick et al. 2006).

Bei dem Versuch mit Zytokinen das Wachstum der Tumore aufzuhalten, konnten Hayes et al. bei
einzelnen Patienten mit Rezidivgliomen durch die Gabe von Interleukin-2 oder Lymphokin-aktivierten
Killerzellen zumindest Teilerfolge erzielen (Hayes et al. 1995). Daneben ist die Immuntherapie
Gegenstand weiterer Untersuchungen (z.B. Plautz et al. 2000).

Viel Hoffnung wird nach wie vor in die Verabreichung spezifischer Antikérper gesteckt. Gerade Antikorper
gegen den in glialen Tumoren sehr haufig exprimierten Rezeptor des epidermalen Wachstumsfaktors
(Epidermal growth factor receptor, EGFR) sind hier hervorzuheben, nachdem schon in der
Brustkrebstherapie mit dem gleichen Konzept sehr gute Erfolge nachgewiesen wurden (Trastuzumab,
Antikérper gegen den Rezeptor ERBB2) (Cobleigh et al. 1999). Bisher lieRen sich jedoch keine
vergleichbaren Ergebnisse bei Hirntumoren erzielen (Westphal et al. 1994; Stragliotto et al. 1996; Waksal
1999, Yang et al 2008). Ein neuer VorstoR ist der Einsatz der so genannten RNA-Interferenz (RNAI), die
zum Ausschalten des EGFR-Gens eingesetzt wird (Zhang et al. 2004).

Neben diesen vielen Ansatzpunkten gibt es noch einige andere Versuche, die direkt in die Signalwege der
Tumorzellen eingreifen, zum Beispiel mit Substanzen, die spezifisch mit der PI3-Kinase interagieren (z.B.
Wortmannin, LY294002) (Vara et al. 2004).

Diese Komplexitdt der verschiedenen Angriffsmoglichkeiten macht deutlich, dass die
Signalwegsveranderungen in glialen Tumoren ein wichtiger Gegenstand weiterer Untersuchungen sind.

Sie bieten die Grundlage zur Entwicklung neuer Therapiekonzepte.
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2.4. Signalwege

2.4.1. Zelluldre Signaltransduktion

Die Vermittlung extrazellularer Stimuli ins Zellinnere geschieht haufig indirekt Gber in der Plasmamembran

lokalisierte Rezeptor-Proteine. Diese losen Signalwegskaskaden aus, die intrazellulare Mediatoren wie

zum Beispiel Transkriptionsfaktoren beeinflussen.

Veranderungen im geregeltem Ablauf der zelluldren Signalwege kdnnen zur Entstehung von Tumorzellen

beitragen.

Im folgenden werden die Schritte und Faktoren der Signalwege beschrieben, die den Weg dieser Arbeit

bestimmt haben. Abbildung 1 soll zur Verdeutlichung der Zusammenhiange eine Ubersicht bieten und

erhebt keineswegs den Anspruch auf Vollstandigkeit.
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Abb. 1
Vereinfachte Darstellung der Signalwege, Bezug nehmend auf die untersuchten Faktoren
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2.4.2. EGFR (Epidermal growth factor receptor)

Viele intrazellulare Signalkaskaden beginnen durch die Aktivierung von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs),
die in der Zellmembran verankert sind.

RTKs Ubernehmen bei verschiedenen Zellantworten wie Proliferation und Zelldifferenzierung die Rolle des
primaren Ubertragers (Zwick et al.1999).

Eine typische RTK ist der Rezeptor des epidermalen Wachstumsfaktors (Epidermal growth factor, EGF),
dessen Gen auf dem kurzen Arm des Chromosom 7 (7p12) liegt und in héhergradigen, glialen Tumoren
haufig hohe Amplifikationsraten aufweist. In Glioblastomen betragt die Amplifikationsrate 30 bis 40%
(Libermann et al. 1984; Wong et al. 1987; Bigner et al. 1988). Daneben weist dieses Gen Veranderungen
wie beispielsweise Deletionen auf (Libermann et al. 1985; Malden et al. 1988; Humphrey et al. 1990).

Das normale Produkt des EGFR-Gens ist ein transmembrandres Rezeptorprotein mit Tyrosin-Kinase-
Aktivitat. Es setzt sich aus drei Hauptdomanen zusammen. Extrazellular liegt die Liganden-bindende
Domane, daran angrenzend folgt eine transmembranar verankerte, hydrophobe Doméne und intrazellular
im Zytoplasma schlieBlich eine als Tyrosin-Kinase katalytisch wirkende Domane, deren Carboxy-
terminales Ende intrazellular liegt (Carpenter 1987; Carpenter, Cohen 1990; Waksal 1999).

Die Bindung spezifischer Liganden wie EGF und TGF-a (Transforming growth factor alpha) an die
Zelloberflache bewirken eine Transphosphorylierung und Dimerisation des Molekuls (Yarden 1987;
Greenfield 1989).

Durch diese Konformationsanderung wird der EGFR in die Lage versetzt, weitere Substrate zu
phosphorylieren und so die intrazellulare Signalvermittlung in Gang zu bringen. Angetrieben werden zum
Beispiel Proliferation, Migration, Zelldifferenzierung und Neovaskularisation sowie die Bildung von DNA.
Der EGFR wird zu einem zentralen Element der Tumorentstehung und -progression (Waksal 1999).

Zum Beispiel werden durch die Autophosphorylierung des Rezeptors tGber SH2-Domanen Proteine wie
Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2) gebunden, wodurch wiederum so genannte kleine G-
Proteine (small G-Protein, sGP) aktiviert werden (Cobb, Goldsmith 1995). Eines dieser sGPs ist Ras,
welches mit Raf, einer weiteren Proteinkinase interagiert. Raf transloziert zur Plasmamembran und wird
aktiviert. AnschlieBend aktiviert Raf so genannte MAPK-Kinasen (MAP2K oder ERK1/2K).

Die Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/2 und der Proteinkinase B (Akt) Uber Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PI3-K) sind fur diese Arbeit die wichtigsten Uber den EGFR vermittelten Signalwege.
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2.4.3. ERK1/2 (extracellular signal-related kinase)

Die MAP-Kinasen (mitogen activated protein kinase, MAPK) bilden eine groRe Gruppe von Serin-
Threonin-Kinasen, die in vielen zelluldren Ablaufen wie zum Beispiel Zellproliferation und -differenzierung
eine wichtige Rolle spielen.

Mitglieder dieser Familie sind ERK1/2 (extracellular signal-related kinase), JNK1/2/3 (Jun amino-(N)
terminal kinase) und die p38-Proteine (p38 a/p/y/d).

Die Aktivierung der MAP-Kinasen folgt einem geordneten, kaskadenartigen Phosphorylierungssystem, an
dessen Anfang ein extrazelluldrer Stimulus und an dessen Ende die zellulare Antwort steht (Abb. 2, frei

nach Cellsignal: Mitogen-Activated Protein Kinase Cascade).
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Abb. 2
MAPK- Signalwegskaskaden

Die direkte Aktivierung der MAPK geschieht Uber ihre Phosphorylierung durch die sogenannten MAP-
Kinase-Kinasen (MAP2K oder MAPKK). Diese werden zuvor durch MAP3-Kinasen (MAP3K oder
MAPKKK) phosphoryliert. Die Aktivierung der MAP3K zu Beginn der Signalwegskaskade geschieht tber
Rezeptoren wie den EGFR. Diese phosphorylieren die MAP3K mittels verschiedener Proteinkinasen oder
kleiner G-Proteine (sGP).

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der MAPK ERK1/2. Die Phosphorylierung dieser MAPK kann
Uber verschiedene MAP3K ausgelést werden. Dazu gehort neben der Proteinkinase C vor allem Raf.
Diese Proteinkinase wird nach Stimulierung des EGFR Uber Ras, ein kleines G-Protein, aktiviert. Bondeva
et al. sprachen auferdem von einer Aktivierung der ERK1/2 durch PI3-K (Phosphatidylinositol-3-Kinase),
wobei PI3-K wiederum die Funktion einer Proteinkinase auslbt (Bondeva et al. 1998).

Das Ende des ERK1/2-Signalweges mindet schlussendlich in einer Aktivierung von

Transkriptionsfaktoren, die im Anschluss einer Translokalisation von ERK1/2 an den Zellkern erfolgt
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(Chen et al. 1992; Traverse et al. 1992). Auf diese Weise beeinflusst ERK1/2 verschiedene zellulare
Ablaufe.

Zur Steigerung der Proliferation wird zum Beispiel Uber Phosphorylierung der CPS2 (Carbamoy!
Phosphatase Synthetase 2) die DNA-Produktion angeregt. Dieses Enzym beeinflusst die Biosynthese der
Pyrimidin-Nukleotide und férdert somit die DNA-Synthese (Graves et al. 2000). ERK1/2 fuhrt auf diesem
Wege zu einer gesteigerten Proliferation der Zellen.

Bei diesem Ablauf kdnnte auch die Lokalisation der phosphorylierten ERK1/2 eine entscheidende Rolle
spielen. Zur direkten Aktivierung von Transkriptionsfaktoren finden sich die MAP-Kinasen im Zellkern. Es
konnte jedoch eine Beeinflussung der Gentranskription Uber post-transkriptionelle Mechanismen durch die
MAPK JNK in zytoplasmatischer Lokalisation nachgewiesen werden (Chang, Karin 2001). Auch ERK1/2
transloziert nach seiner Aktivierung nur zum Teil in den Zellkern, der Rest verteilt sich in verschiedenen
zellularen Kompartimenten (Northwood et al. 1991; Takishima et al. 1991; Chang, Karin 2001).

Neben der Wirkung auf die Proliferation fanden sich Hinweise, dass ERK1/2 auch die Differenzierung der
Zelle beeinflussen kann, offensichtlich abhangig von der Lage der Aktivierung (Traverse et al. 1997).
AuBerdem scheint ERK1/2 bei anhaltender Phosphorylierung iber die Aktivierung von p21¢P"WAF negativ
auf das Zellwachstum zu wirken. Durch das verstarkt aktivierte p21 kommt es zu einer Hemmung der

CDK (cyclin-dependent kinase) und damit der Proliferation (Pumiglia, Decker 1997).

2.4.4. Proliferationsindex

Zum Nachweis proliferierender Zellen wurde durch Gerdes et al. (Gerdes et al. 1983) ein Antikdrper
(MIB1) entwickelt, der sich fur die Routine-Diagnostik an FFPE Gewebe eignet.

Dieser monoklonale Antikorper weist ein nukleares Antigen (Ki-67) nach, welches in allen aktiven Phasen
des Zellzyklus (G1, S, Gz, M) zu finden ist und nur in der Ruhephase der Zellproliferation (Go) fehlt (Gerdes
et al. 1984).

Der MIB1-Antikorper eignet sich durch diese Eigenschaft sehr gut zum Nachweis proliferierender Zellen
und ist der am haufigsten angewandte Antikdrper in der Tumordiagnostik (Gerdes 1990; Rose et al. 1994;
Lindboe, Torp 2002).
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2.4.5. PI3-Kinase (Phosphatidylinositol-3-Kinase)

Die Signalvermittiung von der Zellwand ins Innere der Zelle kann unter der Bildung von so genannten
second-messengern ablaufen. Eine Gruppe dieser second-messenger wird aus den Phospholipiden der
Zellmembran unter Mitwirkung des Enzyms Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-K) gebildet (Franke 1997).
Dieses Enzym nimmt bei vielen funktionellen Reaktionen wie beispielsweise Proliferation, Motilitat und

Sekretion eine zentrale Rolle ein (Cataldi 2001).

Fur einzelne dieser Funktionen wurden Enzym Katalytische Regulatorische In vitro
Untergruppen der PI3-K beschrieben, Untereinheiten Untereinheiten Substrate
die nach Domin und Waterfield (Domin, Class 14 PI3-K | p110a p85a, p55a, p50a, Pdtins
p110B3 p85p@, p55y Pdtins-4,5-P
Waterfield 1997) in drei Klassen p1108 Pdtins-4-P
unterteilt werden (siehe Tabelle nach Pdtins-5-P
Class 15 PI3-K | p110y p101 Pdtins
Fruman et al. 1998). Pditins-4,5-P
Die Klassen ergeben sich aus der Pdtins-4-P
, Class 2 PI3-K | PI3-KC2a Pdtins
Zusammensetzung der Kkatalytischen PI3-KC2p Pdtins-4-P
und regulatorischen Untereinheiten der Pdtins-4,5-P
PI3-Kinasen. AuRerdem werden jeder C'ass3PI3-K p150 Pdtins
Tabelle 2

Gruppe einzelne Substrate zugeordnet, jtereinheiten der PI3-Kinase

von denen die Signallibertragung und

damit die spezifische Funktion ihren Ausgang nehmen soll.

Die Aktivierung der PI3-K kann Uber verschiedene Mechanismen ablaufen. Vor allem die Klasse-1-
Kinasen werden mit fast allen Rezeptor-vermittelten Signalwegen in Verbindung gebracht. Dabei kann die
Bindung des Liganden entweder eine dem Rezeptor zugrunde liegende oder mit diesem assoziierte
Tyrosinkinase-Aktivitat hervorrufen. Eine andere Mdglichkeit ist die Aktivierung von G-Proteinen, die tber
die Bindung von GTP zur Phosphorylierung der PI3-Kinasen fiihrt (Domin, Waterfield 1997). Ein Beispiel
hierfur ist wiederum die Aktivierung Uber den EGFR-Komplex.

Die Bindung des epidermalen Wachstumsfaktors flihrt zu einer Autophosphorylierung des Rezeptors an
Tyrosinresten, wodurch die Untereinheiten des Rezeptors in ihrer Konformation so geadndert werden, dass
die PI3-Kinase daran binden kann und ihrerseits phosphoryliert beziehungsweise aktiviert wird
(Hemmings 1997). Ist diese Aktivierung eingetreten, lUbernimmt die PI3-K wie oben genannt unter
anderem die Aufgabe zur Bildung von second-messengern.

Eine Gruppe der second-messenger wird aus dem Zellwandbestandteil Phosphatidylinositol (Pdtins)
durch Phosphorylierung an seinen Hydroxylresten gebildet. Durch diesen Vorgang werden die
Monophosphoinositide (PIP) Pdtins-3-P, Pdtins-4-P und Pdtins-5-P, die Bisphosphoinositide (PIP2)
Pdtins-3,4-P, Pdtins-3,5-P und Pdtins-4,5-P sowie das Trisphosphoinositid (PIP3) Pdtins-3,4,5-P gebildet
(Fruman et al. 1998).

Die interessantesten second-messenger fur die vorliegende Arbeit sind Pdtins-3,4-P und Pdtins-3,4,5-P.
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Die Bildung von PdtIns-3,4-P fiihrt offensichtlich zu einer direkten Aktivierung von Akt (Franke et al. 1997),
aber auch Pdtins-3,4,5-P kann Uber die Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Phosphat abhangigen
Kinase 1 (phosphatidylinositol-3-phosphate dependent kinase; PDK1) Akt phosphorylieren (Alessi et al.
1997).

2.4.6. Akt/PKB (Proteinkinase B)

Bei der Kinase Akt handelt es sich um das zellulare Homologon (c-akt) von v-akt, einem retroviralen
Onkogen, das zunachst aus den Zellen einer T-Zell-Leukamie isoliert werden konnte (Bellacosa et al.
1991; Kumar et al. 2001).

Akt ist eine Serin-/ Threoninkinase, deren katalytische Domane denen der Proteinkinase A (PKA) und der
Proteinkinase C (PKC) ahnelt, weswegen sie auch den Namen Proteinkinase B (PKB) beziehungsweise
RAC (related to A and C kinase) erhalten hat (Kumar et al. 2001). RAC findet jedoch wegen der
Ahnlichkeit des Namens mit dem kleinen G-Protein ,Rac* keine Verwendung mehr (Vanhaesebroeck,
Alessi 2000).

Es wurden bisher drei Isoformen beschrieben, Akt1/PKBa, Akt2/PKB[ und Akt3/PKBY. Ihre Unterschiede
liegen zum einen in ihrer chromosomalen Lage, aber auch in der Intensitat ihrer Auspragung in einzelnen
menschlichen Organen (Chan et al. 1999). Beispielsweise findet sich im Hirngewebe eine wesentlich
starkere Expression von Akt1 und Akt3 als von Akt2 (Chan et al. 1999).
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Abb. 3
Schematische Grundstruktur von Akt

Der Aufbau der drei Unterformen von Akt ist in der Grundstruktur gleich (Abb. 3).

Sie setzt sich aus einer N-terminalen PH-Domane (Pleckstrin homology, PH), einer katalytischen
Proteinkinase-Region und einem kurzen Carboxy-terminalem Ende zusammen (Kumar et al. 2001).

Die Aktivierung der Akt folgt vor allem durch die Bindung von Wachstumsfaktoren an die Zelloberflache.
Diese sind zum Beispiel PDGF (platelet-derived growth factor), EGF (epidermal growth factor), bFGF
(basic fibroblast growth factor) oder auch Insulin (Burgering, Coffer 1995). Dadurch kann der
Aktivierungsweg Uber die PI13-K seinen Lauf nehmen.

Ein wichtiges Element in der Aktivierung von Akt ist die PH-Domane, an die eine Bindung von
Phospholipiden erfolgt, so auch die Produkte der PI3-Kinase PtdIns-3,4-P und PtdIns-3,4,5-P.

Bei einer Aktivierung des EGF-Rezeptors transloziert Akt zur Zellmembran, wo die Bindung stattfindet.

Es tritt eine Konformationsanderung von Akt ein, die eine Phosphorylierung der Untereinheiten Ser*”® und
Thr*® erleichtert (Hemmings 1997).

Diese Phosphorylierung am Serin- beziehungsweise Threoninrest (Ser”® und Thr*®) ist der entscheidende

Vorgang in der Aktivierung von Akt. Voraussetzung fir die Aktivitdt ist immer die gleichzeitige
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Phosphorylierung beider Reste. Diese wird durch Kinasen katalysiert, die als Phosphatidylinositol-3-
Phosphat abhangige Kinasen (phosphatidylinositol-3-phosphate dependent kinase, PDK) bezeichnet
werden.

Der Mechamismus, der zur Phosphorylierung des Threoninrestes flihrt, ist weitgehend bekannt. Die
betreffende Kinase erhielt den Namen PDK1 (Vanhaesebroeck, Alessi 2000).

Die Phosphorylierung des Ser**-Restes scheint auf einem ahnlichen Wege abzulaufen, so dass die
Existenz einer PDK2 postuliert wurde, die noch nicht naher identifiziert werden konnte. Weiterflihrende
Untersuchungen zeigen eine Aktivierung von Akt1 an Ser® durch die Proteinkinase Ca (PKCa), die
dadurch als PDK2-Kandidat in Frage kommt (Partovian, Simons 2004). Aber auch die
Autophosphorylierung von Akt an Ser*® im Anschluss an die Aktivierung von Thr*®® (Aoki et al. 1998;
Alessi DR et al. 1997) und die Funktion von ILK (infegrin-linked kinase) wurden diskutiert (Delcommenne
et al. 1998; Lynch et al. 1999; Persad et al. 2001).

Eine entscheidende Rolle spielt Akt bei Proliferation, Genexpression und Apoptose durch die indirekte
Beeinflussung von Translation und Transkription.

Ein Beispiel ist die Phosphorylierung von FRAP/ TOR (FK506 binding protein-rapamycin-associated
protein / target of rapamycin) durch Akt. Die aktivierte FRAP-Kinase aktiviert wiederum die p70 S6 Kinase
(Kinase flur das ribosomale Protein S6), wodurch vermehrt Signale zur erhdhten Translation von mRNA
vermittelt werden (Aoki et al. 1998). Uber diesen Weg scheint im Zellzyklus die Progression von der G1-
Phase zur S-Phase reguliert zu werden (Dudek et al. 1997).

Ein weiterer Mechanismus ist die Phosphorylierung von Pro-Caspase-9 durch Akt, welche eine Hemmung
derselben bewirkt. Pro-Caspase-9 setzt normalerweise eine Kaskade mehrerer Caspasen (cyfosolic
aspartate specific cysteine protease) in Gang, die verschiedene apoptotische Veranderungen hervorrufen.
Durch die Hemmung der Pro-Caspase-9 kdnnen diese Vorgange nicht mehr oder nur in geringerem Malde
ablaufen und es kommt zu einer Verminderung der apoptotischen Effekte (Cardone et al. 1998).
AuBerdem wird Akt zugesprochen, die Lokalisation von p21 zu beeinflussen (Zhou et. al. 2001), einem
Inhibitor der Cyclin-abhangigen Kinasen (Cyclin-dependent Kinase, CDK), auf die weiter unten genauer
eingegangen wird.

Neben den komplexen Aktivierungsmechanismen der Akt und den vielfaltigen Funktionen, die sie nach
sich zieht, ist bisher nur ein Mechanismus bekannt, der zu einer direkten Hemmung der Akt-Aktivitat fihrt.

Es handelt sich hierbei um das Produkt des als Tumor-Suppressor-Gen beschriebenen PTEN.

2.4.7. PTEN — Protein (phosphatase and tensin homology)

Fir eine Vielzahl von Tumoren, so auch fir gliale Tumore, wurden verschiedene Deletionen auf dem
langen Arm des Chromosom 10 (10g22-25) nachgewiesen. Mit PTEN konnte einem dieser Loci ein

Genprodukt mit hohem Einfluss auf das Tumorgeschehen zugewiesen werden.
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Die Identifizierung dieses Gens gelang zeitgleich verschiedenen Gruppen (Li et al. 1997; Steck et al.
1997; Li, Sun 1997), woraus mehrere Namen fir dasselbe Gen hervorgingen, MMAC1 (mutated in
multiple advanced cancers), TEP1 (TGF-a-regulated and epithelial cell-enriched phosphatase) und PTEN
(phosphatase and tensin homolog). Letzter ist die offizielle Bezeichnung der Human Gene Organisation
(HuGO).

Die Lokalisation von PTEN auf Chromosom 10923 ist eine Region mit sehr hoher Anzahl an mutagenen
Veranderungen, die vor allem in den spaten Stadien von Tumoren nachzuweisen sind.

In hochgradigen glialen Tumoren findet sich in bis zu 40% der Falle eine Mutation im PTEN-Gen.
Wahrend der Tumorprogression treten diese Veranderungen haufig in beiden Allelen auf (Li et al. 1997;
Liu et al. 1997; Rasheed et al. 1997; Wang et al. 1997; Duerr et al. 1998). Weitere PTEN-Mutationen
wurden auch bei autosomal-dominant vererbten Krankheiten mit erhdhter Pradisposition zu kanzerogenen
Veranderungen wie der Cowden-Krankheit oder dem Bannayan-Zonana-Syndrom gefunden (Wang et al.
1997; Furnari et al. 1998; Cantley, Neel 1999).
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Abb. 4
Schematische Darstellung der Doméanen des PTEN-Proteins

Der Aufbau des PTEN-Produktes untergliedert sich in zwei Hauptdoménen (Lee et al. 1999) (Abb. 4). Die
eine besitzt eine starke Ahnlichkeit mit dem katalytischen Zentrum der Protein-Tyrosin-Phosphatasen.
Dieser Region wird die Fahigkeit zugesprochen, bestimmte Phosphotyrosine zu binden und zu
dephosphorylieren. Die andere Hauptdomane, die C,-Domane, bindet Phospholipide, wodurch das PTEN-
Molekil der Plasmamembran zugewandt wird und die katalytische Doméane ihre Substrate erreicht (z.B.
PtdIns-3,4,5-P) (Yamada, Araki 2001).

Daneben konnten noch andere Regionen identifiziert werden, deren genaue Funktion bisher nicht bekannt
ist. Eine dieser Regionen, welche wie die Phosphatase-Doméne am amino-terminalen Ende von PTEN
liegt, besitzt eine ausgepragte Ahnlichkeit zu Tensin und Auxillin und scheint in Zelladhasions- und
Zellmigrationsvorgange involviert zu sein (Yamada, Araki 2001).

Auch dem C-terminalen Ende von PTEN werden verschiedene Funktionen zugetragen.

Die Phosphorylierung an verschiedenen Serin- oder Threonin-Resten (Ser®®°, Thr®¥?, Thr®3) kann die
enzymatische Aktivitat und die Stabilitdt von PTEN beeinflussen. Dephosphorylierung oder Verlust des C-
terminalen Endes kénnen zu einer verstarkten Phosphatase-Aktivitdt oder zur Degradierung des Proteins
fuhren (Vasquez et al. 2000).
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Die bisher bekannten Hauptfunktionen von PTEN liegen in seiner Aktivitdt als Phosphatase sowonhl

gegenuber Lipiden und als auch Proteinen.

Das bedeutendste Substrat ist Phosphatidylinositol-3,4,5-Phosphat (Ptdins-3,4,5-P), das Hauptprodukt
der PI3-Kinase.

PTEN spaltet von PtdIns-3,4,5-P den Phosphatrest an der dritten Position, so dass
Phosphatidylinositol-4,5-Phosphat (PtdIns-4,5-P) entsteht. Die Funktion von Ptdins-3,4,5-P geht verloren
(Maehama, Dixon 1998).

PTEN wird durch diese Phosphatase-Aktivitat zu einem direkten Regulator der PI13-K.

Wie oben beschrieben ist die PI3-K fir die Bildung von PtdIns-3,4,5-P aus Ptdins-4,5-P zustandig. Je
mehr PtdIns-3,4,5-P auf diesem Weg gebildet wird, desto starker wird Akt aktiviert und desto mehr anti-
apoptotische Signale gelangen Uber diesen Signalweg in die Zelle.

Durch die vermehrte Dephosphorylierung von PtdIns-3,4,5-P durch PTEN, wird der Mechanismus der Akt-
Aktivierung abgeschwacht oder verhindert (Maehama, Dixon 1998).

PTEN kann auf diese Weise seiner Funktion im Sinne eines Tumor-Suppressor-Gens gerecht werden. Die
Annahme, dass ein Verlust des PTEN-Gens ein Tumorwachstum herbeifiihrt, wird durch den Verlust der

Regulierung anti-apoptotischer Funktionen der Zelle erklart.

2.4.8. p53 - Protein

Das p53-Gen auf dem kurzen Arm des Chromosom 17 (17p13) Ubernimmt vielfaltige Kontrollfunktionen im
Zellwachstum. Es reguliert die Zellproliferation und -transformation zum Beispiel nach DNA-Schadigung.
Eine Moglichkeit des Eingreifens, ist die direkte Hinderung der Zelle an ihrem Wachstum, solange bis
Reparationsmechanismen greifen kénnen. Oder aber es werden durch p53 Signalwege aktiviert, die zum
programmierten Zelltod fihren (Lane 1992). Daher erhielt p53 den Status eines Tumor-Suppressor-Gens.
Der p53 induzierte Zellzyklus-Stop und die Apoptose laufen vor allem Uber den Weg der Gen-
Transkription ab. Unter die dabei gebildeten Genprodukte fallen zum Beispiel der Apoptose-induzierende
Faktor Bax, das Zellzyklus-assoziierte Protein Cyclin G und p21, ein Inhibitor der Cyclin-abhangigen
Kinasen (Cyclin dependent Kinase, CDK) (Cox 1997).

Das Produkt des normalen p53-Gens reagiert nur unter bestimmten zelluldren Bedingungen. Diese sind
zum Beispiel DNA-Schadigungen durch UV- oder y-Bestrahlung, p53 wird dann als wild-type p53 (wt-p53)
bezeichnet (El-Deiry et al. 1993).

In Tumorzellen finden sich hdufig Mutationen und Deletionen, die eine Bildung des funktionstlchtigen wt-
p53-Proteins verhindern und zu einer nachweisbaren Akkumulation eines Funktionslosen Produktes
fuhren kénnen (Vojtesek et al. 1992). Auch Genverluste mit vollstdndigem Fehlen oder mit Expression
eines Funktionslosen p53-Proteins, wodurch es zu einem Kontrollverlust in der Zellregulation kommt,

wurden beschrieben (El-Deiry et al. 1993).
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Das p21-Gen wird unter anderem durch p53 transkriptional aktiviert. Seine Beschreibung fand relativ
zeitgleich unter verschiedenen Voraussetzungen statt.

El-Deiry et al. untersuchten den direkten Zusammenhang zwischen dem beschriebenen Gen auf
Chromosom 6p21.2 und p53. Es erhielt aufgrund dessen die Bezeichnung WAF1 (wild-type p53-activated
fragment 1) (El-Deiry et al. 1993). Etwa zur gleichen Zeit wurde von Harper et al. die Entdeckung eines fir
ein 21-Kilo-Dalton-Protein kodierenden Gens verdffentlicht, welches bei der genaueren Untersuchung von
Proteinen, die mit den Cyklin-abhangigen Kinasen (Cyclin dependent Kinase, CDK) interagieren, isoliert
werden konnte und daraufhin CIP1 (CDK-interacting protein) genannt wurde (Harper et al. 1993). Noda et
al. beschrieben schlieRlich 1994 das sogenannte SDI1 (senescent cell-derived inhibitor) (Noda et al.
1994), welches sich als gleiches Produkt wie WAF1 und CIP1 erwies.

Seine wichtigste Funktion Gbernimmt p21 als Inhibitor der Cyclin-abhangigen Kinasen (Cyclin dependent
Kinase, CDK) (Harper et al. 1993; Xiong et al. 1993).

CDKs konnen verschiedene Substrate, die in den Zellzyklus involviert sind, beeinflussen. Ein Beispiel ist
ein Produkt des Retinoblastoma-Gens (product of Rb, pRb). pRb wird durch die CDKs phosphoryliert. Nur
im phosphorylierten Zustand férdert es den Ubergang der Zelle von der G1-Phase in die S-Phase. Auf
diese Weise kdnnen CDKs die Progression des Zellzyklus férdern (Harper et al. 2001).

Die Hemmung der CDK durch p21 geschieht durch eine Interaktion zwischen dem N-terminalen Ende von
p21 und der CDK (Hsiao et al. 1997). Dadurch wird die CDK in ihrer Funktion behindert. Die Folge ist eine
Unterbrechung des Zellzyklus durch den fehlenden Ubergang der Zelle von der G1- in die S-Phase (El-
Deiry et al. 1994).

Diese Fahigkeit des p21-Proteins, das Zellwachstums aufzuhalten beziehungsweise zu stoppen, scheint
stark an seine Lokalisation gebunden zu sein (Asada et al. 1999; Zhou et al. 2001). Um mit der CDK
interagieren zu kénnen, muss p21 in den Zellkern wandern (Hsiao et al. 1997). Der Mechanismus, der fir
den Transport vom Zytoplasma in den Zellkern und zurlick zustandig ist, ist noch nicht endgultig geklart.
Zhou et al. beschrieben einen Zusammenhang zwischen dem ,Anti-Apoptose-Faktor® Akt und p21. Akt
phosphoryliert p21 an einem Tyrosinrest, woraufhin eine Translokalisation in das Zytoplasma stattfindet

und die hemmende Wirkung von p21 nicht mehr greifen kann (Zhou et al. 2001).
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3. Zielsetzung der Arbeit

Die Ursache der Progression glialer Hirntumore liegt in erster Linie in genetischen Veranderungen, die
durch eine abgewandelte Proteinexpression Einfluss auf die intrazellularen Signalwege nehmen. Durch
die wegfallende Regulation der Signalwege kommt es zu einem Ungleichgewicht zwischen Zellwachstum
und programmiertem Zelltod.

Die vorliegende Arbeit beschéaftigt sich mit der Frage, ob der Nachweis solcher Signalwegsveranderungen
auch an formalinfixiertem und paraffineingebettetem Gewebe (formalin fixed paraffin embedded, FFPE) in
situ mittels seit kurzem zur Verfiigung stehender Phosphorylierungs-spezifischer Antikérper moglich ist.
Angewendet wurden Antikorper gegen die phosphorylierte MAP-Kinase ERK1/2 sowie gegen die
phosphorylierte Proteinkinase B (Akt).

Hierflir sollte zunachst der Gebrauch dieser Antikorper in der Immunhistochemie an FFPE mit dem
Einsatz im Western-Blot verglichen werden. An FFPE wurde aulerdem die Spezifitdt der
Phosphorylierungs-spezifischen Antikdrper im Vergleich zu dem entsprechenden Gesamt-Antikorper
untersucht.

Unter Berucksichtigung einer der haufigsten Genveranderungen in glialen Hirntumoren, dem Gen des
epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (epidermal growth factor receptor, EGFR), Uber dessen
Rezeptor-Protein ERK1/2 und Akt aktiviert werden, wurde die EGFR-Expression immunhistochemisch
nachgewiesen.

Basierend auf weiteren genetischen Veranderungen, die vor allem in Glioblastomen vorkommen, wurden
in die Untersuchungen PTEN (phosphatase and tensin homology) sowie p53 und p21 einbezogen. Um
Ruckschlisse auf den proliferativen Einfluss dieser Faktoren zu ziehen, kam als Proliferationsmarker
MIB1 zum Einsatz.

Darlber hinaus sollte mittels Tissue Arrays eine Methode Uberprift werden, welche den Einsatz der
Antikorper an groflen Kollektiven erlauben wiirde. Hierbei stellte sich die Frage, ob diese Methode der

Heterogenitat der untersuchten Tumore gerecht wird.
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4. Material und Methoden

4.1. Material

4.1.1.

Geréte und Hilfsmittel

Immunhisto-
chemie

Western-
Blot-

Analyse

Tabelle 3

Gerate

Firma

Rotationsmikrotom HM355S

Microm International GmbH,Walldorf, BRD

Kuhlplatte Tissue Cool Plate COP20, Paraffin-
Streckbad TFB35, Objekttrager-Streckbank
OTS40, Objekttrager-Eindeckautomat RCM2000,
Tissue Stainers COT20

Medite Medizintechnik, Burgdorf, BRD

Trockenschrank TypBE400

Memmert GmbH & CoKG, Schwabach, BRD

Objekttrager SuperFrostPlus, Deckglaschen (24 x
50 mm)

R. Langenbrink, BRD

Covermount (EinschluBmittel fiir die
mikroskopische Technik)

Uber Labonord, BRD, von HistoLab,
Gothenburg, Schweden

DAKO TechMate™ 500 Plus, DAKO TechMate™
Horizon Automated Immunostainer,
Kapillarspaltobjekttrager

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg, BRD

Secureline Marker Il permanent solvent resistant

Precision Dynamics Corporation, San
Fernando, CA, USA

Mikrowelle NN-T259W
Mikrowelle MWD1820 Duo

Panasonic, Matsushita Electric, Cardiff, UK
Bauknecht, BRD

Fissler Vitarit Schnellkochtopf

Fissler GmbH, Hoppstadten-Weiersbach,
BRD

Heizplatte Ikatherm HP30 digital, Ika-Vibro-Fix VF2

Janke und Kunkel GmbH & Co KG, Staufen,
BRD

pH-Meter WTW Mikroprozessor pH-mV-Meter
pH538

wissenschaftliche technische Werkstatten
GmbH, Weilheim, BRD

Feinwaage Sartorius universal
Prazisionswaage Fi210

Sartorius GmbH, Géttingen, BRD
Willi Fischer oHG, Frankfurt am Main, BRD

Pipetman

Gilson, Uber Abimed, Langenfeld , BRD

Tissue-Arrayer

Alpha Metrix Biotech GmbH, Rodgau, BRD

Mikroskop Zeiss Axioplan

Zeiss, Jena, BRD

3CCD Color Video Camera

Sony Deutschland GmbH, KdIn-Ossendorf,
BRD

Brutschrank FunctionLine

Heraeus instruments GmbH, Hanau, BRD

Glas-Homogenisatoren

Schott AG, Mainz, BRD

Centrifuge 5417R
Pipetten und Zubehor

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
KéIn, BRD

Spektralfotometer DU530

Beckmann, Fullerton, CA, USA

PVDF-Imobilon-Membran

Milipor, Bedford, MA, USA

Gel-Blotting-Papier

Schleicher und Schuell, Dassel, BRD

Gel-Elektrophorese-Kammer (Mini-Protean Il cell
chamber), Blot-Kammer (Semi-Dry Transfer Cell)

BioRad, Hercules, CA, USA

Spannungsquelle Pharmacia LKB ECPS 3000/150

Pharmacia LKB, Freiburg, BRD

Rontgenfilm Kodak x-OMAT-MA

Namen und Herkunftsangabe verwendeter Hilfsmittel und technischer Gerate

Eastman Kodak, Rochester, USA
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4.1.2. Puffer und Lésungen

4.1.2.1. Puffer und Lésungen fiir die immunhistochemischen Féarbungen

Die Entparaffinierung der Praparate wurde in Xylol, sowie 96%igem und 70%igem Alkohol durchgefiihrt.
Fir die Trispuffer-Stammldsung wurden folgende Materialien verwendet:

Trizma-Base T-1503 von Sigma, Steinheim, BRD, 2 N Salzsaure der Apotheke des Klinikums Rechts der
Isar (Rdl) der Technischen Universitat Miinchen, NaCl von Merck KgaA, Darmstadt, BRD.

Der Citratpuffer 10 mMol, pH 6,0 wurde mit Citronensauremonohydrat von Merck und 2 N Natronlauge der
Apotheke des Rdl in destilliertem Wasser hergestellt und bei 4°C gelagert.

Das Wasserstoffperoxid 30%ig und Methanol stammen ebenfalls von Merck.

Fur die Farbung in den Maschinen von DAKO wurden als Puffer der DAKO ChemMate™ Buffer Kit und
zur Verdlinnung der Primarantikérper das DAKO ChemMate™ Antibody Diluent, beide DAKO, Glostrup,

Danemark verwendet.

4.1.2.2. Puffer und Lésungen fiir die Westernblot-Analyse

Die Chemikalien zur Proteinisolierung (Protein-Assay) wurden Uber BioRad, Minchen, BSA von Roth,
Karlsruhe, beide BRD bezogen.
Fir den Blot stammten die chemischen Bestandteile von Boehringer Ingelheim Bioprodukte, Ingelheim,

BRD, das ECL-Reagenz von Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg, BRD.

41.2.21. Proteinisolierung / quantitative Proteinbestimmung

Zell-Lyse-Puffer 20mM Tris-CI (pH 7,5) / 150mM NaCl / 1mM EDTA / 1mM EGTA / 1% Triton-
x-100 / 2,5mM Natrium Pyrophosphat / 1mM B-Glycerolphosphat / 1mM
NasVOs / 1ug/ml Leupeptin / 1mM PMSF

PBS-Puffer (pH 7,4) 138mM NaCl / 4,3mM Na,PQO, / 1,4mM KH.PO,

Bradford-Reagenz 0,01%iges Coomassie Brillant Blau G-250 / 4,7% Ethanol / 8,5%
Phosphorsaure / Aqua bidest. ad 1l

4.1.2.2.2. Gel-Elektrophorese / Western-Blot

TBS-Puffer (pH 7,5) 20mM Tris / 138mM NaCl

TTBS (TBS+Tween) 20mM Tris / 138mM NaCl / 0,1%Tween20

SDS-Ladepuffer 312,5mM Tris-Cl pH6,8 / 10% SDS / 50% Glycerol / 250mM DTT / 0,05%
Bromphenol-Blau

SDS-Laufpuffer 25mM Tris / 192mM Glycin / 1% SDS

SDS-Gel 30% PAA /1M Tris-Cl pH8,8 / 20% SDS / 10% APS / TEMED / Aqua bidest.

Anodenpuffer 1 30mM Tris / 20% Methanol / Aqua bidest. ad 500ml

Anodenpuffer 2 25mM Tris / 20% Methanol / Aqua bidest. ad 500ml

Kathodenpuffer 25mM Tris / 20% Methanol / 40mM e-Amino-n-Capron-Saure / Aqua bidest.
ad 500ml
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4.1.3. Antikérper

4.1.3.1. Primérantikérper
Bezeichnung Antigen Ursprung Methode Verdiinnung
EGF-Rezeptor- Gesamt-EGF-Rezeptor-Protein polyklonales IHC 1:50
Antikdrper (Phosphorylierungsgrad-unabhéangig) Kaninchen-1gG
p44/42-MAP-Kinase- Gesamt-MAP-Kinase p44/p42 (ERK1/2).  polyklonales IHC 1:200
Antikérper Kaninchen-1gG
Phospho-p44/42- phosphorylierte Thr?*2- und Tyr®®*- Reste polyklonales IHC / 1:200/
MAP-Kinase- der p44/p42 MAPK (ERK1/2) Kaninchen-lgG  Western-Blot- 1:1000
Antikérper Analyse
Akt-Antikorper Gesamt-Akt-Protein (Unterformen Akt1, polyklonales IHC 1:100
Akt2, Akt3) Kaninchen-1gG

Phospho-Akt-(Ser*”®)-  phosphorylierte Ser‘>-Reste von Akt1 polyklonales Western-Blot- 1:1000
Antikérper (Akt2, Akt3 an aquivalenten Positionen) Kaninchen-IgG  Analyse
Phospho-Akt-(Ser*”®)-  phosphorylierte Ser‘>-Reste von Akt1 polyklonales IHC 1:50
Antikorper (IHC- (Akt2, Akt 3 an aquivalenten Positionen) Kaninchen-1gG
spezifisch)
PTEN-(26H9)- 54 kDa PTEN-Protein monoklonales  IHC 1:100
Antikorper Maus-IgG,

Isotyp 1gG2b
p53-Protein- Epitop des humanen p53-Proteins monoklonales  IHC 1:200
Antikorper zwischen den AS 19 und 26 Maus-IgG,

Isotyp 1gG2b,

kappa
p21WARCIPI_Antikdrper  p21-Protein monoklonales  IHC 1:80

Maus-IgG,

Isotyp 1gG1,

kappa
Ki-67- Antikdrper nukleares Ki-67-Antigen und Fragmente monoklonales  IHC 1:250
(Klon MIB1) des Ki-67-Molekils Maus-IgG,

Isotyp 1gG1
Tabelle 4

Beschreibung der verwendeten Antikorper

Die Antikérper gegen EGF-Rezeptor-Protein, p44/42-MAP-Kinase, Phospho-p44/42-MAP-Kinase, Akt,
Phospho-Akt und gegen das PTEN-Protein stammen von Cell Signalling Technology, New England
Biolabs, Inc., Beverly, USA.
Die Antikérper gegen p53-Protein (Klon DO-7), p21VAFCP1 (Klon SX118) und gegen Ki-67- Antigen (Klon
MIB1) wurden bezogen von DAKO, Glostrup, Danemark.
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4.1.3.2. Sekundérantikérper / Konjugate / Substrate

Samtliche immunhistochemischen Farbungen wurden mit dem DAKO ChemMate™ Detection Kit,
Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse oder dem DAKO ChemMate™ Detection Kit APAAP Mouse von DAKO,
Glostrup, Danemark durchgefuhrt.

Zur Blockung unspezifischer Hintergrundfarbung wurde 10%iges nicht-immunisiertes Ziegenserum aus

dem Non-Biotin-Kit von Zytomed GmbH, Berlin verwendet.

4.1.4. Tumormaterial

4.1.4.1. Paraffin eingebettete Proben

Ein Teil der in Paraffin eingebetteten Tumoren stammt aus dem Archiv des Instituts flr Pathologie und
pathologische Anatomie am Klinikum Rechts der Isar der Technischen Universitat Minchen aus den
Jahren 1991 bis 2000. Der andere Teil, der ausschlieBlich ependymale und subependymale Tumore
beinhaltet, stammt aus dem Medizinischen Zentrum fir Pathologie der Philipps-Universitat Marburg aus
den Jahren 1995 bis 1999. Jeder Tumor wurde nochmals von einem Facharzt fiir Neuropathologie

anhand der WHO-Klassifikation auf seine Diagnose hin Uberprift und gegebenenfalls revidiert.

Astrozytar/ Anzahl Geschlecht [1-Alter Geschlecht Range (Jahre) Anzahl
Oligodendroglial (Jahre) Rezidive
Diagnose gesamt 3 ¢ gesamt 3 ¢ Jungster Altester gesamt
Patient Patient
Pilozytisches Astrozytom 3 3 0 43 43 - 15 74 0
Astrozytom 10 6 4 54 54 55 31 77 2
Oligodendrogliom 2 1 1 51 28 75 28 75 0
WHO II 12 7 5 54 50 59 28 77 2
Anaplastisches Astrozytom 19 10 9 48 47 49 16 88 6
Anaplastisches Oligo-Astrozytom 4 2 2 45 56 34 32 69 3
Anaplastisches Oligodendrogliom 3 1 2 49 51 47 47 51 2
WHO i 26 13 13 48 49 47 16 88 11
Gliosarkom 5 5 0 57 57 - 56 59 0
Riesenzell-Glioblastom 4 1 3 60 48 64 48 70 1
Glioblastom 100 49 51 60 59 61 17 85 35
WHO IV 109 55 54 60 59 61 17 85 36
gesamt 150 78 72 57 56 58 15 88 49
Tabelle 5a

Klinische Daten zu den untersuchten Tumorpraparaten mit astrozytéren und oligodendroglialen Anteilen
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Ependymal Anzahl Geschlecht [1-Alter Geschlecht Range (Jahre) Anzahl

(Jahre) Rezidive
Diagnose gesamt 3 9 gesamt 3 9 Jungster Altester gesamt
Patient Patient
Subependymom 6 3 3 54 62 45 38 63 0
Myxopapillares Ependymom 22 1210 39 37 41 19 66 4
Ependymom 31 14 17 52 51 53 29 76 4
Anaplastisches Ependymom 10 2 8 42 60 37 1 72 0
gesamt 69 31 38 47 47 46 1 76 8

Tabelle 5b
Klinische Daten zu den untersuchten Tumorpraparaten mit ependymalen Anteilen

4.1.4.2. Tiefgekiihlte Tumorproben

Die tiefgekihlten Proben stammen ebenfalls aus dem Archiv der Technischen Universitat Miinchen aus
den Jahren 1996 bis 2000.
Untersucht wurden finf Tumore, vier Glioblastome sowie ein Gliosarkom. Es handelt sich bei diesen um

Gewebe der entsprechend in Paraffin eingebetteten Praparate mit den Nummern 43, 64, 66, 97 und 146.

4.2. Methoden

4.2.1. Proteinisolierung

Die Proteinextraktion aus Tumor-Frischgewebe wurde in Anlehnung an die Aufzeichnungen von
Sambrook durchgefiihrt (Sambrook et al. 1989).

Die Gewebeproben wurden in vorgekihlten GlasgefalRen mit jeweils 5ml Lysepuffer homogenisiert und fiir
10min auf Eis gelagert. AnschlieRend wurden die Proben erneut homogenisiert und auf saubere
Eppendorf-Hitchen verteilt. Diese wurden zentrifugiert (15min bei 4°C und 10000 Umdrehungen), der

Uberstand in frische Hitchen pipettiert und zur weiteren Proteinbestimmung bei Minus 20°C eingefroren.

4.2.2. Quantitative Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford-Assay)

Das verwendetete Prinzip der quantitativen Proteinbestimmung wurde 1976 von Bradford beschrieben.
Nach Zugabe von Coomassie-Blau in das zu untersuchende Proteingemisch binden die Proteine an den
Farbstoff. Hieraus resultiert eine Veranderung des Absorptionsmaximums (von 465nm zu 595nm). Zur
quantitativen Bestimmung macht man sich zunutze, dass die bei 595nm gemessene Absorption
proportional zur Proteinmenge ist (Bradford 1976).

Die Proteinextrakte wurden zunachst mit PBS auf 1 zu 10 verdinnt und durchmischt. Dieses Gemisch

wurde zur Herstellung der Probenlésung zum einen auf eine Konzentration von 1 zu 250 mit PBS zum
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anderen auf 1 zu 500 mit PBS und 0,01%igem Triton-x-100 versetzt, so dass jeweils 400l Probenlésung

zur Verfiigung standen.

. . . . ) , BSA- BSA Triton-x-100

Zum Vergleich diente eine aufsteigende Reihe Protein- Proteingehalt | (0,2mg/ml) | (0,01%ig)
Standardlésung (je 400ul) aus bovinem Serum-Albumin in pg je 400l | in pl in pl

(BSA), die mittels nebenstehender Tabelle hergestellt g jIO ggg

wurde. 4 20 380

Jede Probenlésung sowie die Standardlésungen wurden 6 30 370

mit 600pl Bradford-Reagenz versetzt, durchmischt und 8 40 360

fur 30min bei Raumtemperatur inkubiert. Tabelle 6

Verdinnungsangaben fir die verwendete Protein-

Die Absorption wurde anschlieBend bei  595nmM  giandardissung

gemessen und die Konzentration anhand des

Proteinstandards berechnet.

4.2.3. Western-Blot-Analyse

4.2.3.1. Gel-Elektrophorese (SDS-Page)

Von den isolierten Proteinen wurden je 10pug mit SDS-Ladepuffer versetzt und fir Smin bei 94°C
denaturiert. Diese Ldsung wurde nochmals abzentrifugiert (10sec) und der Ansatz auf 10%iges

Standardgel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 80 Volt fir 90min durchgefihrt.

4.2.3.2. Western-Blot

4.2.3.21. Protein-Transfer

Die Blottung der SDS-Gele wurde nach Sambrook (Sambrook et al. 1989) im Semi-Dry-Verfahren fir 1h
bei 200mA durchgeflhrt. Das System besteht aus 3 Puffern, zwei Anoden- und einem Kathodenpuffer
zwischen denen das Protein-beladene Gel Uber eine Polyvinyl-Difluorid-Membran (Polyvinyldine
difluoride, PVDF) geblottet wird. Als Trager der Elektroden-Puffer wurde spezielles Blotting-Papier

verwendet.

4.2.3.2.2. Immunreaktion und Proteindetektion

Nach diesem Vorgang wurde die Membran fir 1h in einer Lésung aus TTBS-Puffer und 5%igem
Fettfreiem Magermilchpulver geblockt, anschlieBend in TTBS gespult und mit dem Primarantikorper (pAkt
und pERK1/2 je 1 zu 1000 in TTBS) Gber Nacht bei 4°C inkubiert.

Danach wurde die Membran erneut gespdlt (3 mal 5min in TTBS) und mit dem Sekund&rantikdrper
versetzt (1 zu 2000 in TTBS + 5%igem fettfreiem Magermilchpulver). Dieser wurde 1h bei

Raumtemperatur belassen und im Anschluss daran wiederum mit TTBS (3 mal 5min) gespdilt.
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Die Detektion erfolgte mittels einer Fluoreszenz-Lésung (ECL-Reagenz), die an den Sekundarantikorper
bindet und anschlieRend durch hochsensible Rontgenfilme dauerhaft sichtbar gemacht werden kann. Die

Expositionszeit des Rontgenfilmes betrug 2,5min.

4.2.4. Immunhistochemie

4.2.4.1. Vorbehandlungen

Die immunhistochemische Untersuchung wurde nach bekannten in der Routine eingesetzten Mal3staben
durchgefihrt (beschrieben bei Noll, Schaub-Kuhnen 2000). Die verwendeten Gewebeschnitte hatten eine
Dicke von 3um und wurden auf Objekttragern Gber Nacht bei 60°C angetrocknet.

Nach der Entparaffinierung wurden die Praparate zur Antigendemaskierung vorbehandelt.

4.2.41.1. Hitzedemaskierung im Druckkochtopf

Nach Norton et al. 1994 wurden zwei Liter Citratpuffer im Druckkochtopf bei nicht geschlossenem Deckel
zum Kochen gebracht, anschlieBend die Gewebeschnitte in den sprudelnden Puffer gestellt und der
Deckel sofort geschlossen. Die Kochzeit betrug 7min, die den Druckaufbau und eine Kochzeit von 4min
bei vollem Druck beinhalten. Danach wurde der Topf unter flieRendem Wasser abgekihlt, bis der Druck
entwichen war, der Deckel entfernt und die Praparate weiter unter flieRendem Leitungswasser vollstandig
ausgekihlt und in Trispuffer gestellt.

Diese Vorbehandlung wurde fir die Antikdrper gegen EGFR, gesAkt, pAkt, MIB1 und p21 verwendet.

4.2.41.2. Hitzedemaskierung in der Mikrowelle

Die Objekttrager wurden in einem Mikrowellen-geeigneten Gefald vollstandig mit Citratpuffer bedeckt und
das GefalR mit einem Deckel locker verschlossen. Bei 900 Watt wurden sie fir 2mal 10min unter
Nachfiillen des Puffers in der Mikrowelle erhitzt. Nach den 20min wurden die Praparate sofort aus der
Mikrowelle genommen, der Citratpuffer ab geschittet und die Schnitte mit Trispuffer bedeckt. Diese

Vorbehandlung wurde bei den Antikdrpern p21 und PTEN eingesetzt.

4.2.4.1.3. Blockung der endogenen Peroxidase

Zum Blocken der endogenen Peroxidase wurden die Schnitte anschlieRend unabhangig von der
vorhergehenden Antigendemaskierung in verschiedenen Konzentrationen von H;O, in destilliertem
Wasser beziehungsweise in Methanol fir 10min inkubiert.

Bei den Antikdrpern gegen pERK und pAkt wurde eine 1%ige, fir die entsprechenden Gesamt-Antikdrper
(gesERK, gesAkt) eine 3%ige Lésung aus H,O, in Methanol verwendet, fir p21 und PTEN eine 10%ige
Verdinnung von H;O; in destilliertem Wasser und fir die Antikérper gegen Ki-67 und p53 wurden die
Schnitte in einer 20%igen Loésung aus H.O, in destillietem Wasser inkubiert. Danach wurden die

Praparate fur weitere 10min in Trispuffer gespdilt.
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4.2.4.2. Antikérperbehandlungen und Substratnachweis

Die Inkubationszeit fur EGFR, PTEN, p53, p21 und MIB1 betrug jeweils eine Stunde bei Raumtemperatur.
Der Primarantikorper fir pAkt und pERK sowie gesAkt und gesERK wurden in einer feuchten Kammer bei
4°C Uber Nacht inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeiten wurden alle Praparate dreimal flr jeweils 3min in Trispuffer gesplilt,
anschlieBend der Sekundarantikorper aufgetragen und fir 30min wiederum in der feuchten Kammer
inkubiert. Auch der Sekundarantikdrper wurde dreimal fir je 3min in Trispuffer abgespililt.

Zur Herstellung des spater sichtbaren Immunkomplexes wurde ein Enzymkonjugat aufgetragen und noch
einmal fur eine halbe Stunde auf den Praparaten in der feuchten Kammer belassen. Wiederum wurde wie
zuvor in Trispuffer gespult.

Bis auf den Antikdrper gegen MIB1 diente eine Diaminobenzidinlésung (DAB) als Substrat, welche 1%z bis
10min auf dem Gewebe inkubiert wurde bis unter dem Mikroskop eine entsprechend ausreichende
Farbung erkannt werden konnte. Diese Zeit betrug fir pERK 1%zmin, fir gesERK 3min, fir gesAkt, pAkt
und PTEN je 4min, und fir EGFR, p21 und p53 je 9min.

Als Konjugat fur den MIB1-Antikdrper diente der APAAP-Komplex (Alkalische Phosphatase-Anti-
Alkalische Phosphatase), der 9min auf den Praparaten belassen wurde.

Nach Spilen unter flieRendem destilliertem Wasser und Gegenfarbung mit saurem Hamalaun wurden die

Praparate nach der aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol-Behandlung eingedeckelt.

4.2.4.3. Auswertung der immunhistochemischen Fdrbungen

In einer 40fachen VergrofRerung wurden jeweils 10 reprasentative Ausschnitte im Gesichtsfeld des
Mikroskops ausgewahlt und auf die Intensitat sowie die Anzahl der positiv gefarbten Zellen Uberprift. Bei
den Antikérpern gegen MIB1, p53 und p21 wurde auf die Intensitat verzichtet, da diese hierbei keine
Unterschiede zeigten. Bei den Antikdrpern gegen pERK, pAkt und p21 wurden sowohl die Zellkerne, als
auch das Zytoplasma beurteilt, fir EGFR und PTEN lediglich das Zytoplasma.

Es wurden die Werte 0 bis 3 flr die Intensitat herangezogen in Anlehnung an vorausgehende
immunhistochemische Auswertungen (Remmele et al., 1986). Einem nicht nachweisbaren Ergebnis
entspricht die 0, einer sehr intensiven Reaktion die 3 (0 = keine spezifische Farbung erkennbar, 1 =

schwache Intensitat, 2 = deutlich sichtbare Intensitat, 3 = sehr starke Intensitat) (Abb. 5).
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Abb. 5

Darstellung der immunhistochemisch erzielten Farbintensitaten
a: 1 = schwach, b: 2 = deutlich, ¢: 3 = stark
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Die Anzahl der positiven Zellen wurde aus der Beurteilung der 10 Gesichtsfelder in Prozent auf Werte von
0 bis 4 umgelegt (0- 5% positiv reagierende Zellen = 0, 6- 25% =1, 26- 50% = 2, 51- 75% = 3, 76- 100%
=4).

Um einen Vergleich der gewonnenen Ergebnisse zu ermdglichen, wurden die Werte angelehnt an
vorangegangene, immunhistochemische Arbeiten umgerechnet und zusammengefasst (Remmele,
Stegner 1987, Gupta et al. 2002; Choe et al. 2003). Fir die Antikérper EGFR, PTEN, pAkt und pERK
wurden durch Multiplikation von Intensitat und Prozentsatz positiver Zellen Werte von 0 bis 12 errechnet,
wobei fur die Antikbrper pERK, pAkt und p21 die zytoplasmatische (z) und nukledre (n) Reaktion
bertcksichtigt wurde. Das Ergebnis fir die Antikbrperfarbung mit MIB1, p53 sowie p21 folgte einer reinen
prozentualen Angabe der positiven Zellen.

Um den Gesamtvergleich aller erhaltenen Ergebnisse zu ermdglichen, wurden die Daten in eine Skala

von ,negativ’ (=), ,maBig“ (+) und ,stark® (++) wie folgt eingeteilt (Gupta et al. 2002; Choe et al. 2003).

Werte Bezeichnung H EGFR, pERK1/2 PTEN, pAkt p21, p53, MIB1
- negativ 0/1/2 0/1/2/3/4 0 bis 5%

+ méaBig 3/4/6 6/8 6 bis 15%

++ stark 8/9/12 9/ 12 16 bis 100%
Tabelle 7

Umrechnung der immunhistochemischen Daten auf direkt vergleichbare Werte

Fir pAkt und PTEN wurde eine schwache Intensitat (siehe Abb. 5) als negativ eingeordnet, unabhangig
von der Quantitat der positiven Zellen. Ein stark positives Resultat ergab sich, wenn mindestens die Halfte
der Zellen stark intens reagierten.

Im Vergleich dazu wurden fiur die Antikérper gegen EGFR und pERK die Tumore als negativ eingeschatzt,
die bei einer schwachen Intensitat weniger als 50% positive Zellen aufwiesen. Bereits bei einer maRigen

Reaktion in mindestens % der Zellen ergab sich ein stark positives Ergebnis.
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Abb. 6

Beispiele fur die immunhistochemische Auswertung von pAkt / PTEN und pERK / EGFR

a: pAkt / PTEN negativ, b: pAkt / PTEN positiv, ¢: pERK / EGFR negativ, d: pERK / EGFR positiv
Diese leicht divergente Abstufung richtet sich nach den Unterschieden, die jeweils zwischen der
schwachsten und starksten Intensitat festzustellen waren. Die Auspragung negativ (=) beinhaltet auf diese
Weise vor allem negativ reagierende Praparate, aber auch solche, deren positiver Anteil im Verhaltnis zur

starksten Reaktion vernachlassigbar klein ist (Abb. 6).
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Abb. 7
Beispiele fir die immunhistochemische Auswertung von MIB1, p53, p21
a: MIB1 negativ (0-5% positive Zellen), b: MIB1 maRig positiv (6-15% positive Zellen),
c: MIB1 stark positiv (16-100% positive Zellen)

Bei den Antikoérpern p21, p53 und MIB1 war lediglich der Prozentsatz der positiven Zellen entscheidend.
Die Abstufung ergibt sich daraus, dass bei Tumoren ab einer positiven Reaktion in mehr als 15% der
Zellen ein aussagekraftig starkes Ergebnis erbracht wurde (Abb. 7).

Insgesamt spiegelt diese Einteilung nach unseren Auswertungen am besten das Verhalten der

Tumorzellen wieder.

4.2.5. Tissue array

Zur Untersuchung einer gréBeren Anzahl von Tumoren unter derselben Antikdrperbehandlung dient die
Methode des Tissue arrays.

Hierfir beschrieb erstmals Battifora 1986 eine Vorgehensweise, bei der aus mehreren Tumoren
entnommene, reprasentative Anteile in einem Paraffinzylinder (multitumor-[sausage]-tissue-block)
zusammengefligt werden (Battifora 1986).

Aus unserem Kollektiv wurden anhand einer HE-Farbung geeignete Gewebe ausgewahlt und ein
reprasentativer Teil herausgesucht, der dann mit Hilfe einer Stanze entnommen wurde. Auf diese Weise
konnten in einem neuen Paraffinblock mehrere Tumoranteile nebeneinander angeordnet werden. Nach
Lagerung des Paraffinblocks im Brutschrank bei 60°Celsius zur Verbindung des Gewebes mit dem neuen
Paraffin, wurden die Praparate wie oben beschrieben weiter bearbeitet. Zur spateren Identifizierung der
unterschiedlichen Tumore wurde auf jeden Block jeweils eine Stanze aus Plazentagewebe als Markierung
beigefigt.

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte wie bei der Auswertung der vollstandigen Gewebeschnitte,
jedoch bezogen auf den gesamten Ausschnitt.

Fir den Vergleich der beiden Methoden wurde jeweils das Endergebnis mit den gewonnenen Werten
(negativ, maRig und stark positiv) verwendet und ein prozentualer Mittelwert aus den Ubereinstimmungen

gebildet.
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5. Ergebnisse

5.1. Nachweis von pAkt und pERK in ausgewahlten Tumoren durch Proteinisolierung im

Vergleich zur Immunhistochemie

Insgesamt wurden finf Tumore mittels Western-Blot-Analyse auf die Expression von pERK und pAkt
Uberprift, vier Glioblastome (Nr. 43, 64, 66 und 97) sowie ein Gliosarkom (Nr. 146).

Als Positivkontrolle (+) diente ein Proteinlysat aus mit epidermalem Wachstumsfaktor (EGF) stimulierten
LN18-Zellen (Schlegel et al. 2000).

Von den funf untersuchten Tumoren zeigten im Vergleich zur Kontrollbande von LN-18 alle eine deutlich
positive Reaktion gegen pERK (Abb. 8). Bei pAkt fielen die Banden insgesamt schwacher aus (Abb. 9).
Anhand von Ausschnitten aus den Praparaten im Vergleich zur Western-Blot-Analyse wird gezeigt, wie

die Aktivierung der untersuchten Proteine auch in situ nachzuweisen ist.

+ Nr. Nr. Nr. Nr. Nr.
64 43 146 66 97

C:rl;'l;ch der Proteinverteilung von pERK1/2 im Western-Blot (A) mit der immunhistochemischen Verteilung (B).

+: Positivkontrolle

In der Western-Blot-Analyse reagierten alle untersuchten Tumore positiv gegen den Phosphorylierungs-
spezifischen Antikérper pERK (Abb. 8A). Die starksten Banden =zeigten sich im Tumor 43.
Immunhistochemisch fand sich korrespondierend ein teils deutlich gefarbtes Zytoplasma (Abb. 8B).
Sowohl eine immunhistochemische Reaktion im Zytoplasma als auch in den Zellkernen lief3 sich in

Nummer 146 nachweisen (Abb. 8B). Dieser zeigte gleichermalen starke Banden im Western-Blot (Abb.
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8A). Die jeweils schwacher reagierenden Praparate (Nr. 64, 66, 97) wiesen auch in der
Immunhistochemie geringere Reaktionen auf. Im Vergleich ist die Bande des Tumors Nummer 64 starker
als in Tumor 66 und 97. Dieser zeigt immunhistochemisch prozentual ahnlich viele positive Zellen wie 66
und 97 bei insgesamt jedoch starkerer Intensitat (Abb. 8).

+ Nr. Nr. Nr. Nr. Nr.
64 43 146 66 97

B
g Y0
7 '-“r"-:h. o ;
Abb. 9

Vergleich der Proteinverteilung von pAkt im Western-Blot (A) mit der immunhistochemischen Verteilung (B).
+: Positivkontrolle

Der Nachweis von phosphoryliertem Akt gelang in drei der untersuchten Tumore sicher (Abb. 9A). Die
deutlichste Bande fand sich im Gliosarkom (Nr. 146). Immunhistochemisch zeigte dieser Tumor als
einziger sowohl zytoplasmatisch als auch nuklear eine deutlich positive Reaktion (Abb. 9B). Die Tumore
43 und 64 wiesen sowohl immunhistochemisch als auch im Western-Blot mafig positive Ergebnisse auf,
wohingegen in den Tumoren 66 und 97 bei allenfalls flauen Banden auch die Immunhistochemie sehr
kontrastarm blieb.
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5.2. Vergleich der Phosphorylierungs-spezifischen Antikorper mit den Gesamt-

Antikorpern

Um das Verhalten der aktivierten Kinasen (pERK, pAkt) im Vergleich zu den Gesamt-Proteinen deutlich
zu machen, wurden an einzelnen Praparaten Farbungen mit den Antikdrpern gegen Gesamt-ERK
(gesERK) und Gesamt-Akt (gesAkt) durchgefiihrt (gesERK: Nr. 29, 53, 96, 107, 143; gesAkt: Nr. 9, 50, 53,
82, 106, 143). Insgesamt zeigte sich in den Tumoren eine schwachere und deutlich diffusere Verteilung
der Gesamt-Antikorper gegeniliber den Phosphorylierungs-spezifischen Antikérpern. Daher wurde im
Gegensatz zu den anderen untersuchten Faktoren keine spezielle Einteilung in Intensitat und Anzahl der
positiven Zellen vorgenommen. Die Praparate werden jeweils direkt hinsichtlich Gesamt-Protein und

phosphoryliertem Protein miteinander verglichen.

5.2.1. Verteilung der gesERK im Vergleich zu pERK

Die Tumore Nr. 29, 53 und 82 zeigten nahezu alle eine flaue bis mafig positive zytoplasmatisch
lokalisierte Farbung gegen gesERK. Im Vergleich fanden sich in diesen Praparaten nur einzelne vor allem
nukleadr gelegene positive Reaktionen gegen pERK. Ein Beispiel dafiir zeigt ein Ausschnitt aus Fall Nr. 29.
In diesem Bereich stellt sich die gesERK allgemein flau dar, die pERK zeigte in einzelnen Zellen und
Kernen eine sehr starke Reaktion (Abb. 10).

gesERK pERK

Abb. 10

Beispiel positiver nuklearer
Reaktion auf pERK bei schwacher,
vor allem zytoplasmatischer J
Reaktion auf gesERK g e
(aus Praparat Nr. 29) “ﬁ- .

Einer der auf gesERK untersuchten Tumore fiel durch eine schwach positive Reaktion in einem Grof3teil
der Zellen auf (Nr. 107) (Abb. 11).
Bei der Farbung mit pERK blieb er dagegen bis auf einzelne positive Zellkerne negativ. Wie auch in den

anderen Tumoren waren diese positiv reagierenden Zellen jeweils in Gruppen angeordnet.

‘gesERK " <« - - " pERK
Abb. 11 A el 3 i3 y e
Beispiel fir diffuse, schwache - 'l : .
Verteilung der ges-ERK bei i+ = sy &

lokalisiertem Nachweis von pERK i . b
(aus Praparat Nr. 107) | f _ - i,



5.2.2. Verteilung der gesAkt im Vergleich zu pAkt

Die Reaktion gegen die gesAkt war ahnlich der gesERK wesentlich gleichmaBiger verteilt und insgesamt
schwacher als die pAkt-Reaktionen.

Die Praparate 82 und 143 zeigten eine flaue gesAkt-Auspragung, die pAkt war vor allem in den Zellkernen
mafig nachweisbar.

Der Fall Nr. 50 verhielt sich ahnlich, wies jedoch auch maRige zytoplasmatische pAkt-Werte auf.

In dem Tumor Nr. 53 fand sich eine deutliche gesAkt-Reaktion im Zytoplasma der meisten Zellen,

gleichzeitig war pAkt sowohl zytoplasmatisch als auch nuklear stark vorhanden (Abb. 12).

- % " 5 AR FRLL. - T
s“gesA_kt a 4 §ea pA}kt,ﬁ-_ ‘f' Ly e
Ml R A, ] e
“ Gt SIS S s
bl s 3 . i
F i 5 - i » | e ' ;‘
Abb. 12 i T W S YR
Beispiel fir deutliche Reaktion =& @ R o $ 0 "L ]
gegen gesAkt und pAkt (aus : ol A4 LT R SN R i |
Praparat 53) # €4 B i o o
e el F' iy e ; ¥y
Sk g B £ Tl ol

Demgegenuber ist ein Fall zu betrachten, der ebenfalls zytoplasmatisch eine deutliche gesAkt zeigte,
allerdings nahezu keine Aktivierung der Akt (pAkt) aufwies (Nr. 9) (Abb. 13).

ik TR TR pAkt
o el A
e 4 :
Abb. 13 : e ’;Q‘-._
Geringe Reaktion gegen pAkt bei I ‘ e
starker Reaktion auf gesAkt ; 1 59 -
(aus Préaparat 9) R &
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5.3. Inmunhistochemische Untersuchungen und Auswertung der verwendeten Antikorper

In dieser Arbeit wurden 219 gliale Hirntumore verschiedener Malignitdtsgrade immunhistochemisch
untersucht.
Zur Veranschaulichung der gewonnenen Ergebnisse wurden die Tumore nach ihrem zelluldren Ursprung

(astrozytar, oligodendroglial, ependymal) sowie dem zugehoérigen WHO-Grad eingeteilt.

5.3.1. Tumore astrozytdren und oligodendroglialen Ursprungs

In diese Gruppe wurden alle Tumore aufgenommen, deren Zellen astrozytar beziehungsweise
oligodendroglial gepragt sind. Diese Zusammenfassung wurde gewahlt, da sich zum einen die rein
oligodendroglialen Tumore in den Ergebnissen praktisch nicht von den astrozytaren in ihrer Reaktion
abhoben. Zum anderen sollte das haufige Vorkommen oligodendroglialer Bereiche in Glioblastomen
Berucksichtigung finden. Auf abweichende Resultate wird gesondert hingewiesen.

Die Einteilung erfolgte gemaR der WHO-Klassifikation.

Unter WHO IV wurden 100 Glioblastome, 5 Gliosarkome und 4 Riesenzell-Glioblastome
zusammengefaltt. WHO Il beinhaltet 19 anaplastische Astrozytome, 4 anaplastische Oligo-Astrozytome
und 3 anaplastische Oligodendrogliome und WHO Il wird von 10 Astrozytomen sowie 2
Oligodendrogliomen gebildet. Von 3 ebenfalls untersuchten pilozytischen Astrozytomen wurden die Daten

in der weiteren Auswertung nicht bertcksichtigt.

5.3.1.1. Verteilung der einzelnen Faktoren

5.3.1.1.1. EGFR

WHo I WHO Il WHO IV
n=12 n=26 n=109

3 4
39 9
Abb. 14

Verteilung von EGFR in Abhangigkeit des WHO-Grades

WMEGFR ++
DEGFR +
OEGFR -

Die niedriggradigen Tumoren (WHO II) reagierten in einem Viertel der Falle positiv (3 von 12, darunter 1

Oligodendrogliom), wobei sich keine starke EGFR-Expression nachweisen liel3.
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Unter den anaplastischen Tumoren (WHO

_ . WHO-lII EGFR- EGFR+ EGFR ++
) lag der Schwerpunkt der Verteilung mit Anapl. Astrozytom 12 7
der Halfte der Tumoren (13 von 26) bei |an0. Oligo-Astrozytom 1 2 1
negativen EGFR-Werten. Weitere 9 Félle  |Anapl. Oligodendrogliom 3

(35%) zeigten demgegentiber eine malige Tabelle 8
o o . . Verteilung des EGFR in anaplastischen Tumoren
Positivitat, 4 (15%) wiesen eine starke  astrozytaren und oligodendroglialen Ursprungs
Reaktion auf. Alle rein oligodendroglialen
Tumore fielen unter den Teil mit starker Auspragung, die rein astrozytaren Tumore blieben grdfitenteils
negativ.
Eine starke EGFR-Expression zeigten 37 der 109 Tumore WHO IV (34%). Den gréten Anteil in dieser
Gruppe bildeten die maRig reagierenden Praparate mit 43 Fallen (39%). 29 von 109 (27%) blieben

negativ.

5.3.1.1.2. Phospho-ERK zytoplasmatisch (pERKz)

WHO Il WHO Il WHO IV
n=12 n=26 n=109
3 4 28 25
12
6
10 WPERKz ++
3 ERKz
56 mp +

OpERKz -

Abb. 15
Zytoplasmatische Verteilung der pERK in Abhangigkeit des WHO-Grades

Die Tumore WHO II zeigten hohe Auspragungen der zytoplasmatischen pERK. 3 von 12 reagierten mafig
und 6 zeigten stark positive Resultate.

Die anaplastischen Tumore wiesen in 12 von 26 Fallen (46%) negative pERK-Werte auf. Insgesamt 14
(54%) reagierten positiv (10 maRig = 38%; 4 stark = 15%).

Die Tumore WHO 1V reagierten im Zytoplasma in 56 Praparaten (51%) maRig und bei 25 (23%) stark auf
den pERK-Antikdrper. Mit 28 von 109 blieb gut ein Viertel dieser Praparate (26%) negativ.
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5.3.1.1.3. Phospho-ERK nuklear (pERKn)

WHO I WHO Il WHO IV
n=12 n=26 n=109
1 3
4 10 47
16 59 mpERKN ++
7 mPERKnN +
OpERKnN -

Abb. 16
Nukleare Verteilung der pERK in Abhangigkeit des WHO-Grades

Insgesamt fand sich in 4 Tumoren eine starke nukledre Reaktion gegen pERK im Zellkern (2
Glioblastome, 1 Gliosarkom, 1 Astrozytom).

Unter den Tumoren WHO Il fanden sich weitere 7 von 12 mit maRigen und 4 mit negativen pERK-Werten
im Zellkern.

Bei den meisten der Tumore mit WHO-Grad Ill fand sich keine ausreichende Reaktion im Zellkern (16 von
26 = 62%). Die Ubrigen Falle (10 von 26 = 38%) reagierten maRig.

Neben den 3 stark EGFR-positiven Fallen (3%) wiesen 59 (54%) maRige und 47 (43%) negative pERK-
Werte im Zellkern auf.

5.3.1.1.4. Proliferationsindex MIB1

WHOII WHO Il WHO IV
n=12 n=26 n=109
6 33
11 41
mMIB1 ++
9 mMIB1 +
12 35 OMIB1 -

Abb. 17
Verteilung von MIB1 in Abhangigkeit des WHO-Grades

Die Ergebnisse des Proliferationsindexes spiegeln den Bezug der Proliferation auf den WHO-Grad wieder.
In den niedriggradigen Tumoren fanden sich keine erhéhten Proliferationsindizes.

Von den anaplastischen Tumoren (WHO IIl) waren 11 von 26 Tumoren negativ (42%), 15 (58%)
reagierten positiv (9 von 26 = 35 %, 6 von 26 = 23%).

Knapp ein Drittel (33 von 109 = 30%) der Tumore WHO |V zeigte keine erhohte Proliferation. Die meisten
Tumore dieser Gruppe hatten erhéhte Proliferationsindizes (41 von 109 = 38%; 35 von 109 = 32%).
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5.3.1.1.5. Phospho-Akt zytoplasmatisch (pAktz)

WHOII WHOlI WHO IV
n=12 n=26 n=109
! y 34 30
W pAktz++
45 mpAktz +
OpAktz -

Abb. 18
Zytoplasmatische Verteilung der pAkt in Abhangigkeit des WHO-Grades

Von den niedriggradigen Tumoren (WHO II) reagierte ein Oligodendrogliom mit starker pAkt-Aktivitat im
Zytoplasma. Die meisten blieben negativ (7 von 12), einzelne reagierten magig positiv (4 von 12).

Von den Tumoren WHO Il war die Halfte ohne zytoplasmatische Reaktion (13 von 26 = 50%). Einer
reagierte stark positiv (4%), 12 (46%) maRig.

Die Tumore WHO |V reagierten in insgesamt 69% der Falle positiv (41% maRig, 28% stark). 34 von 109
Tumoren (31%) blieben negativ.

5.3.1.1.6. Phospho-Akt nukleédr (pAktn)

WHO Il WHo Il WHO IV
n=12 n=26 n=109
5
4 4 37 29
11
mpAktn ++
10 mpAktn +
4 43 OpAktn -

Abb. 19
Nukleare Verteilung der pAkt in Abhangigkeit des WHO-Grades

Die nukleare pAkt-Reaktion verteilte sich in den verschiedenen Gruppen ahnlich. Je etwa ein Drittel blieb
negativ. Die niedriggradigen Tumore wiesen in gleichen Anteilen mit je 4 von 12 Fallen negative, malige
und starke Werte auf (33%). In der Gruppe der Tumore WHO Ill blieben 11 (42%) negativ. 5 (19%)
reagierten nuklear stark positiv, 10 (39%) maRig.

Die Verteilung der nukledren Akt-Aktivitat unterschied sich bei den Tumoren WHO IV nicht wesentlich von
der zytoplasmatischen Reaktion, wobei allerdings keine direkte Korrelation vorlag, das heil3t die Tumoren
wiesen nicht zwangslaufig gleiche zytoplasmatische und nukleare Werte auf.

Die negativ reagierenden Falle machten mit 37 von 109 (34%) gut ein Drittel aus, 29 (27%) erbrachten
nuklear ein stark positives Ergebnis. Die grote Gruppe bildeten mit 43 von 109 die maRig gefarbten
Praparate (39%).
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5.3.1.1.7. PTEN-Protein

WHOII WHOlII WHO IV
n=12 n=26 n=109
4 5 11
3 4
52
mPTEN ++
5 17 46 @mPTEN +

OPTEN -

Abb. 20
Verteilung von PTEN in Abhangigkeit des WHO-Grades

Der Nachweis des PTEN-Proteins gelang in den meisten hier untersuchten Tumoren.

Die Verteilung der PTEN-Auspragung unter den Tumoren WHO Il war unter Bericksichtigung der
geringen Fallzahl relativ gleichmafig. 3 von 12 Tumoren blieben negativ, 5 ergaben mafige und 4 starke
Werte.

Von den anaplastischen Tumoren (WHO Ill) blieben 4 (15%) negativ. Dagegen wiesen 17 (65%) ein
mafiges und 5 (19%) ein starkes Ergebnis auf.

Von den Tumoren WHO |V fielen 11 Falle (10%) unter die negative Einteilung. Die meisten Praparate

zeigten eine mafige (46 von 109; 42%) oder sogar starke (52 von 109; 48%) Positivitat.

5.3.1.1.8. p21-Protein zytoplasmatisch (p21z)

WHOII WHO Il WHO IV
n=12 n=26 n=109
1 3 9 ¢
@ @ @ | p21z A
11 23 94 mp21z +
op21z -

Abb. 21
Zytoplasmatische Verteilung von p21 in Abhangigkeit des WHO-Grades

Eine zytoplasmatisch bedeutende Reaktion gegen p21 wiesen nur sehr wenige Tumore auf.

Dies war ein einzelner Tumor vom WHO-Grad Il mit maRiger, sowie 3 der 26 anaplastischen Tumore
(WHO III) mit starker Reaktion (12%).

Von den Tumoren WHO IV reagierten 15% positiv ( 6 = 6% maRig, 9 = 8% stark).

Durch eine negative Reaktion zeichneten sich dagegen 11 Tumore WHO I, 23 Tumore WHO Il (88%)
sowie 94 Tumore WHO IV (86%) aus.
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5.3.1.1.9. p21-Protein nuklear (p21n)

WHOII WHO Il WHO IV
n=12 n=26 n=109
4 13
22
mp21n ++
12 22 74 mp2in +

op21in -

Abb. 22
Nukleare Verteilung von p21 in Abhangigkeit des WHO-Grades

Im Zellkern kam es ebenfalls selten zu einer positiven Reaktion, die meisten Tumore blieben negativ,
hierunter alle niedriggradigen Tumore (WHO Il). Von den anaplastischen Tumoren erbrachten nur 4
positive Werte, dies waren 4 anaplastische Astrozytome. Die restlichen 22 (85%) zeigten eine negative
Reaktion (15 anaplastische Astrozytome, 4 anaplastische Oligo-Astrozytome, 3 anaplastische
Oligodendrogliome).Neben 74 negativ reagierenden Geweben in der Gruppe der Tumore WHO IV (68%)
zeigten 22 (20%) ein maRiges und 13 (12%) ein stark positives Resultat.

5.3.1.1.10. p53-Protein

WHO Il WHOl WHO IV
n=12 n=26 n=109

. p53 ++
mp53 +
Op53 -

Abb. 23
Verteilung von p53 in Abhangigkeit des WHO-Grades

Unter den Tumoren WHO Il fand sich in Uber der Halfte der Falle (7 von 12) ein negatives Resultat.
Weitere 2 Gewebe zeigten eine maRige und 3 eine insgesamt starke Reaktion. Auch die héhergradigen
Tumore (WHO lII) waren mit 6 (23%) beziehungsweise 8 von 26 (31%) Fallen maRig bis stark p53-positiv.
Knapp weniger als die Halfte dieser Praparate kennzeichneten sich wiederum durch ein negatives
Ergebnis aus (12 von 26; 46%). Von den Tumoren WHO IV reagierten 22 (20%) maRig und 38 (35%)
stark auf den p53-Antikorper. Die restlichen 49 Tumore (45%) ergaben negative Werte.

5.3.1.2. Vergleichende Darstellung einzelner Faktoren

Es folgt eine vergleichende Darstellung der Ergebnisse in Bezug auf die beschriebenen Signalwege und
deren funktionellen Veranderungen. Die Diagramme sollen die Zusammenhange verdeutlichen, die

absoluten Zahlenwerte sind im Anhang zusammengefasst.
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5.3.1.2.1. Vergleich von pERK und pAkt

ERK zeigte in phosphoryliertem Zustand im Zytoplasma starkere Unterschiede in der Auspragung als im

Zellkern. Daher wird beim Vergleich mit der pAkt nur auf die zytoplasmatisch lokalisierte pERK

eingegangen.

5.3.1.2.1.1. Zytoplasmatische pAkt (pAktz) in Abhdngigkeit von zytoplasmatischer pERK (pERKz)

Tumore WHO Il
Die Verteilung der pAkt-Werte ist gleichmaRig. Bei negativer
und maRiger zytoplasmatischer pERK waren je 2 von 3
Fallen pAkt-negativ. Ein Praparat zeigte sich mafig pAkt-
positiv bei negativer pERK und eines stark pAkt-positiv bei
maRiger pERK.
Bei einer starken pERK-Expression im Zytoplasma waren je

3 von 6 Fallen pAkt-negativ oder maRig positiv.

Tumore WHO Il
Bei diesen Tumoren stellt sich die Verteilung ebenfalls sehr
gleichmalig dar. Die Praparate mit negativem Ergebnis fir
zytoplasmatische pAkt machten jeweils die Halfte der Falle
der einzelnen Auspragungsgrade von pERK aus (6 von 12
bei pERKz-, 5 von 10 bei pERKz+, 2 von 4 bei pERKz++).
Die andere Halfte wies bis auf eine Ausnahme (pAkt++)

maRig positive pAkt-Werte auf.

Tumore WHO IV

Es zeigt sich ein Anstieg der zytoplasmatischen pAkt in
Abhangigkeit von pERK im Zytoplasma.

Bei negativer pERK fanden sich 11% (3 von 28) der
Praparate mit starker pAkt-Auspragung. Die Falle mit stark
positiver pAkt-Expression stiegen bei maRig positiver pERK
auf 25% (14 von 56) und bei stark positiver pERK auf 52%
(13 von 25) an.

Entgegengesetzt nahmen die Anteile der maRig positiv und

der negativ reagierenden Tumore stetig ab.

100% WHO II
80% —1 ! ‘ I
3

60%

40%

2 2 m pAktz ++
20% +— S mpAktz +
0% : : | DpAKtz -
pERKz - pERKz + pERKz ++

Abb. 24
Zytoplasmatische pAkt in Abhangigkeit von
zytoplasmatischer pERK (WHO II)

o ||
80% 6 5
60% +— 1
o 1|
40% . s ) mpAktz ++
20% +— @ pAktz +
0% : : | OpAktz -
pERKz - pERKz + pERKZz ++

Abb. 25
Zytoplasmatische pAkt in Abhangigkeit von
zytoplasmatischer pERK (WHO III)

100%
WHO IV

80%

60%

25

0,
40% 6 W pAktz ++
20% 1 17 6 @ pAktz +
0% - T T {o PAKIZ -
pERKz - pERKz + pERKz ++
Abb. 26

Zytoplasmatische pAkt in Abhangigkeit von
zytoplasmatischer pERK (WHO 1V)
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5.3.1.2.1.2. Nukleédre pAkt (pAktn) in Abhéngigkeit von zytoplasmatischer pERK (pERKz)

Tumore WHO I

Bei negativer zytoplasmatischer pERK wiesen zwei Falle (2 1:Zj B

von 3) eine maRig positive pAkt-Reaktion im Zellkern auf. 0% || 2

Bei maRig erhdhter pERK waren wiederum 2 von 3 pAkt- 40% +— | ; L B pAktn ++
positiv. Bei starker pERK-Expression fanden sich 22; 1 ! 2 gz:::r
insgesamt 4 positive Falle (4 von 6). Die Tumore, die nicht PERKz-  pERKz+ pERKz ++

auf pAkt im Zellkern reagierten, machten jeweils ein Drittel Abb. 27

. Nukleare pAkt in Abhangigkeit von zytoplasmatischer
der Falle aus. pERK (WHO II)

Tumore WHO Il
Die nukleare pAkt-Auspragung nahm in Abhangigkeit von

100%

80%
zytoplasmatischer pERK zu.

60%
Bei negativer pERK fanden sich 5 von 12 positive Falle. Die 40%

W pAktn ++
Tumore, die maRig pERK aufwiesen, kennzeichneten sich 20% 2 Dp:t:"*
0% A | pAKIn -

in 8 von 10 Fallen durch ein positives pAkt-Ergebnis. Bei PERKz - | PERKz + | PERKz ++

stark positiver pERK reagierten von 4 Tumoren 2 stark app. 28

positiv, 2 blieben negativ Nukledre pAkt in Abhangigkeit von zytoplasmatischer

PERK (WHO 1)

Tumore WHO IV
Die Verteilung der nukledr pAkt-positiven Praparate in -~
Abhangigkeit von zytoplasmatischer pERK war ahnlich der 80%
Verteilung der zytoplasmatischen pAkt. 60% " 26
Die Anteile der Praparate ohne pAkt-Reaktion fielen von zzj ” ; 6| | ;z:t: :+
46% (13 von 28) bei negativer pERK Uber 34% (19 von 56) 0% | ‘ ‘ ° CpAktn -
bei maRig positiver auf 20% (5 von 25) bei stark positiver PERKz- PERKz: PERRz

pERK. Die stark positiven pAkt-Falle stiegen von 14% (4 Abb.29 _ L _
Nukleédre pAkt in Abhangigkeit von zytoplasmatischer

von 28) bei negativem zytoplasmatischen ERK (ber 20% PERK(WHO IV)

(11 von 56) auf 56% (14 von 25) bei starker pERK-

Auspragung zu.
5.3.1.2.2. MIB1 in Abhdngigkeit von EGFR

Tumore WHO Il
Ein direkter Vergleich der EGFR- mit den MIB1-Werten der niedriggradigen Tumore kann hier aufgrund
der geringen Fallzahlen nur eingeschrankt vorgenommen werden. Keiner der Tumore zeigte einen

erhdhten MIB1-Index und nur 3 von 12 wiesen positive EGFR-Werte auf (+).

50



Tumore WHO Il
In dieser Gruppe laRt sich keine Abhangigkeit der MIB1-Expression vom EGFR nachweisen, allerdings
lagen gerade von den stark EGFR-exprimierenden Tumoren zu wenige Falle vor, um eine reprasentative
Aussage zu treffen. Bei negativen und starken EGFR-Werten waren die MIB1-Werte in ihrer Auspragung
gleichmalig verteilt (4—, 5+, 4++; bzw. 1-, 2+, 1++). Bei maRig starker EGFR-Farbung Giberwogen die

Falle mit negativem MIB1-Index (6 von 9).

Tumore WHO IV
Der Anteil der Praparate mit starkem MIB1-Index machte p—"
bei den EGFR-negativen Tumoren 34% (10 von 29) aus 80%

und stieg mit starkerer EGFR-Expression weiter an. Von 60% " "
den 43 maBig EGFR-positiven Fallen wiesen 35% (15 von | “™* ] B mmste
20% 16 mMIB1 +
43) starke MIB1-Werte auf, von den 37 stark EGFR- 0% | ° ‘ ‘ 8 | oMB1-
EGFR - EGFR + EGFR ++

positiven waren dies 43% (16 von 37).
Die Anteile, die von den MIB1-negativen Praparaten Abb.30
MIB1 in Abhangigkeit von EGFR (WHO V)
gebildet wurden, fielen nach einem Anstieg von 31% (9 von
29) bei negativem EGFR-Status auf 37% (16 von 43) bei maRigen EGFR-Werten wieder auf 22% (8 von

37) in stark EGFR-positiven Geweben ab.
5.3.1.2.3. MIB1 in Abhangigkeit von pERK

Tumore WHO Il
Aufgrund der geringen Fallzahl durchgehend negativer MIB1-Werte 14t sich kein Zusammenhang
zwischen pERK und MIB1 treffen.

Tumore WHO Il
Vergleicht man die zytoplasmatischen pERK-Werte mit der

100%
MIB1-Expression, so findet sich tendenziell eine 80% 1
gleichméaBige Verteilung der Auspragungen. Die negativen 60% T4 & !
MIB1-Resultate machten 5 von 12 bei negativer, 4 von 10 ZZi s . 2 ;m:: o
bei maRiger und 2 von 4 Féllen bei starker pERK im 0% ‘ ‘ oMIB1 -
Zytoplasma aus. pERKZ - pERKz + pERKZ ++
Demgegeniber zeigte sich bei den nukledren Ergebnissen 1:21 | . ‘WHo ||||
der pERK ein leichter Trend hin zu gesteigerter 60% || & s
Proliferation mit zunehmender ERK-Aktivierung. Eine 40% + aMIBT ++
starke pERK-Expression im Zellkern wies keines der %1 7 ¢ Ex:gr

0% T T
Praparate auf. Bei negativer pERK fanden sich 7 von 16 PERKn-  pERKn+  pERKn ++

Abb. 31
MIB1 in Abhangigkeit von pERK (WHO i)

reagierten auf MIB1 in dieser Gruppe insgesamt 9 Tumore ~Oben: in Abhangigkeit von zytoplasmatischer pERK
Unten: in Abhangigkeit von nuklearer pERK

ohne Zeichen der gesteigerten Proliferation (44%). Positiv
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(56%). Die Anzahl der MIB1-positiven Praparate stieg bei positiver pERK nicht wesentlich an (60%),

jedoch fanden sich anteilig deutlich mehr stark positiv reagierende Tumore, im Vergleich 19% bei

negativer pERK und 30% bei positiver pERK.

Tumore WHO IV

Mit zunehmender Aktivierung der ERK fand sich in dieser
Gruppe eine groflere Anzahl an Tumoren mit vermehrter
Proliferation, unabhangig von der Lokalisation der
aktivierten ERK.

Von den im Zytoplasma pERK-negativen Tumoren war der
GroRteil mit 46% (13 von 28) gleichzeitig durch eine
negative MIB1-Auspragung gekennzeichnet. Dagegen fiel
dieser Anteil bei den stark pERK-positiven Tumoren auf
24% (6 von 25) ab und der grofite Anteil mit 44% wurde
von den stark MIB1-positiven Fallen (11 von 25)
ausgemacht.

Beim Vergleich der pERK im Zellkern nahmen die Anteile
mit negativem MIB1-Index mit zunehmenden pERK-
Werten von 36% (17 von 47) auf 27% (16 von 59) ab, im

0%

100% -
80% +
60%
40% -

20% +

21

8

14

6

pERKz -

PERKz +

pERKz ++

WHO IV

mMIB1 ++
@MIB1 +
oMiB1 -

0%

100% -
80%
60% -
40% -
20% +

17

17

16

1

pERKnN -

pERKn +

pERKn ++

WHO IV

EMIB1 ++
@MIB1 +
oMiB1 -

Abb. 32

MIB1 in Abhangigkeit von pERK (WHO IV)

Oben: in Abhangigkeit von zytoplasmatischer pERK

Unten: in Abhangigkeit von nuklearer pERK

Gegenzug stiegen die stark MIB1-positiven Werte von 28% (13 von 47) auf 44% (26 von 59). Die

Resultate bei stark ausgepragter pERK im Zellkern vervollstandigen scheinbar diesen Trend, sollen

jedoch aufgrund der geringen Fallzahl nicht weiter berticksichtigt werden.

5.3.1.2.4. pERK in Abhangigkeit von EGFR

Tumore WHO I

Insgesamt fanden sich 9 Tumore (von 12) ohne Reaktion gegen EGFR. Diese wiesen im Zytoplasma in je

3 Fallen negative, maRig oder stark positive pERK-Werte auf. Im Zellkern waren 3 der 9 Praparate pERK-

negativ, 5 maRig positiv und ein Fall erbrachte einen stark positiven Wert. 3 weitere Falle zeigten einen

maRig positiven EGFR-Status. Diese wiesen im Zytoplasma alle stark positive pERK-Werte auf. Im

Zellkern reagierte ein Fall negativ und 2 Falle maRig positiv gegen pERK.
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Tumore WHO I

Von 13 EGFR-negativen Tumoren zeigten 6 Praparate 100% 1 wWHom

gleichzeitig negative pERK-Werte. 5 waren maRig und ZZj ? . \ e

weitere 2 stark pERK-positiv. o L N

Bei einer maRigen EGFR-Auspragung verschob sich das 20% {—| © ° P ;ZE% :+

Verhéltnis zugunsten der pERK-negativen Praparate (5 0% T OPERKz -

von 9). Entgegengesetzt fielen die maRig pERK-positiven o

Anteile ab, die stark positiven Falle stiegen anteilsmaRig 80% | 4 3 7M

leicht an (2 von 9). oo%—  — | 3

Bei den stark EGFR-positiven Werten fanden sich 3 von 4 Zzi 1] 6 o ;zgii: "

Praparate mit positiven pERK-Werten, eines blieb negativ. 0% ‘ ‘ ' OPERKn -
EGFR - EGFR + EGFR ++

Kein Tumor wies nuklear einen stark pERK-positiven s
Befund auf. Der Anteil der maRig pERK-positiven Falle pERkin Abhangigkeit von EGFR (WHO IV)
. . . Oben: pERK zytoplasmatisch

nahm mit steigenden EGFR-Werten zu (4 von 13 bei Unten: pERK nuklear

EGFR-, 3 von 9 bei EGFR+, 3 von 4 bei EGFR++).

Tumore WHO |V

Die Reaktion von pERK stieg bei verstarktem Auftreten von oo
EGFR an. Dies zeigte sich sowohl in zytoplasmatischer 80% |—|
13
Lokalisation, bei welcher vor allem die stark positiven 60% 1— ) "
Praparate zu nahmen (méaRig stark positiv: EGFR- 44%; :Zj :: - mpERKz ++
EGFR+ 56%, EGFR++ 51%; stark positiv: EGFR- 14%, | o e i
EGFR+ 26%, EGFR++ 27%). Aber auch bei Betrachtung FOR- EoRr EORm
o 2 1
der nukledren pERK in Abhangigkeit vom EGFR-Status | ' = who v]
80% —1 13 —
bestand dieser Trend (maRig stark positiv.: EGFR- 45%, 60% || 2 = |
bei EGFR+ 56%, bei EGFR++ 59%). 40% T— T
20% || "® 17 14 | —| WPERKn++
@mpERKN +
0% ‘ ‘ CIPERKN -
EGFR - EGFR + EGFR ++
Abb. 34

pERK in Abhangigkeit von EGFR (WHO IV)
Oben: pERK zytoplasmatisch
Unten: pERK nukleéar

5.3.1.2.5. pAkt in Abhédngigkeit von EGFR

Tumore WHO Il
In dieser Gruppe fanden sich keine Praparate, die eine starke EGFR-Expression zeigten. Von 9

Praparaten ohne EGFR-Reaktion reagierten 6 im Zytoplasma pAkt-negativ. Weitere 2 Falle waren mafig
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pAkt-positiv und nur einer wies einen stark positiven Wert auf. Bei positivem EGFR (EGFR+) fanden sich

2 von 3 Fallen mit mafRiger Reaktion, einer blieb negativ.

Fur die nukleare pAkt-Aktivierung fand sich bei positivem EGFR kein Praparat mit negativer nuklearer

pAkt, dagegen waren 4 von 9 EGFR-negativen Praparaten gleichzeitig pAkt-negativ.

Tumore WHO Il

Das Auftreten von pAkt lag in Abhangigkeit von EGFR bei
je circa 50%. Nur ein einzelner Tumor wies im Zytoplasma
stark positive pAkt-Werte auf bei maRig ausgepragtem
EGFR-Status.

Im Zellkern zeigte sich eine mit steigenden EGFR-Werten
kontinuierlich leicht abfallende pAkt-Auspragung. Die pAkt-
negativen Praparate machten 38% der ebenfalls EGFR-
negativen Tumore aus (5 von 13). Bei maRiger EGFR-
Positivitat waren dies 44% (4 von 9) und schlie3lich fanden
sich unter den stark EGFR exprimierenden Tumoren 50%

(2 von 4) mit negativem pAkt.

Tumore WHO IV

Betrachtet man die Praparate mit negativer und maRiger
EGFR-Reaktion, so findet sich mit ansteigendem EGFR
eine Zunahme der pAkt-Aktivitdt im Zytoplasma. Die stark
positiven pAkt-Falle nahmen von 14% (4 von 29) auf 27%
(16 von 43) zu. Allerdings veranderten sich die Anteile der
pAkt bei starken EGFR-Werten nicht weiter zugunsten
hoher pAkt-Werte.

Dieser beobachtete Trend zeigt sich noch deutlicher bei
der nuklearen Aktivitat der pAkt. Von 17% (5 von 29) stark
pAkt-positiven Praparaten bei negativen EGFR-Werten,
stiegen diese bei malkiger EGFR-Auspragung auf 35% (15
von 43) und fielen bei starker EGFR-Expression wiederum
ab auf 24% (9 von 37).

100%

80% +
60% +
40% -
20% +

0%
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5

EGFR +

EGFR ++

WHO IIII

W pAktz ++
@ pAktz +
O pAktz -

100% ~

80% +——

60% +——

40% {—

W pAktn ++
20% 1— 5 4 2 @ PpAktn +
0% i i O pAktn -
EGFR - EGFR+  EGFR ++
Abb. 35

pAkt in Abhangigkeit von EGFR (WHO III)

Oben: pAkt zytoplasmatisch
Unten: pAkt nuklear
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Abb. 36

pAkt in Abhangigkeit von EGFR (WHO IV)

Oben: pAkt zytoplasmatisch
Unten: pAkt nuklear
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5.3.1.2.6. pAkt in Abhdngigkeit von PTEN

Tumore WHO I

Im Zytoplasma war in Abhangigkeit von PTEN in den meisten Fallen kein pAkt nachweisbar. Negative

pAkt-Werte im Zytoplasma fanden sich in 2 von 3 Fallen bei negativem PTEN, in 3 von 5 bei maRigem

PTEN und in 2 von 4 Fallen bei stark positivem PTEN.

Demgegeniber fanden sich im Zellkern ansteigende Reaktionen auf pAkt bei erhdhten PTEN-Werten.

Hier machten die pAkt-negativen Tumore nur bei negativem PTEN mehr als die Halfte der Praparate aus,

bei malRigem PTEN war dies einer von 5 und bei stark positivem PTEN einer von 4 Fallen.

Tumore WHO Il

Die meisten Werte fir pAkt im Zytoplasma waren bei
negativer PTEN-Auspragung ebenfalls negativ (3 von 4).
Unter den maRigen PTEN-Werten fielen die negativen
pAkt-Anteile auf 7 von 17 (41%) ab und stiegen dann
wiederum auf 3 von 5 an. Entgegengesetzt verhielten sich
die mafig positiven pAkt-Werte. Nur ein Tumor zeigte eine
stark pAkt-positive Reaktion.

Bei negativem PTEN fand sich zunachst ein geringer Anteil
pAkt-Werte im  Zellkern (1
Entgegengesetzt dem Abfall der zytoplasmatischen pAkt

negativer von 4).
bei maRigen PTEN-Werten stiegen die nuklear negativen
bei malkigem PTEN an (8 von 17) und fielen bei starker

PTEN-Expression demgegentiber wieder ab (2 von 5).

Tumore WHO IV

In diesen Tumoren zeigte sich eine ausgepragte PTEN-
Expression. Vergleicht man diese mit dem Vorhandensein
der pAkt, so fallt einem eine Abnahme vor allem der
zytoplasmatisch pAkt-negativen Falle mit steigenden
PTEN-Werten auf.

Der Abfall war im Zytoplasma sehr kontinuierlich, bei
negativer PTEN-Auspragung waren dies 45% (5 von 11).
Bei maRigen PTEN-Werten sank der Anteil der pAkt-
negativen Préaparate auf 33% (15 von 46) und auf 27% (14
von 52) bei starker PTEN-Positivitat.

Die im Zellkern pAkt-negativen Praparate machten bei
negativer PTEN-Expression 36% (4 von 11) aus und
stiegen bei maRigen PTEN-Werten auf 39% (18 von 46)

100%

’ | WHO ||||
80% || 2

60% —

40% 1+—

3 [ ] m pAktz ++
20% +— 7 — @PpAktz +
0% ‘ ‘ O pAktz -
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: :
PTEN - PTEN+  PTEN++

Abb. 37

pAkt in Abhangigkeit von PTEN (WHO lIl)
Oben: pAkt zytoplasmatisch

Unten: pAkt nuklear
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Abb. 38

pAkt in Abhangigkeit von PTEN (WHO 1V)
Oben: pAkt zytoplasmatisch
Unten: pAkt nuklear
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an. Bei starker PTEN-Auspragung fand sich demgegeniiber jedoch wieder ein Abfall der pAkt-negativen

Gewebe (29%) vor allem zugunsten vermehrter maRiger pAkt-Aktivierung.
5.3.1.2.7. p21 in Abhéngigkeit von pAkt

Tumore WHO Il
Auf den Vergleich mit pAkt wurde bei den Tumoren der Gruppe WHO-II verzichtet, da sich keine
nennenswert gesteigerten p21-Werte zeigten.

Tumore WHO Il
In dieser Gruppe wiesen von 26 Tumoren nur 4 einen mafRig erhdhten nuklearen p21-Wert auf. Diese
hatten gleichzeitig alle eine maRige zytoplasmatische pAkt-Erhéhung.
Betrachtet man die Tumoren in Hinsicht auf ihre nukleare Akt-Aktivitat, so verteilten sich die 4 Tumore mit
maRig positivem p21n auf einen Tumor mit negativer, 2 mit maRig positiver und einen mit stark positiver
pAkt-Reaktion.
Hinsichtlich ihrer p21-Auspragung im Zytoplasma in Abhangigkeit von pAkt zeigte sich, dass bei hohen
pAkt-Werten und niedriger nuklearer p21-Expression, die zytoplasmatische Aktivitat von p21 zunimmt. Nur
3 Tumore (Nr. 18, 23, 39) aus dieser Gruppe wiesen stark erhéhte zytoplasmatische p21-Werte auf. Einer
davon war nukledr mafRig p21-positiv (Nr. 18), die anderen beiden (Nr. 23, 39) negativ. Mit einer
Ausnahme fanden sich sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma maRig oder stark positive pAkt-Werte
auf. Dieser abweichende Tumor (Nr. 23) war im Zytoplasma pAkt-negativ, jedoch bei stark positivem
nukleéaren pAkt-Wert.

Tumore WHO IV
Da sich bei den Tumoren vom Grad IV einige Falle fanden, die eine zytoplasmatische Aktivitat von p21
zeigten, soll der Zusammenhang zwischen pAkt und sowohl dem nukleédren als auch zytoplasmatischen

p21 hergestellt werden.

p21 nuklear o] = 6
Mit steigenden zytoplasmatischen pAkt-Werten bestand s | @
eine stetige Zunahme von p21 im Zellkern. 0% 1 28 ® —
Bei negativer zytoplasmatischer pAkt waren 92% (28 von 20% 1 13— mp2in+
34) p21-negativ. Dieser Anteil fiel bei maRiger pAkt- o pAKiZ-  pAKZ+  pAkiz++ R
Expression auf 73% (33 von 45) und bei starker pAkt- 100% -
Auspragung auf 43% (13 von 30). 80% - 11 »
Ein ahnliches Bild fand sich bei dem Vergleich von p21 im 6":/" I
Zellkem mit der nukledren pAKLAKvitdt Die p21- | .| | | |® o] |meon
negativen Werte nahmen von 81% Uber 65% auf 55% ab. 0% : : Qp21n-
Die stark ausgepragten p21-Falle fielen zunachst in ihrer Abb. 39 P PR

anteiligen Menge von 11% (4 von 37) bei negativem pAkt Nukleares p21 in Abhangigkeit von pAkt (WHO IV)
Oben: pAkt zytoplasmatisch

Unten: pAkt nuklear
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auf 9% (4 von 43) bei maRigem pAkt ab, um dann wieder deutlich auf 17% (8 von 29) bei stark positiven
pAkt-Werten anzusteigen.
p21 zytoplasmatisch

Auch bei der zytoplasmatischen Auspragung zeigte sich eine Zunahme der p21-Werte in Abhangigkeit
von der Akt-Aktivitdt. Bei negativem zytoplasmatischen pAkt waren 9% der Falle (3 von 34) p21-positiv,
bei maRigem pAkt 16% (7 von 45) und bei starker pAkt-Expression 17% (5 von 30).

Diese Verteilung wich bei nuklearer Akt-Aktivierung nur geringfligig ab. Ein Fall verschob sich zu den
Tumoren, die keine pAkt-Reaktion zeigten.

p21 zytoplasmatisch bei negativem nuklearem p21
Da pAkt an der Translokalisation von p21 ins Zytoplasma

beteiligt zu sein scheint (Zhou BP et al. 2001), soll hier 1:; 1] a— o v]
dargestellt werden, inwiefern die Praparate mit negativem 6% — p21n-

nukledren p21 (p21n-) bei zunehmender pAkt erhohte 40?’ 1] * 1017 mp21z 4+
zytoplasmatische p21-Werte aufweisen (p21z+ oder ++). ZZj L] ‘ ‘ Ezf

pAKTz - pAKTz + pAKTz ++

Dabei wird auch die Abhangigkeit der zytoplasmatischen

1 2

p21-Aktivitat von pAkt deutlicher. 100% =

80% +—
Bei negativer nukledrer p21-Expression fand sich ein 60% | N
p21n-
Anstieg der zytoplasmatischen p21-Auspragung in PO 2 12 —
Abhangigkeit der pAkt-Werte. 20% 1 ;zzz *
0% ‘ ‘ z-
Wie in den Diagrammen dargestellt, betrug der Anteil an PAKTn-  pAKTn+  pAKTn ++

stark positivem zytoplasmatischem p21 bei negativer Abb.40
P ytop P 9 Zytoplasmatisches p21 in Abhangigkeit von pAkt

zytoplasmatischer pAkt-Aktivitat 4% (1 von 28). Dieser (Qben: pAktz, Unten: pAktn) bei fehlendem Nachweis
von nuklearen p21

Anteil stieg Uber 10% (3 von 33) auf 15% (2 von 13) bei

starker pAkt-Auspragung an. Die drei zytoplasmatisch mafig p21-positive Falle fanden sich nur bei

positiver pAkt.
Auch bei nukledr ansteigenden pAkt-Werten fanden sich &hnlich verteilte Steigerungen der

zytoplasmatischen p21 wie im nebenstehenden Diagramm dargestellt.
5.3.1.2.8. p21 in Abhangigkeit von p53

Tumore WHO Il
Trotz mafiger (2 von 12) bis starker p53-Reaktion (3 von 12) wies keines der Praparate erhdohte p21-
Werte auf.

Tumore WHO Il
In dieser Gruppe liel3 sich kein Zusammenhang zwischen erhdhten p53- und gleichzeitig erhdhten p21-
Werten nachweisen.
Von 26 Tumoren zeigten 4 eine malige p21-Steigerung im Zellkern. Diese verteilten sich mit 2 Fallen auf

negative p53-Werte und mit je einem Fall auf maRig beziehungsweise stark p53-exprimierende Praparate.
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Tumore WHO |V

Die p21-positiven Falle (maBig und stark) machten bei | %% = wHo V|
. . . 80% 12 1 9
negativer p53-Expression zunachst 31% (15 von 49) aus. o0
Dieser Anteil fiel bei méaRig positivem p53 zunachst auf 0% " G o [ mp2in s
27% (6 von 22) und stieg dann auf 37% (14 von 38). 20% ng'”
0% i i ‘[]P n-
p53 - p53 + p53 ++
Abb. 41

Verteilung von p21 nuklear abhangig von p53



5.3.2. Tumore ependymalen Ursprungs

Es wurden insgesamt 63 Tumore ependymalen Ursprungs untersucht, 22 myxopapillare Ependymome
(WHO 1), 31 Ependymome (WHO II), die hier als klassische Ependymome bezeichnet werden, sowie 10
anaplastische Ependymome (WHO IIlI). Aulerdem wurden 6 Subependymome in die Auswertungen

einbezogen.

5.3.2.1. Verteilung der einzelnen Faktoren

5.3.2.1.1. p53-Protein

Es fanden sich im gesamten Kollektiv der ependymalen Tumoren nur einzelne Falle mit einer positiven
p53-Reaktion. In einem der untersuchten 22 myxopapillaren Ependymome fand sich eine positive
Reaktion (5%). Von den 31 klassischen Ependymomen blieben 27 (87%) negativ, 4 reagierten positiv
(13%).

Unter den Subependymomen sowie unter den anaplastischen Ependymomen fanden sich nur negative

Ergebnisse.

5.3.2.1.2. Proliferationsindex MIB1

Subependymom Myxopapilldres Ependymom Anaplastisches
Ependymom Ependymom
n=6 n=22 n=31 n=10
6 1 3
3 4 EMBA++
EMIB-1 +
OMIB-1 -
21 28 3
Abb. 42

Verteilung von MIB1 in ependymalen Tumoren

Von den Subependymomen wies keines eine erhdhte Proliferation auf, unter den myxopapillaren und
klassischen Ependymomen fanden sich nur einzelne erhéhte MIB1-Anreicherungen.

Demgegeniber waren in den anaplastischen Ependymomen deutliche positive Reaktionen nachzuweisen,
7 von 10 reagierten maRig oder stark positiv, die restlichen 3 der 10 Tumore zeigten keine MIB1-

Anreicherungen.
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5.3.21.3. EGFR

Subependymom Myxopapillares Ependymom Anaplastisches

Ependymom Ependymom
n=6
@
4

n=22 n=31 n=10
5 5 2
13 16 WEGFR ++
mEGFR +
6 EGFR -
4 10 2 o
Abb. 43

Verteilung von EGFR in ependymalen Tumoren

Die meisten der ependymalen Tumore gleich welchen Grades zeigten eine starke EGFR-Expression.
Ausnahme bildeten die Subependymome.

In 5 von 22 Fallen (23%) zeigten die myxopapilldren Ependymome eine negative Reaktion. Weitere 4 von
22 (18%) kennzeichneten sich durch ein maRig positives Ergebnis aus. Als stark positiv konnten 13 dieser
Tumoren (59%) eingeordnet werden.

Von den klassischen Ependymomen blieben 5 von 31 (16%) EGFR-negativ, 10 (32%) wiesen eine
maRige und 16 (52%) eine starke Reaktion gegen EGFR auf.

Die anaplastischen Tumore zeigten in je 2 von 10 Fallen eine negative oder maRige EGFR-Auspragung. 6

von 10 Praparaten gehorten zu den stark reagierenden Tumoren.

5.3.2.1.4. Phospho-ERK zytoplasmatisch (pERKz)

Subependymom Myxopapillares Ependymom Anaplastisches

Ependymom Ependymom
n=6
1 3
E.

n=22 n=31 n=10
4
6
Abb. 44

4 2
10 4 WPERKZ ++
EPERKz +
OpERKz -
8 21 4

Zytoplasmatische Verteilung von pERK1/2 in ependymalen Tumoren

Die pERK im Zytoplasma stellte sich zum gréf3ten Teil negativ bis maRig positiv dar.

Die Subependymome fielen aus diesem Muster, da sie in der Halfte der Falle zytoplasmatisch stark positiv
auf pERK reagierten (3 von 6). 2 weitere Tumore blieben maRig positiv und einer negativ.

Unter den 22 myxopapillaren Ependymomen gab es demgegeniber neben 10 (45%) zytoplasmatisch
pERK-negativen Tumoren 8 maRig reagierende Falle (36%). Eine starke Farbung konnte fur 4 dieser
Tumore (18%) festgestellt werden.

Die klassischen Ependymome zeigten in 21 von 31 Fallen (68%) ein negatives Resultat. Weitere 6
Praparate (19%) hatten ein maRiges Ergebnis und nur bei 4 von 31 (13%) fand sich eine starke Reaktion

gegen pERK im Zytoplasma.
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Von den anaplastischen Ependymomen wiesen je vier von 10 eine negative beziehungsweise mafige

pERK-Reaktion auf, 2 von 10 reagierten stark positiv.

5.3.2.1.5. Phospho-ERK nukleéar (pERKn)

Subependymom Myxopapillares Ependymom Anaplastisches
Ependymom Ependymom
n=6 n=22 n=31 n=10
1 1

3 3 10 S 4 mpERKN ++
@EpERKN +
OpERKnN -

11 25 6
Abb. 45

Nukleére Verteilung von pERK1/2 in ependymalen Tumoren

In den Zellkernen zeigte sich allgemein eine schwache Reaktion gegen pERK.

Die Subependymome waren in der Halfte der Falle entweder negativ oder maRig positiv.

Von den myxopapillaren Ependymomen reagierte ein einzelner Tumor im Zellkern stark gegen den pERK-
Antikdrper. Die Halfte der Praparate (11 von 22) zeigte eine maRige Reaktion und knapp unter 50%
wiesen negative Werte auf (10 von 22).

Bei den Ependymomen fand sich ebenfalls ein einzelner Tumor (3%), der eine starke Auspragung der
nuklearen pERK aufwies. Dagegen blieben 25 von 31 Praparaten (81%) pERK-negativ. Die restlichen 5
Tumore dieser Gruppe (16%) zeichneten sich durch eine maRige Reaktion aus.

Von den untersuchten anaplastischen Ependymome zeigte keines eine starke nukledre pERK-Aktivitat.
Die meisten dieser Tumore blieben bei negativen Werten (6 von 10), des weiteren erbrachten 4 ein mafig

positives Ergebnis.

5.3.2.1.6. Phospho-Akt zytoplasmatisch (pAktz)

Subependymom Myxopapillares Ependymom Anaplastisches
Ependymom Ependymom
n=6 n=31 n=31 n=10
6 4 15 1

W pAktz ++
mpAktz +

18 OpAktz -

25 o
Abb. 46

Zytoplasmatische Verteilung von pAkt in ependymalen Tumoren

Eine starke zytoplasmatische Reaktion gegen pAkt fand sich nur in einem einzigen der 63 ependymalen
Tumore. Es handelte sich hierbei um ein klassisches Ependymom (WHO II).

Unter den Subependymomen gab es nur negative Resultate.

Die myxopapillaren Ependymome zeigten in 82% der Falle (18 von 22) ein negatives Ergebnis, 18%

reagierten mafig positiv.
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Von den klassischen Ependymomen wiesen 81% (25 von 31) negative zytoplasmatische pAkt-Werte auf.
Neben dem einen stark reagierenden Fall kennzeichneten sich weitere 5 Praparate (16%) durch mafige
pAkt-Reaktion aus.

Die anaplastischen Ependymome blieben nahezu alle (9 von 10) im Zytoplasma pAkt-negativ. Ein Fall

erbrachte ein maRig positives Ergebnis.

5.3.2.1.7. Phospho-Akt nukleér (pAktn)

Subependymom Myxopapillares Ependymom Anaplastisches
Ependymom Ependymom
n=6 n=22 n=31 n=10
4 2
9 @ pAktn ++
@ pAktn +
3 5 5
3@ 1 3® 20@ ® mpAkdn-
Abb. 47

Nukleare Verteilung von pAkt in ependymalen Tumoren

Je die Halfte der Subependymome reagierte negativ oder maRig positiv auf pAkt im Zellkern (je 3 von 6).
Die myxopapilldaren Ependymome verteilten sich auf 13 (59%) negativ reagierende Tumore, sowie 5
maRig (23%) und 4 stark positive (18%) Falle.

Ahnlich war die Verteilung bei den klassischen Ependymomen. 2 Falle (6%) wiesen eine starke und 9 der
31 Praparate (29%) eine maRig positive Reaktion auf, 20 (65%) blieben negativ.

Von den anaplastischen Ependymomen reagierte je die Halfte negativ oder maRig auf pAkt im Zellkern (je
5 von 10).

5.3.2.1.8. PTEN-Protein

Subependymom Myxopapilldres Ependymom Anaplastisches
Ependymom Ependymom
n=6 n=22 n=31 n=10
4
1 2 4 6 6 8 mPTEN ++
BmPTEN +
6 OPTEN -
3 12 17
Abb. 48

Verteilung von PTEN in ependymalen Tumoren

Nur einzelne Tumore blieben negativ gegen PTEN, die meisten wiesen eine maRige bis starke Positivitat
auf. Dabei zeigte sich unter den Subependymomen sowie den myxopapillaren und klassischen
Ependymomen eine sehr ahnliche Verteilung der Auspragungen.

Ein Subependymom blieb negativ, 3 zeigten ein maRig und 2 ein stark positives Ergebnis.

Bei den myxopapillaren Ependymomen reagierten 4 von 22 (18%) negativ, 12 (55%) mafig und 6 (27%)

stark positiv.
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Von den klassischen Ependymomen konnten wiederum 6 von 31 (19%) negativ bewertet werden. Mit 17
von 31 waren wiederum Uber die Halfte dieser Tumoren (55%) maRig PTEN-positiv und 8 (26%) zeigten
stark positive Werte.

Unter den anaplastischen Ependymomen fanden sich 6 von 10 Tumoren mit maRiger PTEN-Auspragung
sowie 4 von 10 mit starker Reaktion.

5.3.2.1.9. p21-Protein zytoplasmatisch (p21z)
Auf die Darstellung der zytoplasmatischen p21-Reaktion wird verzichtet. Nur ein einzelner Tumor, ein
anaplastisches Ependymom, reagierte im Zytoplasma stark positiv, ansonsten gab es fur p21 keine

positiven Reaktionen in dieser Lokalisation.

5.3.2.1.10. p21-Protein nuklear (p21n)

Subependymom Myxopapilldres Ependymom Anaplastisches
Ependymom Ependymom
n=6 n=22 n=31 n=10
6 ! 1
6 1 s 1 mp2in ++
1 mp21in +
Oop21n -
5 29
Abb. 49

Nukleare Verteilung von p21 in ependymalen Tumoren

Unter den Subependymomen fand sich keine positive Reaktion gegen p21.

Von den Ubrigen Tumoren waren sowohl die klassischen als auch die anaplastischen Ependymome
Uberwiegend p21-negativ. Einzig die myxopapillaren Ependymome zeigten deutlich positive Reaktionen.
Es fanden sich unter den 22 myxopapillaren Ependymomen 6 (27%) mit stark, sowie 5 (23%) mit maRig
positivem Resultat. Die Halfte blieb negativ (11 von 22).

Die klassischen Ependymome zeigten in 2 Fallen ein positives Ergebnis (je 3%). Die Ubrigen 29
Praparate blieben negativ (94%).

Ebenso fanden sich bei den anaplastischen Ependymomen zwei positiv reagierende Falle (je 1 von 10), 8

wiesen wiederum ein negatives Ergebnis auf.
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5.3.2.2. Vergleichende Darstellung einzelner Faktoren

Uber den Zusammenhang der Malignitat und Prognose mit der Gradeinteilung der Ependymome gibt es in
der Literatur unterschiedliche Daten (Schiffer et al. 1991; Schiffer, Giordana 1998; Robertson et al. 1998;
Horn et al. 1999; Ho et al. 2001). Da sich auch in dieser Arbeit bei der Verteilung der einzelnen Faktoren
ein solcher Bezug nicht eindeutig herstellen lie, werden die klassischen und anaplastischen
Ependymome als eine Gruppe behandelt (Ependymome WHO II/111).

Die Subependymome werden nicht mit aufgefiuhrt, weil es sich um eine gesonderte Tumorentitat zu
handeln scheint und das Kollektiv zu wenige Falle fiir einen Vergleich beinhaltet.

Wegen deutlicher Unterschiede in der Verteilung einzelner Faktoren bei den myxopapillaren
Ependymomen gegenuber den klassischen und anaplastischen Ependymomen werden diese als
gesonderte Gruppe beschrieben. Sie setzt sich aus 22 myxopapillaren Ependymomen zusammen und
wird in Folge als ,Ependymome WHO [ bezeichnet.

Die andere Gruppe (,Ependymome WHO II/llI*) enthalt insgesamt 41 Tumore, 31 klassische
Ependymome (WHO II) und 10 anaplastische Ependymome (WHO lIlI).

5.3.2.2.1. MIB1 in Abhéngigkeit von EGFR

Ependymome WHO |
Der EGFR zeigte sich mit 77% in den meisten myxopapillaren Ependymomen positiv (17 von 22). Eine

Reaktion gegen MIB1 fand sich dagegen in nur einem der 22 Tumore. Dieser wies kein EGFR auf.

Ependymome WHO I/l

Bei insgesamt 7 EGFR-negativen Préparaten fanden sich | 0% 3 A ——
5 MIB1-negative Falle, sowie 2 MIB1-positive Tumore. :Zj ! 85— | Wroww
Auch bei maRiger EGFR-Expression stellten sich die 0% ; 10 . I
meisten Praparate (10 von 12) MIB1-negativ dar, 2 Falle 20% oM +
reagierten magig positiv. 0% | e OMIB1 -

Bei starker Ausprdgung des EGFR machten erneut die Abb. 50
. . . B . MIB1 in Abhangigkeit von EGFR
MIB1-negativen Falle mit 16 von 22 den grofliten Teil aus.

5.3.2.2.2. MIB1 in Abhdngigkeit von pERK

Ependymome WHO |
Ein direkter Vergleich der MIB1- mit der pERK-Expression ist erneut wegen der negativen MIB1-Resultate
in dieser Gruppe nicht mdglich. Der Tumor mit positivem MIB1-Wert zeigte keine nennenswerte pERK-

Reaktion.
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Ependymome WHO I/l
Die positiv gegen den MIB1-Antikdrper reagierenden Falle
nahmen in Abhangigkeit von zytoplasmatischer pERK
leicht ab. Lag keine pERK-Expression vor, so fanden sich
7 MIB1-positive Falle (25%), bei maRig positiver pERK 2
von 10 Tumoren, die stark MIB1 aufwiesen. Bei starker
pERK-Expression im Zytoplasma reagierte nur ein Tumor
mafig positiv.
MIB1 in Abhangigkeit von nukledrer pERK zeigte eine
Tendenz zu starkerer Auspragung. Bei negativer pERK
blieb der Grofteil MIB1-negativ (25 von 31), 6 Tumore
Bei

Reaktion fanden sich 5 MIB1-negative Falle von 9, sowie 4

reagierten positiv gegen MIB1. maRiger pERK-

positive. Der einzelne Fall, der eine stark positive nukleare

100% - 2
. 1 Ependymome
80% 5 1| wHoWwm
60% - —
i 5 |
0% i 8 EMB1 ++
20% - —— @mMIB1 +
0% ‘ ‘ oMiB1 -
pERKz pERKz + pERKz ++
100% 1
5 Ependymome
80% +— L—{ WHOIWm
60% +— 1 -
1
% 1—1 25 —
40% s mMIB1 ++
20% +— —— @MiB1+
0% ‘ ‘ oMiB1 -
pERKnN - pERKn + pERKnN ++
Abb. 51

MIB1 in Abhangigkeit von pERK
Oben: pERK zytoplasmatisch
Unten: pERK nukleéar

pERK aufwies, blieb ohne Anzeichen auf Proliferationssteigerung.

5.3.2.2.3. pERK in Abhidngigkeit von EGFR

Ependymome WHO |
Die Verteilung der pERK zeigte keine besonderen
Auffalligkeiten. In Anbetracht der niedrigen Fallzahlen
verteilte sich die pERK in Abhéangigkeit von EGFR
gleichmalig auf die Auspragungsgrade. Bei negativem
EGFR-Status fanden sich zytoplasmatisch und nuklear 2
pERK-negative, 2 maRig und je ein stark positiv
reagierender Fall. Lag EGFR maRig erhoht vor, blieb ein
Tumor zytoplasmatisch pERK-negativ, nuklear waren dies
2 Falle. Weiter reagierten im Zytoplasma 2 Praparate
maRig und einer stark pERK-positiv, im Zellkern waren 2
Bei

wiesen zytoplasmatisch 7 Tumore, nukledr 6 negative

Tumore maRig positiv. starker EGFR-Expression
pERK-Werte auf. 4 Falle reagierten im Zytoplasma mafig
und 2 stark positiv, wahrend im Zellkern 7 Praparate maRig

positive pERK-Werte aufwiesen.

100% ~

Ependymome
WHO |

80% +

60% +

40%

EPERKZ ++
mpERKz +
OpERKz -

20% +

0%

EGFR ++

Ependymome
WHOI

80% - 2

60% +

40%

[ | mpERKn ++
EpPERKN +
OpERKnN -

20% +— 2

0%

T T
EGFR - EGFR + EGFR ++

Abb. 52

pERK in Abhangigkeit von EGFR
Oben: pERK im Zytoplasma
Unten: pERK im Zellkern
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Ependymome WHO I/l
Es ergab sich eine leichte Tendenz von erhdhten pERK-
Werten mit zunehmendem EGFR.
Bei negativem EGFR-Status fanden sich zytoplasmatisch 5
pERK-negative und je ein maRig und stark positives
Ergebnis. Im Zellkern reagierten 6 Tumore negativ und
einer mafig positiv.
Bei maRig positiver EGFR-Expression erbrachte kein
Tumor nuklear positive pERK-Werte (12 pERK-).

Zytoplasma

Im

wiesen dagegen neben 7 negativen
Reaktionen 3 Tumore maRig und 2 stark positive pERK-
Werte auf.

Die stark EGFR-positiven Tumore zeigten in je 13 Fallen
sowohl zytoplasmatisch als auch nukledr keine pERK-

positive Reaktion. Des weiteren reagierten im Zytoplasma 6

100% ~

80% +

60% +

40% +— 5

20% -

0%

EGFR -

EGFR +

EGFR ++

Ependymome
WHO I/ It

mPERKz ++
@mpERKz +

OpERKz -

100%

1

80% +

60% +

40% +—1 ©

20% +

Ependymome
WHO I/ il

mpERKn ++
mpERKN +

0%

EGFR -

T
EGFR +

T
EGFR ++

OpPERKnN -
1

Abb. 53

pERK in Abhangigkeit von EGFR

Oben: pERK im Zytoplasma

Unten: pERK im Zellkern

Falle maRig und 3 Falle stark positiv auf pERK, im Zellkern gab es 8 maRig und einen stark positiven Fall.

5.3.2.2.4. pAkt in Abhangigkeit von EGFR

Ependymome WHO |
pAkt-Reaktion

Ependymomen

Die

myxopapillaren

bei

geringer

zytoplasmatische war den
wesentlich
ausgepragt als die nukleare, was sich auch beim Vergleich
mit der EGFR-Expression deutlich zeigt. Unabhangig vom
EGFR die

zytoplasmatisch pAkt-negativ. 4 Falle wiesen ein malig

waren  jeweils meisten  Praparate
positives Ergebnis auf, ein Fall bei maRigem EGFR-Status
und 3 bei stark ausgepragtem EGFR.

In den Zellkernen waren dagegen bei negativem EGFR-
Status 2 von 5 Fallen negativ, 2 weitere Falle reagierten
Bei

ausgepragtem EGFR lagen mehr pAkt-negative Falle vor

maRig und ein Tumor stark positiv. maiig

(3 von 4). War die EGFR-Expression stark positiv, blieben

100%

80% +

60% +

40% +

20% -

0%

3
10

EGFR -

EGFR +

EGFR ++

Ependymome

WHO I

mpAktz ++
@mpAktz +
OpAktz -

100% ~
80% -

60% +

40%

20% +—— 2

0%

Ependymome
WHOI

W pAktn ++
@ pAktn +
OpAktn -

EGFR -

EGFR +

EGFR ++

Abb. 54

pAkt in Abhangigkeit von EGFR
Oben: pAkt im Zytoplasma
Unten: pAkt im Zellkern

von 13 Tumoren 8 pAkt-negativ, 3 reagierten maflig und 2 stark.
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Ependymome WHO I/l 100% 1
) . i . . ) 5 5 Ependymome
Auch in dieser Gruppe war die nukledre pAkt-Reaktion 80% +— —| wHowm
deutlicher als die zytoplasmatische. 0%, .
40% 1+— 10 17 —
Bei negativem EGFR-Status fanden sich ausschlieflich | | | e
negative zytoplasmatische pAkt-Werte (7 von 7). Bei 0% : : EpAKEZ -
. . o . EGFR-  EGFR+ EGFR++
maRigem EGFR waren 2 von 12 Fallen positiv (je einer
% 2
maRig oder stark positiv) und bei starker EGFR-Expression o 2 Ependymome
80% +— 3 WHO I/ 1t
5 von 22. 60% — | ’
Im Zellkern waren bei starker EGFR-Auspragung ebenfalls 40% 1T . i . B pAKtn ++
. . " . . vy s 20% +—— mpAktn +
die meisten pAkt-positiven Falle zu finden (9 maRig positiv, s | | | CpAkin-
2 stark positiv). Bei maRigem EGFR-Status traten 2 von 10 EGFR-  EGFR+ EGFR++
Abb. 55

positive Tumore auf und bei fehlendem EGFR-Nachweis T T A e e R

neben 4 pAkt-negativen Tumoren 3, die nukledr maRig %—%&ﬁtmzzﬁmﬁma

pAkt exprimierten.
5.3.2.2.5. Vergleich von pERK und pAkt

5.3.2.2.5.1. Zytoplasmatische pAkt (pAktz) in Abhédngigkeit von zytoplasmatischer pERK (nERKZz

Ependymome WHO | 100%
2 2 Ependymome
Die insgesamt 4 Tumore mit maRig positiver pAkt- 80% —_ WHol
Reaktion im Zytoplasma verteilten sich je zur Halfte auf ein ij 1] \ 4
%1 @ [ Z ++
negatives oder mafkig positives pERK-Ergebnis (2 von 10, 0% || | ;E’;ﬁﬂ
2 von 6). Bei starker pERK-Expression war kein Fall im 0% ‘ : OpAKtz -
pERKz - pERKz + pERKz ++
Zytoplasma pAkt-positiv. o
pAkt im Zytoplasma in Abhangigkeit von pERK
Zytoplasma

Ependymome WHO I/l

Auch bei diesen Tumoren fanden sich die positiv gegen 100% !

; 3 3 Ependymome
pAkt reagierenden Falle bei negativer oder maRiger pERK- 80% 1 - | ik
60% +— —
Auspragung. Die stark pERK-positiven Tumore wiesen alle 200 o &
1 7 || mpAktz ++
negative pAkt-Werte auf. Bei negativer pERK waren 20% || — DZAktz +
O pAktz -

insgesamt 4 von 25 pAkt-positiv, bei maligem pERK- 0%

pERKz - pERKz + pERKz ++

Status fanden sich 3 von 10 Fallen mit maRiger pAkt- Apb.57

pAkt im Zytoplasma in Abhangigkeit von pERK im

Reaktion. Zytoplasma



5.3.2.2.5.2. Nukleédre pAkt (pAktn) in Abhéngigkeit von zytoplasmatischer pERK (PERKZz)

Ependymome WHO |
Im Zellkern war pAkt insgesamt starker ausgepragt als im
Zytoplasma. Die pAkt-positiven Falle verteilten sich
folgendermalRen auf die pERK-Auspragungen. Bei
negativer pERK waren 2 von 10 Tumoren mafRig pAkt-
positiv, bei maRiger pERK-Auspragung fanden sich 4 stark
positive Falle und ein maRig positives Praparat von 8. Je
zwei Tumore wiesen bei stark positivem pERK-Status

entweder negative oder maRig positive pAkt-Werte auf.

Ependymome WHO I/l
Von 25 pERK-negativen Tumoren waren 15 pAkt-negativ,
8 maRig und 2 stark positiv. Bei mafRig positivem pERK-
Status fanden sich neben 4 pAkt-negativen Fallen 6 maRig
positive.
Die stark auf pERK reagierenden Tumore blieben alle im

Zellkern pAkt-negativ.

5.3.2.2.6. pAkt in Abhangigkeit von PTEN

Ependymome WHO |

Bei negativem PTEN fanden sich ausschlieRlich pAkt-
negative Praparate, von 12 Praparaten mit maRig
erhdbhtem PTEN 9 negative und 3 positive pAkt-
Reaktionen. Bei einer starken PTEN-Expression blieben 5
von 6 pAkt-negativ.

Die nukleare pAkt verteilte sich in ihrer Auspragung mit
leichter Schwankung gleichmafRig. Lag keine PTEN-
Reaktion vor, so fanden sich von 4 Fallen je zwei negative
und zwei positive pAkt-Ergebnisse. Bei maligem PTEN
waren dies 8 von 12 negative und 4 Falle mit positiver
pAkt-Reaktion im Zellkern. Bei starker PTEN-Expression
fanden sich wiederum 3 von 6 negative pAkt-Reaktionen

sowie 3 positive Falle.

100%

2 Ependymome
80% L | wHolI
2
60% +— b
o 1| 8 1
40% mpAKtn ++
20% +— 3 2 | @ pAktn +
0% ‘ ‘ O pAktn -
pPERKz - pERKz + pERKz ++
Abb. 58
pAkt im Zellkern in Abhangigkeit von pERK im
Zytoplasma
2
100% -
c T Ependymome
80% 1—1 g | wHowm
6
60% b
6
o || L
40% s m pAKtn ++
20% +— 4 —— mpAktn +
0% O pAktn -
pERKz - PERKz + pERKz ++
Abb. 59
pAkt im Zellkern in Abhangigkeit von pERK im
Zytoplasma
100%
3 1 Ependymome
80% +— — WHOI
60% +— —
4 5
o/ 1 |  E—
40% ® mpAKtz ++
20% +— — mpAktz +
0% ‘ . OpAKLZ -
PTEN - PTEN + PTEN ++
100% -
Ependymome
80% - 5 WHOI
60% - 1 2
o, |
40% 8 B pAKtn ++
20% 2 S @ pAktn +
0% : : OpAktn -
PTEN - PTEN + PTEN ++
Abb. 60

pAkt in Abhangigkeit von PTEN
Oben: pAkt im Zytoplasma
Unten: pAkt im Zellkern
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Ependymome WHO I/l

Von 6 PTEN-negativen Praparaten reagierte kein Fall
zytoplasmatisch gegen pAkt, 3 zeigten nuklear ein mafig
positives Ergebnis.

Bei einer mafRigen PTEN-Reaktion fanden sich unter
insgesamt 23 Tumoren zytoplasmatisch 18 negative und 5
maRig positive pAkt-Ergebnisse. Im Zellkern waren neben
15 negativen 8 positive Reaktionen zu sehen.

Die 12 Ependymome mit stark positiven PTEN-Werten
zeigten in 10 Fallen zytoplasmatisch keine Reaktion gegen
pAkt. Je ein Fall reagierte im Zytoplasma mafig oder stark
positiv. Im Zellkern blieben dagegen 7 Falle negativ und 5

wiesen maBige pAkt-Werte auf.

5.3.2.2.7. p21 nuklear in Abhangigkeit von pERK

Ependymome WHO |

In Abhangigkeit von pERK fanden sich bei zunehmenden
pERK-Werten ansteigende Auspragungen von p21.
Zytoplasmatisch pERK-negative Tumoren wiesen in 7 von
10 Fallen negative p21-Werte auf, in 3 Fallen positive. Bei
maRiger pERK-Expression waren 4 Falle negativ und 4
positiv. War pERK zytoplasmatisch stark ausgepragt,
reagierten alle Tumore positiv gegen p21, 2 maRig und 2
stark.

Die p21-Verteilung verhielt sich hinsichtlich der nuklearen
pERK ahnlich, allerdings lag nur in einem Fall eine stark
positive pERK-Expression im Zellkern vor. Bei negativer
pERK fanden sich erneut von 10 Tumoren 7 mit negativem,
3 mit positivem p21-Resultat. Bei maRiger pERK-
Auspragung verteilten sich die Tumore auf 3 negativ, 3

mafig und 5 stark positiv reagierende Falle.
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Abb. 61

PAkt in Abhangigkeit von PTEN
Oben: pAkt im Zytoplasma
Unten: pAkt im Zellkern
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Abb. 62

Nukledres p21 in Abhangigkeit von pERK

Oben: pERK im Zytoplasma

Unten: pERK im Zellkern
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Ependymome WHO I/l
Unter diesen Ependymomen waren mit Ausnahme eines Falles alle p21-positiven Praparate bei
zytoplasmatisch und nuklear negativen pERK-Werten zu finden.
Der eine Fall mit stark positivem p21-Wert fand sich ebenfalls bei zytoplasmatisch negativer pERK,

dagegen wies der Tumor im Zellkern stark positive pERK-Werte auf.

5.3.2.2.8. p21 nukleéar in Abhangigkeit von pAkt
Zytoplasmatisches p21 wird hier nicht mit in die Vergleiche aufgenommen, da es sich nur in einem

einzelnen Tumor erhdht zeigte.

Ependymome WHO |

Je die Haélfte der Praparate wies unabhangig vom o

zytoplasmatischen pAkt-Status negative p21-Werte auf. 80% | I o
Fehlte die zytoplasmatisch aktivierte Akt, so fanden sich 9 60% 1—

p21-negative, 5 maRig und 4 stark positive Félle. Lag eine ;‘Zj 0 ) ;Z::?
maRige pAkt-Expression im Zytoplasma vor, so waren 2 o ‘ ‘ op2in-
von 4 Fallen p21 negativ und 2 stark positiv. PAKZ-  PAKz*  PAKz**

In Abhangigkeit von nukledrer pAkt fanden sich bei 100% 1 Ependymome
fehlendem pAkt 7 p21-negative und 6 positive Falle (4 :Zj 4 -
maRig, 2 stark). Die Verteilung bei maRig positiver pAkt 40% - ! e
beinhaltete 2 negative, sowie 3 p21-positive Resultate (1 2%+ 2 ? | mpzin+
maRig, 2 stark). Bei starker nuklearer pAkt-Expression o pAKIN-  PAKIN+  pAKtn++ o

wies je die Halfte negative oder stark positive Werte auf. Abb. 63 )
Nukleares p21 in Abhangigkeit von pAkt
Oben: pAkt im Zytoplasma
Ependymome WHO Il/1l] Unten: pAkt im Zellkern

In dieser Gruppe fanden sich sehr wenige p21-positive Falle, weshalb auf eine graphische Darstellung
verzichtet wird.

Die 4 p21-positiven Tumore waren in Abhangigkeit von zytoplasmatischer pAkt vor allem bei negativer
pAkt vertreten (2 Falle p21+, 1 Fall p21-), ein Fall reagierte bei mafig positiver pAkt stark p21-positiv.

Bei Betrachtung der nukledren pAkt verteilten sich die positiven Falle auf die negative pAkt-Auspragung
mit den 2 stark p21-positiven Fallen, sowie mit je einem maRig positiven Fall auf maRig oder stark
ausgepragte pAkt-Werte.

5.3.3. Tissue-Array

Als weitere Methode der Untersuchung an FFPE Gewebe wurden Tissue-Arrays angefertigt. Da diese
Methode es erlaubt, ein groRReres Kollektiv an Tumoren zu bearbeiten, soll hier ein Vergleich der
herkbmmlichen Farbung vollstandiger Gewebeschnitte mit Tissue-Arrays hergestellt werden.

Insbesondere wird auf die Aussagekraft der Immunhistochemie an Tissue-Arrays eingegangen.
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Die Auswahl der Gewebe wurde anhand von HE-Farbungen getroffen. Hierbei wurden gezielt solche
Bereiche der Tumore mit hoher Zellzahl und intaktem Zellverband ausgewahlt. Bei den anaplastischen
Tumoren und Glioblastomen wurden Bereiche mit hohem Anteil an Gefal3proliferaten und Nekrosen
ausgeschlossen.

Es konnten insgesamt 60 astrozytdre und 42 ependymale Tumore in die Vergleichsgruppen
aufgenommen werden, 8 Astrozytome (WHO Il), 8 anaplastische Astrozytome (WHO Ill) und 44
Glioblastome (WHO 1V) sowie 16 myxopapillare Ependymome (WHO 1), 18 Ependymome (WHO II) und 8
anaplastische Ependymome (WHO Il1). Im folgenden wird zunachst die Verteilung der einzelnen Faktoren
im Array dargestellt. AnschlieRend werden die Ergebnisse der herkémmlichen Immunhistochemie mit den

Daten der Arrays verglichen.

5.3.3.1. Tissue-Array — Astrozytidre Tumore

5.3.3.1.1. EGFR

Unter den Astrozytomen fand sich nur in einem eine positive Reaktion gegen EGFR (+). Mit dem WHO-
Grad stieg die Anzahl der positiven EGFR-Reaktionen. Von 8 anaplastischen Astrozytomen waren 3
maRig positiv. Unter den Glioblastomen fanden sich 24 von 44 (55%) mit positiven Werten. 20 Tumore

dieser Gruppe blieben negativ.

5.3.3.1.2. Phospho-ERK zytoplasmatisch (pERKz)
Die Verteilung der zytoplasmatischen pERK ahnelte der des EGFR. Insgesamt zeigten die Glioblastome
die meisten positiven Reaktionen in 21 von 44 Tumoren (48%). Unter den anaplastischen Astrozytomen

waren 2 von 8 positiv und bei den Astrozytomen 3 von 8 (1+, 2++).

5.3.3.1.3. Phospho-ERK nukleéar (pbERKn)

In der Verteilung der nukledren pERK fanden sich wenig Abweichungen im Vergleich zur
zytoplasmatischen. Unter den Astrozytomen WHO |l zeigte je die Halfte (4 von 8) positive
beziehungsweise negative Werte. Unter den anaplastischen Astrozytomen wies nur ein Tumor eine

positive Reaktion auf. In 17 von 44 (39%) der Glioblastome reagierte pERK im Zellkern positiv.

5.3.3.1.4. Phospho-Akt zytoplasmatisch (pAktz)

Unter den Astrozytomen WHO-Grad Il und Ill fanden sich vor allem negative Werte der pAkt im
Zytoplasma(7 von 8 Astrozytomen, 5 von 6 Anaplastischen Astrozytomen). Ein Astrozytom sowie 3
anaplastische Astrozytome zeigten positive Ergebnisse. Bei den Glioblastomen Gberwogen die positiven

Reaktionen in insgesamt 25 von 44 Tumoren (57%).

5.3.3.1.5. Phospho-Akt nuklear (pAktn)
Im Gegensatz zur zytoplasmatischen Auspragung der pAkt zeigte sich in den Zellkernen vermehrt eine
positive Reaktion. Bei den Astrozytomen fanden sich 3 von 8 Tumoren mit negativem, 5 von8 mit

positivem Ergebnis. Unter den anaplastischen reagierte einer von 8 negativ. Die Glioblastome blieben in 8
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von 44 (18%) negativ. Von den restlichen Tumoren WHO Il hatten 20 (46%) eine mafige und 16 (36%)

eine starke Intensitat.

5.3.3.1.6. PTEN-Protein

PTEN war in den Astrozytomen in 3 Tumoren maRig und 2 stark positiv ausgepragt, wahrend 3 nicht
reagierten. In den anaplastischen fand sich dagegen vor allem eine negative Reaktion (5 von 8) bei einem
stark positiven Ergebnis. Die Glioblastome zeigten in 26 Fallen eine maRige, in 4 eine starke PTEN-
Reaktion (68%).

5.3.3.1.7. p21-Protein nuklear und zytoplamatisch (p21n, p21z)

In keinem der im Tissue-Array untersuchten astrozytdren Tumore fand sich eine positive zytoplasmatische
p21-Reaktion.

Auch im Zellkern zeigte sich Uberwiegend ein negatives Ergebnis. Einzig in 8 von 44 untersuchten

Glioblastomen konnte p21 in den Zellkernen maRig positiv nachgewiesen werden.

5.3.3.1.8. p53-Protein

Zwei der Astrozytome reagierten positiv gegen den p53-Antikorper, einer davon deutlich. Unter den
anaplastischen Astrozytomen waren es bereits 5 von 8 mit positiver Reaktion. Die Glioblastome zeigten in
21 von 44 (48%) kein p53, 13 (29%) reagierten jedoch maRig und 10 (23%) stark positiv.

5.3.3.1.9. Proliferationsindex MIB1

Die niedriggradigen Astrozytome zeigten keine MIB1-assoziierte Proliferationssteigerung und unter den
anaplastischen reagierte einer von 8 positiv. Auch in den Glioblastomen fand sich im Tissue-Array in 27
von 44 (61%) kein Anhalt fiir gesteigerte Proliferation. 11 (25%) Glioblastome reagierten mafig und 6
(14%) stark positiv.

5.3.3.2. Tissue-Array — Ependymale Tumore

5.3.3.2.1. EGFR

Unter den ependymalen Tumoren zeigten nur 6 aus der Gruppe der myxopapillaren Ependymome eine
starke Reaktion gegen EGFR. Aus dieser Gruppe reagierten 8 von 16 maRig, 2 blieben negativ. Unter den
klassischen Ependymomen zeigten 6 von 18 keine Reaktion ebenso wie 3 der 8 anaplastischen
Ependymome. Dies entspricht einer positiven Reaktion bei der Mehrzahl der myxopapillaren
Ependymome, bei zwei Dritteln der klassischen Ependymome sowie gut der Halfte der anaplastischen
Ependymome.

5.3.3.2.2. Phospho-ERK zytoplasmatisch (pERKz)
Bei den myxopapillaren Ependymomen verteilte sich die EGFR-Auspragung relativ gleichmaRig mit 7
negativen, und 9 positiven Ergebnissen. Dagegen wiesen die Ependymome WHO Il in der Mehrzahl (12

von 18) keine Reaktion auf, ebenso wie alle der 8 untersuchten anaplastischen Ependymome.
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5.3.3.2.3. Phospho-ERK nuklear (pERKn)

Von allen untersuchten Tumoren dieser Gruppe fand sich nur in 2 myxopapillaren Ependymomen (von
insgesamt 42) eine starke pERK-Anreicherung im Zellkern. Die restlichen myxopapillaren sowie
klassischen Ependymome verteilten sich je zur Halfte auf negative und maRige Reaktionen (je 7
myxopapilldre und je 9 klassische Ependymome). Von den anaplastischen Ependymomen zeigte nur

eines von 8 mafig positive Werte.

5.3.3.2.4. Phospho-Akt zytoplasmatisch (pAktz)

Von den myxopapillaren Ependymomen reagierten 10 im Zytoplasma nicht auf pAkt, 6 maRig positiv. Von
den Ependymomen blieben 7 negativ, 10 maRig, einer stak positiv. Unter den anaplastischen fanden sich
3 negative und 4 mafig positive Tumore. Insgesamt reagierten von den 42 ependymalen Tumoren 2 stark

im Zytoplasma gegen den pAkt-Antikdrper.

5.3.3.2.5. Phospho-Akt nukleér (pAktn)

Die meisten myxopapillaren Ependymome blieben im Zellkern pAkt-negativ (11 von 16). Einer zeigte eine
starke Reaktion. Unter den klassischen Ependymomen fanden sich 2 stark regierende Praparate,
daneben reagierten 7 maRig und 9 blieben negativ. Auch bei 5 der 8 anaplastischen Ependymome fand

sich ein negatives Ergebnis.

5.3.3.2.6. PTEN-Protein
In der Mehrzahl der ependymalen Tumore zeigte sich eine positive Reaktion gegen den PTEN-Antikorper.
Es blieben 4 der 16 myxopapillaren, 6 der 18 klassischen und 5 von 8 anaplastischen Ependymomen

negativ.

5.3.3.2.7. p21-Proetin zytoplasmatisch und nuklear (p21z, p21n)

Zwei Tumore zeigten in der Tissue-Analyse eine positive zytoplasmatische Reaktion gegen p21 (p21z),
ein klassisches Ependymom reagierte maRig und ein anaplastischer Tumor stark positiv.

Im Zellkern (p21n) konnten in 7 von 16 myxopapilldren und 2 von 8 anaplastischen Geweben positive

Werte nachgewiesen werden. Die klassischen Ependymome blieben negativ.

5.3.3.2.8. p53-Protein
Das p53-Antigen liel3 sich vor allem in den klassischen Ependymomen nachweisen (6 von 18). Die
myxopapillaren blieben alle negativ. Auch unter den anaplastischen Ependymomen fand sich von 8

Tumoren nur ein einziger, der im Tissue-Array eine positive Reaktion zeigte.

5.3.3.2.9. Proliferationsindex MIB1
Im Tissue-Array fanden sich nur in 3 der 42 ependymalen Tumore Zeichen einer erhdhten Proliferation.

Dies waren 3 der 8 anaplastischen Ependymome. Alle Ubriger blieben negativ.
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5.3.3.3. Vergleich Tissue-Array — herkbmmliche Immunhistochemie

Im folgenden soll ein Vergleich zwischen der herkdmmlichen Immunhistochemie an vollstandigen
Gewebeschnitten und den gezielt ausgewahlten Proben der Tissue-Arrays gezogen werden. Hierbei wird
erneut die angewandte Unterteilung in Tumoren mit astrozytdrem (Abb. 64) sowie mit ependymalem (Abb.
65) Ursprung verwendet. Die dargestellten Diagramme sollen die Vergleichbarkeit der beiden
Untersuchungsmaglichkeiten veranschaulichen. Hierbei ist jedoch auf die zum Teil geringen absoluten
Zahlen der gepruften Untergruppen hinzuweisen, welche die prozentualen Ergebnisse teils verzerrt
darstellen.

5.3.3.3.1. Astrozytare Tumore
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Abb. 64
Ubereinstimmungen in der Auswertung der herkdmmlichen Immunhistochemie und der Tissue-Array-Methode bei astrozytaren
Tumoren

Insgesamt zeigten sich die meisten Ubereinstimmungen in den Untersuchungsergebnissen bei den
Astrozytomen WHO-Grad Il. Hier fand sich bei keinem der gepriiften Faktoren eine Ubereinstimmung von
unter 50%. Die geringste Ubereinstimmung mit je 50% der Préparate war bei pAkt im Zellkern und p53
sowie PTEN mit 63% zu ermitteln.

Auch die anaplastischen Astrozytome hatten eine gute Ubereinstimmungsquote. Hier war jedoch vor
allem bei der Auspragung der zytoplasmatischen pERK eine deutliche Abweichung (38%) zu verzeichnen.
Auch die Werte von PTEN stimmten nur in der Halfte der Praparate tberein.

Die Glioblastome schlief3lich als Tumore mit hdchster Malignitat erbrachten nur fir den Faktor p21 ein

zufriedenstellendes Ergebnis mit Uber 70% (zytoplasmatisch 89%, nuklear 73%). Daneben lagen nur noch
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bei pERK und p53 Ubereinstimmungen von mehr als 50% vor (pERK zytoplasmatisch 52%, nuklear 57 %,
p53 52%).
Im Uberblick findet sich fir die Faktoren EGFR, pERK nukledr, PTEN, p21nukledr und MIB1 eine

deutliche Abnahme der Ubereinstimmung mit dem Ansteigen des WHO-Grades.

5.3.3.3.2. Ependymale Tumore
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Abb. 65

Ubereinstimmungen in der Auswertung der herkémmlichen Immunhistochemie und der Tissue-Array-Methode bei ependymalen
Tumoren

Die Ubereinstimmung der Ergebnisse beider Untersuchungen wich bei den ependymalen Tumoren
ebenfalls zum Teil deutlich voneinander ab. Insbesondere fir den EGFR und PTEN fanden sich sichtbar
mehr Abweichungen unabhangig vom Malignitatsgrad. Die myxopapillaren Ependymome erbrachten beim
Vergleich in Abhangigkeit des WHO-Grades insgesamt die meisten Ubereinstimmungen. Ausnhahme
bildete pAkt im Zellkern sowie PTEN.

Die besten Ergebnisse fanden sich fir p21, p53 und MIB1, allerdings bei insgesamt schwacher

Auspragung dieser Faktoren in der Gruppe der ependymalen Tumore.
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6. Diskussion

Bei dieser Dissertation handelt es sich um eine immunhistochemische Untersuchung, die zum einen den
Wert von Phosphorylierungs-spezifischen Antikérpern und zum anderen deren Aussagekraft in der
Beurteilung von funktionellen Signalwegsveranderungen in glialen Hirntumoren prifen soll.

Durch einen ausgewahlten Vergleich von Gesamtantikdrpern mit Phosphorylierungs-spezifischen
Antikdrpern sowie anhand einer Gegenuberstellung des immunhistochemischen Verfahrens mit der
Western-Blot-Analyse sollen die Spezifitdt und der Einsatz der Phosphorylierungs-spezifischen Antikdrper
in der Immunhistochemie diskutiert werden.

Anschliellend werden die untersuchten Faktoren und deren Zusammenhange unter Beibehaltung der
bisherigen Gruppierung besprochen und es wird auf die Moglichkeiten der Tissue-Array-Analyse

eingegangen.

6.1. Vergleich der immunhistochemischen Untersuchung mit der Western-Blot-Analyse

In dieser Arbeit sollte unter anderem geprift werden, ob die immunhistochemische Methode geeignet ist,
aktivierte Enzyme intrazellularer Signalwege mittels Phosphorylierungs-spezifischer Antikérper
nachzuweisen.

Es wurde anhand einzelner Falle Uberprift, ob der Nachweis von aktivierter ERK1/2 (pERK) und
aktivierter Akt (pAkt) aus den Proteinextrakten dieser Tumore in der immunhistochemischen
Untersuchung nachzuvollziehen ist. Dazu standen einzelne Tumore in Form von FFPE sowie
tiefgekUhltem Gewebe zur Verfigung, an welchen der Einsatz der Antikrper gegen pERK und pAkt in der
Immunhistochemie und der Western-Blot-Analyse miteinander verglichen werden konnte.

Insgesamt zeigte sich ein gute Ubereinstimmung im direkten Vergleich der beiden Auswertungen. Wie
unter 5.1. zu sehen, erzielt man mit der immunhistochemischen Farbung ahnliche Ergebnisse wie nach
der Extraktion des Proteins. Durch die Immunhistochemie ist also eine Bewertung des Vorkommens
aktivierter Proteine mdglich.

In der immunhistochemischen Auswertung wurde neben dem quantitativen Auftreten des untersuchten
Proteins auch der Intensitdt Berlcksichtigung geschenkt und ein Mittelwert aus allen untersuchten
Tumorzellen gebildet, um so dem sehr heterogenen Zellbild der vorliegenden Tumorentitat gerecht zu
werden. Im Gegensatz hierzu ist in der Western-Blot-Analyse die quantitative Proteinbestimmung zwar
mdglicherweise weniger Fehlern in der Auswertung unterlegen, zeigt im Ergebnis jedoch einen
Durchschnitt der Proteine aller im Tumor enthaltenen und somit unter Umstanden nicht Tumor-
spezifischen Zellen (z.B. Gefalstrukturen). Da mit Hilfe der Immunhistochemie die gezielte Auswertung

der Tumorzellen erfolgt, erlangt diese Methode eine héhere Spezifitat (Mandell et al. 1998).
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6.2. Vergleich des Einsatzes von Gesamtantikérper gegen ERK und Akt mit

Phosphorylierungs-spezifischen Antikérpern an ausgesuchten Praparaten

Die Gesamt-Proteine (gesERK, gesAkt) in den Tumoren zeigten eine wesentlich gleichmaRigere
Verteilung als die entsprechenden Phosphorylierungs-spezifischen Antikérper. Sie waren in nahezu allen
Zellen zu finden, was fir ein allgegenwartiges Vorhandensein dieser Proteine spricht (Cobb, Goldsmith
1995; Franke 2000).

Im Vergleich zwischen den Tumoren bestand dennoch ein Unterschied in der Auspragung sowohl bei
gesERK als auch bei gesAkt. Die meisten Falle zeigten lediglich eine flaue Intensitat, jeweils ein Fall wies
dagegen deutlichere Farbungsgrade auf (gesERK Nr. 107, gesAkt Nr. 9). Auffallig war, dass der einzige
auf gesAkt starker reagierende Tumor (Nr. 9) gleichzeitig der einzige niedriggradige Tumor (WHO II) war.
Inwiefern die Auspragung des Gesamt-Proteins bei zunehmender Malignitadt zugunsten des aktivierten
Proteins abnimmt, ware Gegenstand kunftiger Untersuchungen.

Die aktivierten Enzyme zeigten im Vergleich mit der gleichmaRigen Verteilung des Gesamt-Proteins
deutliche Unterschiede (siehe 5.2.).

Bei positiver Reaktion der pERK war diese entweder ausschliel3lich sehr lokalisiert in Zellgruppen oder
aber nur in einzelnen Zellen beziehungsweise Zellkernen vorhanden. Im Vergleich mit gesERK spricht
diese spezifische Verteilung dafiir, dass die Aktivierung des Proteins in einzelnen Zellen mittels
Immunhistochemie nachweisbar ist.

Die pAkt war demgegenuber in den meisten Fallen wesentlich starker vorhanden als pERK und zeigte ein
eher generalisiertes Vorkommen. Hervor stach ein Tumor mit ausgepragter Reaktion gegen gesAkt,
jedoch ohne Nachweis des phosphorylierten Anteils. Bei ubiquitarem Nachweis des Gesamt-Proteins war
also keinerlei Aktivierung der Akt zu finden. Bei diesem handelt es sich wiederum um den einzigen auf
gesAkt untersuchten Tumor vom WHO-Grad Il (Astrozytom Nr. 9). Der fehlende Nachweis einer Akt-
Aktivierung deckt sich mit der Annahme, dass erst in hochgradigen Tumoren beispielsweise durch PTEN-
Mutationen eine verstarkte Aktivierung dieses Proteins erfolgt.

Bemerkenswert ist dariber hinaus, dass mittels der Immunhistochemie auch die Umverteilung der Akt
vom Zytoplasma zum Zellkern nachzuvollziehen ist. Akt wandert nach seiner Aktivierung Richtung
Zellkern, wo es seine unterschiedlichen Funktionen ausiubt (Meier et al. 1997; Andjelkovic et al. 1997).
Der Nachweis von gesAkt war in den meisten Zellen vor allem zytoplasmatisch lokalisiert, wohingegen die

phosphorylierte Akt vor allem im Zellkern beziehungsweise um den Zellkern herum zu finden war.

6.3. Interpretation der immunhistochemischen Resultate

6.3.1. Tumore astrozytéar-oligodendroglialen Ursprungs

Grundlage der vorliegenden Arbeit war eine Studie, die in glialen Zellinien entweder eine ausschlief3liche
Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/2 oder aber der Proteinkinase B (Akt) zeigte. Aullerdem fand sich eine
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deutlich gesteigerte Aktivierung beider Proteine nach Stimulierung der Zellen mit EGF (Schlegel et al.
2000).

Daneben brachte die Entwicklung Phosphorylierungs-spezifischer Antikorper eine neue Mdglichkeit, diese
Proteine in ihrer aktivierten Form an FFPE Geweben in situ nachzuweisen. Erste Arbeiten dazu zeigten
die aktivierte ERK (pERK) im Vergleich mit Gesamt-ERK in Neuronen und Gliazellen der Ratte aber auch
in glialen Neoplasien (Mandell et al. 1998; Irving et al. 2000). Zu aktivierter Akt (pAkt) und deren
Zusammenhang mit weiteren Faktoren (u.a. p21, EGFR) in astrozytdren Tumoren wurden verschiedene
immunhistochemische Untersuchungen verdffentlicht (Choe et al. 2003, Hlobilkova A et al. 2007).

Auf diesen Grundlagen war es zum einen das Ziel zu Uberprifen, ob sich mit der immunhistochemischen
Methodik eine konstitutive Aktivierung von ERK und Akt nachweisen lasst. Zum anderen galt es, die
zugehorigen Signalwege und deren funktionellen Veranderungen in glialen Hirntumoren in situ naher zu
beleuchten.

Als weiterer wichtiger Faktor wurde daher die Expression des EGF-Rezeptors untersucht. Das Gen des
EGFR gilt als eines der am haufigsten in hoch malignen glialen Tumoren amplifizierten Gene (Libermann
et al. 1985; Wong et al. 1987; Ekstrand et al. 1991). Es steht im Zusammenhang mit der Aktivierung
Proliferations-assoziierter (pERK) sowie anti-apoptotischer Signaltransduktion (PI3-K, pAkt) (Burgering,
Coffer 1995; Cobb, Goldsmith 1995; Marshall 1995; Bellacosa et al. 1998).

Daneben wurden als funktioneller Antagonist der Akt das PTEN-Protein, als Proliferationsmarker MIB1
sowie das in Glioblastomen haufig defekte Produkt des p53-Gens aufgenommen.

Aufgrund einer Verdoffentlichung von Zhou et al. (Zhou et al. 2001), die einen Zusammenhang zwischen
der aktivierten Akt und der Lokalisation beziehungsweise daraus folgend der funktionellen Aktivitdt des
CDK-Inhibitors p21 zeigten, wurde dieser (p21WAF" ©P1) ebenfalls untersucht. Das Ergebnis wird sowohl
mit der pAkt-Auspragung als auch aufgrund der p53-abhangigen p21-Aktivierung mit dem p53-Status
verglichen (El-Deiry et al. 1993; 1994).

6.3.1.1. Proliferationsindex MIB1

Erwartungsgemal ergab sich eine Zunahme des Proliferationsindex mit zunehmendem Malignitatsgrad.
Bei WHO-Grad Il fand sich keinerlei Hinweis auf eine erhdhte Proliferation, dagegen wiesen von den
hochgradigen Fallen bis zu 70% vermehrt MIB1 auf.

Auch zwischen Grad Il und IV zeigte sich noch eine Steigerung (WHO IIl 58%, WHO IV 70%).

Das Ergebnis stimmt gut mit anderen Angaben Gber MIB1 in glialen Tumoren sowie mit dem gesteigertem
Proliferationsverhalten bei héherer Malignitat Gberein (Bouvier-Labit et al. 1998; Heesters et al. 1999).
Allerdings sollte berticksichtigt werden, dass die Kriterien, welche zur Diagnosestellung und Einteilung der
Malignitét herangezogen werden, auch die Auspragung der Proliferation beinhaltet, welche wiederum

meist mit Hilfe von MIB1 ermittelt wird.
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6.3.1.2. Expression des EGF-Rezeptors und Zusammenhang mit der MIB1-assoziierten

Proliferation

Zwischen der Amplifikation und der Expression des EGF-Rezeptors wurde in malignen Gliomen ein
direkter Zusammenhang beschrieben (Libermann et al. 1984; Wong et al. 1987; Ekstrand et al. 1991).
Auch in unserem Kollektiv ergab der Nachweis des EGF-Rezeptors ein Muster, das mit der
Amplifikationsrate des zugehorigen Gens in hochgradigen Tumoren in Einklang zu bringen ist.

Mit zunehmendem WHO-Grad zeigte sich ein Anstieg der stark EGFR-aufweisenden Tumore. Von den
untersuchten Glioblastomen wiesen 34% eine starke Expression auf. Dieser Wert deckt sich gut mit den in
der Literatur angegebenen Amplifikationsraten des EGF-Rezeptors in Glioblastomen von 30-40%
(Libermann et al. 1984; Wong et al. 1987; Ekstrand et al. 1991).

Bei Grad Il fand sich ausschlieBlich in den Tumoren mit oligodendroglialem Anteil (3 anaplastische
Oligodendrogliome, 1 anaplastisches Oligo-Astrozytom) eine starke EGFR-Erhéhung. Bei WHO 1l war
keine gesteigerte EGFR-Auspragung zu finden.

Wir postulieren daher einen Zusammenhang zwischen einer aulierst starken Expression des EGFR in der
Immunhistochemie mit einer Amplifikation des Rezeptor-Gens in den hochgradigen Tumoren. Daneben
nehmen die Falle mit iberwiegend oligodendroglialen Zellen offensichtlich in der EGFR-Expression eine

gesonderte Stellung ein.

Die Uberexpression des EGF-Rezeptors spielt weiterhin eine wichtige Rolle in der Proliferation glialer
Zellen (Libermann et al. 1984). Um dies zu Uberprifen wurde ein Vergleich der EGFR-Expression mit dem
als Proliferationsmarker eingesetzten MIB1 vorgenommen.

Bei WHO IV bestand ein Zusammenhang zwischen erhéhter EGFR-Expression und vermehrter
Proliferation.

Bei sehr starken EGFR-Werten fand sich ein groRerer Anteil an Fallen mit stark positivem
Proliferationsindex (43%) als mit maRigem (35%) oder negativem (34%). Dieser Zusammenhang scheint
allerdings nur dann zu gelten, wenn die EGFR-Expression stark ausgepragt ist. Mdglicherweise spiegelt
die immunhistochemisch dargestellte Auspradgung des EGFR die Amplifikation des EGFR-Gens in den
entsprechenden Tumoren wieder.

Fir die Tumore WHO-Grad Il und Il lasst sich dieser Bezug nicht weiter verfolgen. Es besteht kein
Zusammenhang einer durch MIB1 nachgewiesenen Proliferation mit dem EGFR-Status. Alle
niedriggradigen Gewebe (WHO II) wiesen unabhangig von der EGFR-Expression ein negatives MIB1-
Resultat auf.

Der Verdacht eines direkten Zusammenhangs zwischen EGFR und MIB1 lief3 sich somit nicht fur alle
Tumore bestatigen. Andererseits wiesen die Ergebnisse der Glioblastome auf eine Verbindung des EGF-
Rezeptors mit einer erhéhten Proliferation hin.

Die mit zunehmendem Malignitdtsgrad ansteigende EGFR-Expression ist ein Zeichen dafur, dass der

EGFR in der Tumorprogression eine wichtige Rolle spielt. Mogliche Ursachen, weshalb dies nicht durch
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MIB1 nachgewiesen werden kann, ist zum einen eine durch den MIB1-Antikdrper nicht detektierbare
Proliferation. Zum anderen koénnte ein Zusammenhang mit anti-apoptotischen Veranderungen und

weniger mit proliferativen Mechanismen im Vordergrund stehen.

6.3.1.3. Expression der phosphorylierten ERK und Zusammenhang mit der MIB1-assoziierten

Proliferation sowie dem EGF-Rezeptor

Die Reaktion gegen den pERK-Antikorper zeigte unterschiedliche Lokalisationen - im Zellkern und im
Zytoplasma. Diese Verteilung weist auf unterschiedliche Funktionen der pERK abhangig von der
jeweiligen Lokalisation hin.

Wie Chang et al. zeigten, transloziert nur ein Teil der aktivierten ERK zum Zellkern, um die Aktivierung
verschiedener Transkriptionsfaktoren auszuftihren. Der Rest der aktivierten ERK verbleibt im Zytoplasma
oder in anderen subzellularen Kompartimenten und scheint dort regulierende Funktionen in der
Genexpression zu Ubernehmen, die durch zytoplasmatisch lokalisierte, post-transkriptionelle
Mechanismen ausgel6st werden (Chang et al. 2001).

Zwischen den beiden Lokalisationen konnten wir keinen eindeutigen Zusammenhang feststellen.
Tendenziell wiesen die Tumore jedoch bei hoher zytoplasmatischer pERK-Auspragung auch gesteigerte
nukleare Werte auf.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen einer Studie von Mandell et al., die eine wesentlich starkere nukleare
Auspragung in héhergradigen Tumoren fanden, als geringer malignen (Mandell et al. 1998), fand sich in
unserem Kollektiv eine vernachldssigbar kleine Anzahl an nukleadr stark positiven Reaktionen gegen
pERK.

Unsere Resultate sprechen jedoch fiir eine Abhangigkeit der Malignitat von der zytoplasmatischen
Lokalisation, da die Glioblastome in wesentlich hdherem Mafle (74%) zytoplasmatisch aktivierte ERK
aufwiesen als die anaplastischen Astrozytome (54%). Die entsprechende nukleare Reaktion fiel dabei in
den meisten Tumoren deutlich geringer aus.

Allerdings wird der Zusammenhang eingeschrankt, da die Tumore WHO Il in Uber der Halfte wiederum
postitive Werte zeigten (von 12 Tumoren zytoplasmatisch 9, nukleér 8 positiv).

Dieses entgegengesetzte Verhaltnis konnte auller durch die kleine Fallzahl der niedriggradigen Tumore
(WHO 1) auch durch die Funktion der ERK in der Zelldifferenzierung hervorgerufen sein. Des weiteren
konnten die hohen Werte in den Astrozytomen WHO-Grad Il durch eine friihzeitige Aktivierung der ERK
hervorgerufen sein und mit einer aus dieser Aktivierung resultierenden Neigung zur Proliferation und
Progression zusammenhangen.

Diese Annahme lasst sich durch die Erkenntnis festigen, dass die Halfte der 6 Tumore WHO Il (Nr. 5, 6, 7)
mit starker zytoplasmatischer pERK-Aktivitdt im Vergleich zu jenen ohne wesentliche pERK-Reaktion
leicht erhdhte MIB1-Werte (3-5% aller Zellen) aufwiesen. Im Verhaltnis zu allen untersuchten Tumoren
fallen sie zwar unter ein negatives Resultat, sollten in diesem speziellen Zusammenhang jedoch nicht

unberucksichtigt bleiben.
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Zwei dieser Tumore rezidivierten im Laufe von 2 bis 3 Jahren, einer (Nr. 7) erneut als Astrozytom WHO-
Grad Il, der andere (Nr. 5) zeigte eine Progression zu einem anaplastischen Astrozytom.

Die Ergebnisse legen nahe, dass die aktivierte ERK im Zytoplasma das Zellverhalten malfigebend
beeinflusst und mdglicherweise schon in niedrigmalignen Astrozytomen eine Aussage uber das
Progressionsverhalten geben kann.

6.3.1.3.1. Zusammenhang mit MIB1

Da die MAP-Kinase ERK1/2 Wachstumsfaktor-abhangig stimuliert wird und durch starke Aktivierung der
Proliferation anti-apoptotische Funktionen zu haben scheint (Cobb, Goldsmith 1995; Yujiri et al. 1998;
Cross et al. 2000), soll anhand von MIB1 ein mdglicher Zusammenhang der aktivierten ERK mit einer
erhohten Proliferation hergestellt werden.

In den niedriggradigen Tumoren (WHO Il) fanden sich erhéhte Werte fir pERK ohne deutliche Anzeichen
einer Proliferationssteigerung. Hier sei jedoch erneut auf die oben beschriebenen Falle hingewiesen, die
bei positiver pERK einzelne positiv auf MIB1 reagierende Zellen aufwiesen (Nr. 5, 6, 7) und klinisch durch
ein rezidivierendes Verhalten hervorstechen.

Betrachtet man die Tumore vom Grad lll, lief3 sich zwischen der zytoplasmatischen pERK-Reaktion und
dem Anteil proliferierender Zellen keine Abhangigkeit herstellen. Die stark proliferierenden Tumore
machten jeweils zwischen 20 und 25% aus, unabhangig von der zytoplasmatischen pERK (5.3.1.2.3.).

Bei Betrachtung der nukledren pERK-Werte fiel eine Zunahme der stark auf MIB1 reagierenden Praparate
(MIB1++) von 19% bei negativer nuklearer pERK auf 30% bei maRig positiver pERKn auf.

Noch deutlicher sieht man einen Zusammenhang zwischen pERK und MIB1 bei den hoch malignen
Glioblastomen, der sowohl fir pERK im Zytoplasma als auch im Zellkern nachzuvollziehen ist.

Die MIB1 Werte steigen von 32% bei negativer zytoplasmatischer pERK Uber 38% bei maRiger auf 44%
bei stark ausgepragter pERK an. Die Praparate mit maRiger und negativer Proliferation nehmen
entgegengesetzt stetig ab (5.3.1.2.3.).

Auch die nukledre pERK scheint einen Einfluss auf die Proliferation zu haben. Bestand keine nukleare
Aktivitat, fand sich nur bei 28% der Falle eine starke MIB1-Erhdhung. Bei maRig gesteigerten Werten der
pERK im Zellkern machten diese schon 44% aus.

Ein gewisser Einfluss der MAP-Kinase ERK1/2 auf die Proliferation der Zellen wird mit diesen
Ergebnissen bestatigt. Dass sie allerdings auch andere Funktionen Ubernehmen muss, zeigt die starke
Auspragung der pERK in den niedriggradigen Tumoren.

Auf welche Weise die Einflussnahme von statten geht, ob direkt proliferativ oder indirekt tber anti-
apoptotische Signalwege, lasst sich aus unseren Ergebnissen nur vermuten. Unter 6.3.1.5. wird ein
moglicher Einfluss von pERK auf die mit Antiapoptose in Verbindung gebrachte pAkt-Expression

beschrieben.

81



Interessant ist darliber hinaus, dass offensichtlich die zytoplasmatische und die nukleare Aktivierung in
den Tumoren der verschiedenen Malignitatsgrade unterschiedlich auf die Proliferation einwirken.

In den hoch malignen Glioblastomen sieht es so aus, als kdnne sowohl die zytoplasmatische als auch die
nukledre Aktivierung der pERK eine Proliferationssteigerung bewirken. Dagegen spielt in den Tumoren
des Grades lll vor allem die nukledre Aktivierung wenn auch in niedrigerer Auspragung die offensichtlich
grélere Rolle.

Eine maogliche Erklarung findet sich darin, dass bei den anaplastischen Tumoren (WHO IIlI) das
Tumorwachstum vor allem Uber eine durch nukledre ERK eingeleitete Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren stattfindet (Davis 1993). Dagegen kann es offensichtlich bei den hochst malignen
Tumoren (WHO 1V) zu einer weiteren ERK-induzierten Verstarkung des Proliferationsverhaltens kommen.
Diesem kénnten andere Funktionen unterliegen, die im Zytoplasma moglicherweise post-transkriptionelle
Mechanismen wie die direkte Aktivierung anti-apoptotischer Faktoren auslésen (Chang, Karin 2001).
Diese Vermutung wird um so mehr durch die pAkt-Verteilung bestatigt. Es zeigte sich in unseren
Ergebnissen bei hochgradigen Tumoren eine direkte Abhangigkeit der Akt-Aktivierung von der
zytoplasmatischen pERK (siehe 5.3.1.2.1. und 6.3.1.5.). Da Akt vor allem mit anti-apoptotischer
Signaltransduktion in Verbindung gebracht wird (Franke et al. 1997; Kennedy et al. 1997), ist es durchaus

mdglich, dass auch die ERK ihre anti-apoptotischen Funktionen durch ein Zusammenspiel mit Akt ausubt.

6.3.1.3.2. Zusammenhang mit EGFR

Als einer der Aktivatoren der ERK gilt der EGFR, der eine wichtige Rolle in der Proliferation glialer Zellen
spielt (Libermann et al. 1984). Darliber hinaus hatten Traverse et al. gezeigt, dass nur bei Vorliegen einer
Uberexpression des Rezeptors der epidermale Wachstumsfaktor zu einer ausgepragten Aktivierung der
ERK fuhrt, bei normaler Rezeptor-Expression dagegen keine nennenswerte Aktivierung stattfindet
(Traverse et al. 1994). Der Vergleich der pERK- mit der EGFR-Expression soll darlegen, ob sich diese
Feststellung in situ nachweisen Iasst.

In unserem Kollektiv zeigte sich bei den Tumoren mit Grad IV ein gewisser Zusammenhang. Die pERK
war bei diesen Tumoren sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern in Abhangigkeit vom EGFR-Status
entsprechend stark ausgepragt. Bei negativem EGFR fand sich in geringerem Malle eine starke
Aktivierung der ERK (14%) als bei positiver EGFR-Auspragung (bis 27%) (siehe 5.3.1.2.4.). In der Gruppe
der anaplastischen Tumore (WHO III) war eine deutliche Erhéhung der pERK erst bei starker Expression
des EGFR zu sehen. Auch in den niedriggradigen Tumoren scheint es eine Abhangigkeit der ERK-
Aktivitdt vom EGFR zu geben. Bei positivem Rezeptor-Nachweis waren ausschliellich Tumore mit starker
ERK-Aktivitat vorhanden.

Unsere Ergebnisse bestatigen einen Zusammenhang zwischen der EGFR-Uberexpression in glialen
Tumoren und gesteigerter Aktivierung der ERK. Allerdings findet sich diese EGFR-abhangige pERK-
Aktivierung nicht nur im Zellkern, wo sie transkriptionelle Aufgaben erfillt, sondern auch im Zytoplasma.

Inwieweit ERK dort anti-apoptotische Funktionen ausfihrt, wird in Folge noch diskutiert.
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6.3.1.4. Expression der phosphorylierten Akt und Zusammenhang mit dem EGFR

Die phosphorylierte Akt lie3 sich wie pERK sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma nachweisen und
kann unter anderem durch EGF aktiviert werden (Burgering, Coffer 1995). Auch in malignen Gliomen, fiir
die eine erhdhte EGFR-Dichte typisch ist, liegt Akt gehauft in aktivierter Form vor (Holland et al. 2000).

Die Anzahl der untersuchten Tumore unseres Kollektivs, die zytoplasmatisch positive pAkt-Werte zeigten,
stieg mit dem WHO-Grad deutlich an (5.3.1.1.5). Die Zunahme der nukledren pAkt-Auspragung war
jedoch nur zwischen Grad Ill (58%) und IV (66%) zu sehen (5.3.1.1.6.), noch deutlicher bei den stark
positiv reagierenden Tumore (WHO 1l 19%, WHO IV 26%).

Diese Daten entsprechen der Annahme, dass Akt in seiner aktivierten Form eine wichtige Rolle in der
Malignitatsentwicklung von Neoplasien spielt (Zhou et al. 2001). Dazu scheint nach der Aktivierung des
Proteins an der Zellmembran die Wanderung von pAkt zum Zellkern von Bedeutung zu sein (Andjelkovic
et al. 1997; Meier et al. 1997).

Es fiel in unseren Untersuchungen auf, dass die positiven Zellkerne vor allem peripher stark reagierten,
dass sie zentral dagegen sehr haufig hell blieben. Dies stimmt mit Ergebnissen Uberein, die Meier et al.
veroffentlichten. Sie wiesen bei Aktivierung der PKB[ eine Verdichtung um den Zellkern herum nach, das
Zytoplasma blieb ebenfalls positiv (Meier et al. 1997). Diese Konstellation scheint daraufhin zu deuten,
dass die Funktion der Akt nicht durch eine Translokalisation in den Zellkern geschieht, sondern schon an
der Kernmembran ablauft.

In unserem Kollektiv zeigten daneben auch die niedriggradigen Tumore (WHO 1) gehauft eine starke
pAkt-Reaktion im Zellkern (4 von 12), jedoch nur in einem Fall (Nr. 15) gleichzeitig im Zytoplasma. Dies
war das einzige Oligodendrogliom unter diesen vier Neoplasien. Bei den anderen drei Fallen handelte es
sich erneut um die drei Astrozytome, die schon bei der pERK- und MIB1-Verteilung aus dem Muster fielen
(Nr. 5, 6, 7). Offensichtlich nehmen diese drei Tumore unter den niedriggradigen Geweben unseres
Kollektivs eine Sonderstellung ein.

Da wie bereits beschrieben gerade diese Falle einen schlechteren Verlauf mit Rezidivneigung zeigten,
stellt sich die Frage, ob pAkt als Marker fir die Prognose geeignet ist. Einer anderen Studie zufolge
scheint pAkt die Radiosensitivitdt von Tumoren als sekundar prognostischer Faktor zu beeinflussen
(Gupta et al. 2002).

6.3.1.4.1. Zusammenhang mit EGFR

Da der EGFR auch in glialen Hirntumoren sehr haufig durch Amplifikation des Gens stark exprimiert ist
(Libermann et al. 1995; Wong et al. 1987), soll hier Uberprift werden, ob immunhistochemisch ein
Zusammenhang zwischen einer hohen EGFR-Expression und der Aktivierung von Akt besteht.

Bei jedem Malignitatsgrad nahmen zunachst die Anteile der Praparate mit positiver pAkt bei vermehrter
EGFR-Expression zu. War allerdings eine sehr starke Ausprdgung des Rezeptors nachzuweisen, so

sanken die pAkt-positiven Falle wieder auf Werte ab, die in etwa denen bei negativem EGFR-Status
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entsprechen. Dieser Zusammenhang bestand mit geringfiigigen Unterschieden in der Verteilung sowohl
fur die Akt im Zytoplasma als auch im Zellkern.

Der erwartete Bezug, der auf eine starkere Akt-Aktivierung bei erhéhtem EGFR hinweist, bleibt aus.
Unsere Ergebnisse sprechen daher insgesamt gegen den Zusammenhang der EGFR-Uberexpression mit
einer vermehrten Aktivierung der Akt.

Betrachtet man dieses Ergebnis im Kontext mit den anderen gewonnenen Resultaten, so scheint es ein
Hinweis auf EGFR-unabhangige Aktivierungswege in Glioblastomen zu sein. Hier sei besonders der
Zusammenhang der pAkt- mit der pERK-Aktivierung erwahnt (siehe 6.3.1.5.).

Daneben muss die Aktivierung der Akt Uber Wachstumsfaktor-unabhangige Wege wie zum Beispiel tber
Insulin oder insulin-like growth factor1 (IGF-1) in diese Uberlegungen einbezogen werden (Alessi et al.
1996).

6.3.1.5. Vergleich von pERK und pAkt

Schlegel et al. hatten in glialen Zellinien eine konstitutive Aktivierung entweder nur der ERK oder aber der
Akt festgestellt (Schlegel et al. 2000).

Es war unter anderem Aufgabe dieser Promotion zu prifen, ob diese sich scheinbar gegenseitig
ausschlieRende Aktivierung auch in situ an in Paraffin eingebetteten glialen Tumoren mit Hilfe
Phosphorylierungs-spezifischer Antikdrper méglich ist.

Zunachst sei hier auf die Schwierigkeit eines direkten Vergleichs hingewiesen, die durch die
unterschiedliche Auspragung beider Proteine in Zellkern und Zytoplasma entsteht.

Da wir zu dem Schluss kommen, dass beide aktivierten Kinasen vor allem in der zytoplasmatischen
Lokalisation auf die Malignitat Einfluss nehmen, wird dieser Vergleich als erstes diskutiert. Daneben wird
der Unterschied der zytoplasmatischen und der nukledren pAkt in Abhangigkeit von pERK im Zytoplasma
in Bezug auf die Malignitat dargelegt.

6.3.1.5.1. Zusammenhang zwischen zytoplasmatischer pERK und zytoplasmatischer pAkt

In den Glioblastomen (WHO V) bestand im Gegensatz zu den Tumoren mit niedrigerem Grad ein
Zusammenhang zwischen den untersuchten Proteinen, der auf eine direkte Abhangigkeit der pAkt von
pERK hinweist.

Der Anteil der Tumore, die pAkt stark exprimierten, stieg mit zunehmenden pERK-Werten deutlich an (von
11% auf 52%) (5.3.1.2.1.1).

Dieser Bezug gilt allerdings nur fir die Tumoren héchster Malignitat (WHO 1V).

Betrachtet man demgegeniber die etwas niedriger malignen Gewebe (WHO Il und lll), so fand sich ein

gleichbleibendes Verhaltnis der pAkt zur pERK unabhangig von deren Auspragungsgraden.
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6.3.1.5.2. Zusammenhang zwischen zytoplasmatischer pERK und nuklearer pAkt

Bei dieser Betrachtung findet sich ein ahnlicher Zusammenhang zwischen pERK und pAkt wie oben fir
zytoplasmatische ERK und zytoplasmatische Akt in den Glioblastomen beschrieben.

Im Zellkern verteilte sich pAkt bei den Glioblastomen in Abhangigkeit von pERK nahezu gleich wie pAkt im
Zytoplasma. Dagegen zeigten die niedriger malignen Tumore ein anderes Muster.

War bei den Tumoren WHO Il und WHO |IIl die zytoplasmatische pAkt-Auspragung von pERK
unabhangig, so gab es zwischen der nukledren pAkt-Expression und der ERK-Aktivitat eine gewisse
Abhangigkeit (5.3.1.2.1.2).

Bei den Tumoren WHO Il war das Verhaltnis zwischen pAkt-positiven und pAkt-negativen Fallen bei
jedem Auspragungsgrad von pERK annahernd gleich. Allerdings zeigte sich bei mafiger und starker
pERK-Expression eine Zunahme der stark pAkt exprimierenden Falle. Da es sich bei diesen jedoch um
die mehrfach erwahnten Tumore handelt (Nr. 5, 6, 7), steht dieser Anstieg hier im Hintergrund.
Gewichtiger gewertet werden muss demgegenuber die Vermehrung der pAkt-positiven Falle in

Abhangigkeit von pERK bei den anaplastischen Tumoren.

Unsere Ergebnisse weisen auf einen mit zunehmender Malignitdt bedeutender werdenden
Zusammenhang zwischen pERK und pAkt hin.

Eine konstitutive Aktivierung in der Form, wie sie bei glialen Zellinien zu finden war (Schlegel et al. 2000),
konnten wir anhand der immunhistochemischen Untersuchung aber nicht feststellen.

Die wahrscheinlichste Ursache hierfir liegt in der Schwierigkeit, Untersuchungen an Zellinien mit solchen
an Geweben in situ zu vergleichen.

Bei Zellinien finden sich nur Abkdbmmlinge eines Klons, die alle ein gleiches Reaktionsmuster zeigen und
sich wahrscheinlich aus den widerstandsfahigsten Zellen entwickeln. Die Zellen aus vollstandigen
Tumorverbanden weisen dagegen haufig sehr unterschiedliche Formen auf. Gerade die Glioblastome
zeichnen sich durch ein sehr buntes Muster an Zellen aus, die verschiedene Verhaltensweisen an den
Tag legen kénnen. Zusatzlich waren die kultivierten Zellen Serum-freien Bedingungen ausgesetzt und
wurden zum Nachweis der Proteine mit EGF stimuliert. Andere stérende Umstande und Einflisse kénnen
in der Zellkultur weitgehend reduziert werden. Solche definierten Bedingungen finden sich in den Tumoren
nicht.

Die hohe Expression des EGF-Rezeptors in den Glioblastomen spricht zwar dafur, dass die Zellen
Wachstums-stimulierenden Faktoren ausgesetzt sind, allerdings kann es sich hier um eine Vielzahl an
Mediatoren handeln, die ebenfalls am EGFR ansetzen kdénnen, ein Beispiel ware TGF-a (Waksal 1999).
Die gleichzeitige Aktivierung von Akt und ERK kdnnte also auch Ausdruck einer Stimulierung der Zellen

mit anderen Faktoren sein.
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Dass in den untersuchten Zellinien jeweils ausschlieBlich ein Nachweis der pERK oder der pAkt gelingt,
wird moglicherweise durch einen Selektionsprozess bei der Kultivierung der Zellen aus Tumorgewebe

hervorgerufen, bei dem entweder nur Zellen tberleben, die ERK aktiviert haben oder aber Akt.

In vielen der untersuchten Tumore sahen wir hohe Auspragungen sowohl von pAkt als auch pERK.
AuRerdem konnten wir, wie oben beschrieben, einen Zusammenhang zwischen beiden Faktoren
nachweisen. Unklar bleibt, auf welche Weise Akt und ERK sich gegenseitig beeinflussen.

Ein Mechanismus, der als mégliche Verbindung zwischen beiden Kinasen beschrieben wurde, 1duft Gber
die Proteinkinase Raf ab. Raf gehdért zu den Faktoren, die eine Phosphorylierung und damit Aktivierung
von ERK bewirken kénnen (Abb. 66).

Akt besitzt die Fahigkeit, das Raf-Protein durch Phosphorylierung an einem Serin-Rest (Ser®®) zu
hemmen. Dadurch wird die Fahigkeit, ERK zu phosphorylieren aufgehoben und ERK bleibt in seinem
inaktiven Zustand (Zimmermann, Moelling 1999) (Abb. 66).

Diese Feststellung spricht bei erster Betrachtung dagegen, dass pERK einen Einfluss auf die Akt-Aktivitat
zu haben scheint. Eher lage die Vermutung nahe, dass mit hohen pAkt-Werten die Aktivitdt der ERK
abnimmt. Bei den Untersuchungen von Zimmermann et al. wurde jedoch nicht auf weitere Verbindungen
der Signalwege eingegangen.

Eine Aktivierung von Akt durch ERK ist denkbar, wenn man den Weg, der Uber Raf zur Hemmung von
ERK flihrt, als einen Mechanismus mit negativer Riickkopplung betrachtet. Das hiel3e, dass bei hoher
zytoplasmatischer ERK-Aktivitat anti-apoptotische Signale (Gber Akt vermittelt werden. Die
Phosphorylierung des Serin-Restes von Raf durch Akt fihrt wiederum zu einer reduzierten
Phosphorylierung der ERK. Zur Verhinderung einer UberschielRenden ERK-Aktivierung hemmt Akt Gber
den Raf-Weg die Aktivierung der ERK (Abb. 66).

Aktivierung durch

—> Phosphorylierung

Hemmung durch
—| Phosphorylierung

_> Postulierte Aktivierung

Abb. 66
Schematische Darstellung der ERK-Aktivierung durch Raf sowie einer postulierten negativen Rickkopplung durch Akt

86



Dieser Mechanismus konnte bei zytoplasmatischer Akt-Aktivitat eine wichtige Rolle spielen und in den
Glioblastomen offensichtlich verloren gehen.

Die zytoplasmatische Akt-Aktivierung ist bei WHO Il und Il ERK-unabhangig. Der postulierte
Mechanismus scheint hier noch zu funktionieren und tber eine Riickkopplung ein Gleichgewicht zwischen
pERK und pAkt zu bewirken (Abb. 67 links).

Betrachtet man daneben die Glioblastome, bewirkt die ERK aufler dem nukledren auch einen
zytoplasmatischen Anstieg von pAkt. Bei diesen Tumoren fehlt offenbar der hemmende Einfluss (Abb. 67

rechts).

Astrozytom

Abb. 67
Schematische Darstellung der erhaltenen negativen Rickkopplung in Astrozytomen (links),
aufgehoben in Glioblastomen (rechts) (Legende siehe Abb. 66)

Auf einen solchen Mechanismus weisen auch Ergebnisse von Rommel et al. hin, die in Muskelzellen den
hemmenden Einfluss von Akt auf Raf nur in differenzierten Zellen nachweisen konnten, bei
undifferenzierten Zellen bestand ein solcher Zusammenhang nicht (Rommel et al. 1999). Auch in
Prostata-Carcinomen wurde eine Verbindung zwischen Akt-Hemmung und damit induziertem ERK-
Anstieg Uber Raf postuliert (Lee JT Jr et al. 207). Aufgrund des typischen histo-pathologischen Kriteriums
der Entdifferenzierung der Glioblastomzellen, ergibt sich die Vermutung, dass der postulierte negative

Ruckkopplungsmechanismus in diesen Tumoren verloren geht.

6.3.1.6. Expression von PTEN und Zusammenhang mit pAkt

Das PTEN-Gen weist in vielen Tumoren, darunter vor allem in hoch malignen Glioblastomen, sehr hohe
Mutationsraten auf (Li et al. 1997; Liu et al. 1997; Rasheed et al. 1997; Wang et al. 1997; Duerr et al.
1998). Diese resultieren in einem Defekt des PTEN-Proteins oder fihren zu seinem vollstdndigen Verlust.
In unseren Kollektiv konnte mit zunehmendem Entdifferenzierungsgrad der Tumoren keine Reduktion der
PTEN-Expression nachweisen.

In nahezu allen untersuchten glialen Geweben lieR® sich PTEN gut bis sehr deutlich darstellen. Der Anteil

an stark positiv reagierenden Praparaten nahm sogar mit steigendem Grad zu (WHO Ill 19%, WHO IV
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48%). Negativ blieben nur 10% der Glioblastome, die anderen Tumore (WHO I, WHO Ill) zeigten in
15-20% negative Resultate.

Eine der wichtigsten Funktionen von PTEN in glialen Tumoren ist seine Phosphatase-Aktivitat gegen
Phosphoinositide, vor allem Ptdins-3,4,5-P. Durch die Dephosphorylierung dieses Substrates in
Ptdins-4,5-P wird der PI3K-Signalweg unterbrochen und es findet keine Aktivierung der Akt Uber PI3K
statt (Maehama, Dixon 1998; Stambolic et al. 1998; Wu et al. 1998). Auf diese Weise werden viele
Funktionen von Akt, die das Tumorwachstum beschleunigen (z.B. Migration, Zellwachstum) verhindert.
PTEN erhielt deshalb den Status eines Tumor-Suppressor-Gens.

Durch den Verlust des funktionsfahigen PTEN-Proteins infolge von Mutationen geht der
Regulierungsmechanismus verloren und es kommt zu einer lberschieldenden Aktivierung von Akt (Li, Sun
1999; Li et al. 1997; Steck et al. 1997).

Wie bereits oben beschrieben, konnte der Verlust des PTEN-Proteins mittels Immunhistochemie nicht
nachgewiesen werden. In den wenigen Praparaten mit negativem PTEN war im Vergleich zu den
Praparaten mit erhdhten PTEN-Werten auch keine zu erwartende Steigerung der Akt-Aktivitdt vorhanden.
Unsere Ergebnisse kénnen also den beschriebenen Zusammenhang zwischen PTEN-Verlust und Akt-
Aktivierung nicht bestatigen.

Dies widerspricht auch Daten, die Choe et al. 2003 veréffentlichten. Diese Gruppe zeigte an FFPE
Glioblastomen mit Hilfe vergleichbarer immunhistochemischer Untersuchungen eine Korrelation von
aktivierter Akt mit dem Verlust von PTEN (Choe et al. 2003). Allerdings erlauben die verdffentlichten
Daten keinen direkten Vergleich der absoluten Werte. Zu bertcksichtigen ist auch der Unterschied des
Tumor-Kollektivs. Bei Choe et al. bestand dieses im Gegensatz zu dem hier untersuchten ausschlieflich
aus unbehandelten, primaren Glioblastomen (de novo). Diese selektive Auswahl kénnte eine mdogliche
Ursache fur die unterschiedlichen Ergebnisse in der PTEN-Expression sein.

Auch andere Studien zeigten deutliche Abweichungen in der Frequenz der PTEN-Mutationen in primaren
(bis zu 40% der Falle) und sekundaren Glioblastomen (<10% der Félle) (Tohma et al. 1998; Tortosa et al.
2000, Ohgaki, Kleihues 2007). In einer Arbeit, die sowohl primare als auch sekundare Glioblastome
untersuchte, fanden sich bei 15% der Tumore PTEN-Mutationen (Duerr et al. 1998).

In den von uns untersuchten Glioblastomen war in 10% PTEN nicht relevant nachzuweisen. Da es sich
bei einem groflen Teil (47%) unseres Kollektivs um sekundéare Glioblastome handelt, liegt der prozentuale
Anteil der PTEN-negativen Tumore und damit der postulierten Mutationsrate (10%) in Hohe der
Mutationen in sekundaren (<10%) (Duerr et al. 1998) oder unselektierten Glioblastomen (15%) (Tohma et
al. 1998; Tortosa et al. 2000).

Bislang liegen jedoch keine Daten Uber den immunhistochemischen Nachweis von PTEN bei bekannter
Mutation des Gens vor, so dass es weiterer Untersuchungen bedarf, inwieweit die genetische

Veranderung mit dem Nachweis des Proteins in der Immunhistochemie zusammenhangt.
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Eine Ursache des fehlenden Zusammenhangs zwischen Akt und PTEN kénnte in einer PTEN- und PI3-K-
unabhangigen Aktivierung von Akt liegen. So weist eine Untersuchung des PI3K-Signalweg auf
Genveranderungen und Genamplifikationen direkt im Akt-Gen selbst hin (Knobbe, Reifenberger 2003). In
jedem Fall scheinen die Veranderungen im PI3K-Signalweg zusammen mit EGFR und PTEN ein

pradiktiver Faktor flr das Therapieansprechen der glialen Tumore zu sein (Kita D et al. 2007).

6.3.1.7. Expression von p21 und Zusammenhang mit pAkt

Ein potenter Inhibitor der Cyklin-abhangigen Kinasen (CDK), p21, wirkt hemmend auf das Zellwachstum
verschiedener Tumore (El-Deiry et al. 1993; Harper et al. 1993). Zu seiner Expression in glialen
Neoplasien gibt es verschiedene Angaben.

Jung et al. zeigten eine Erh6hung unabhangig vom Malignitatsgrad. Allerdings wurde in dieser Arbeit
postuliert, dass speziell die p21-Expression nach p53-abhangiger Aktivierung durchaus Tumorgrad-
spezifisch sei (Jung et al. 1995). Demgegeniiber fanden Korkolopoulou et al. eine Elevation der p21-
Expression vor allem in hochgradigen glialen Hirntumoren (Korkolopoulou et al. 1998). Beide Gruppen
wiesen ausschliellich eine nukleare Reaktion gegen p21 nach.

Die Verteilung des nukledren p21 in unserem Kollektiv bestatigt eher die Annahme, dass p21 mit
zunehmendem Malignitatsgrad starker exprimiert wird. Bei WHO |l fand sich keine relevante Anzahl
positiver Reaktionen im Zellkern. In den anaplastischen Tumoren wiesen dagegen 15% eine erhdhte
Expression auf und die Tumore WHO IV reagierten in insgesamt 32% positiv.

Neben der nukledren p21-Steigerung zeigte sich in unserer Auswertung in einzelnen hoéhergradigen
Tumoren (WHO IIl 12%, WHO IV 14%) auch eine zytoplasmatische Reaktion.

6.3.1.7.1. Zusammenhang mit pAkt

p21 gilt in erster Linie als Inhibitor der Cyclin-abhangigen Kinasen (CDK) und flihrt durch diesen
hemmenden Mechanismus zu einem Stopp des Zellzyklus in der G1-Phase (El-Deiry et al. 1994). Diese
Funktion scheint streng an die nukleare Lokalisation des p21 gebunden zu sein (Asada et al. 1999).
Aulerdem werden dem p21-Protein anti-apoptotische Funktionen zugesprochen. So bildet es einen
Komplex mit der ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1) und verhindert dadurch die Aktivierung der
Stress-induzierten ERK (SAPK), was zu einem Verlust der Apoptose-Fahigkeit der Zelle fiihrt (Asada et al.
1999). Diese Funktion gilt jedoch im Gegensatz zur CDK-hemmenden Funktion als Zytoplasma-gebunden
(Asada et al. 1999).

Wodurch allerdings die Lokalisation von p21 reguliert wird, blieb bislang nicht endgultig geklart. Eine gute
Begrindung flr diese Translokalisation lieferten Zhou et al.. Sie konnten nachweisen, dass Akt in der
Lage ist, einen Threonin-Rest von p21 (Thr'*®) zu phosphorylieren, infolgedessen p21 vom Zellkern in das
Zytoplasma wandert (Zhou et al. 2001). Diese Beobachtung festigten sie durch eine Untersuchung in situ
an ausgewabhlten paraffinfixierten Geweben von Brusttumoren. Bei einem Nachweis von aktivierter Akt mit

Hilfe Phosphorylierungs-spezifischer Antikdrper fand sich p21 sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma.
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Liel3 sich jedoch keine Akt-Aktivierung finden, so stellte sich p21 ausschliefl3lich im Zellkern dar (Zhou BP
et al. 2001).

Auch in unserem Kollektiv ergab sich eine Unterscheidung in zytoplasmatische und nukleare Reaktion.
Die vermehrte nukledre Reaktion war wie oben beschrieben ausschliel3lich bei héhergradigen Tumoren zu
finden. Dieses Ergebnis erlaubt eine Bestatigung der Annahme, dass p21 in seiner nuklearen Lokalisation
Einfluss auf die Malignitdt des Tumors nehmen kann.

Daneben lie sich ein Zusammenhang zwischen aktivierter Akt und p21 zeigen. Mit zunehmendem
Nachweis von pAkt fand sich in den hoch malignen, glialen Geweben auch vermehrt p21. Dieses war
sowohl im Zellkern als auch in geringerem Male im Zytoplasma nachzuweisen, unabhangig von der
Lokalisation der pAkt (siehe 5.3.1.2.7.).

Wie Zhou et al. dies gezeigt hatten wurde bei pAkt-negativen Tumoren nicht ausschlieRlich eine nukleare
Lokalisation von p21 gefunden.

Um zu Uberprifen, ob die Translokalisation von p21 vom Zellkern ins Zytoplasma von pAkt abhangig ist,
wurden nochmals gezielt alle Praparate mit fehlender nuklearer Reaktion auf einen Zusammenhang
zwischen pAkt und zytoplasmatischem p21 Uberprift. Es zeigte sich mit zunehmendem pAkt-Nachweis
eine Steigerung des zytoplasmatischen p21 (siehe 5.3.1.2.7.), was fir den Einfluss der aktivierten Akt auf

den Transport von p21 ins Zytoplasma spricht.

6.3.1.8. Expression von p53 und Zusammenhang mit p21

Das so genannte wild-type p53-Protein, das in normal funktionierenden Zellen exprimiert wird, ist fir einen
immunhistochemischen Nachweis zu instabil (Cox 1997). Dagegen findet man in Tumoren, die Mutationen
im p53-Gen aufweisen in hohem Malle gesteigerte p53-Expressionen durch Stabilisierung des Proteins
(Vojtesek et al. 1992).

In unserem Kollektiv war haufig, besonders bei WHO 1l und IV eine p53-Akkumulation zu sehen. Die
Verteilung der unterschiedlichen Auspragungsgrade in diesen beiden Gruppen war ahnlich (5.3.1.1.10.).
Aber auch bei den niedriger malignen Tumoren (WHO II) fanden sich mehrere Falle, die positive p53-
Expressionen aufwiesen.

Da die p53-positiven Tumoren unter den hochgradigen einen deutlich grélReren Anteil ausmachten (WHO
Il 54%, WHO IV 55%) als unter den niedriggradigen (WHO Il 42%) bestatigen die Daten, dass p53 vor
allem in hochgradigen Tumoren immunhistochemisch nachweisbar ist.

Mogliche falsch negative Ergebnisse mussen allerdings berlcksichtigt werden, da gerade in den
Glioblastomen immer wieder ein durch Mutationen entstandener vélliger Verlust des Proteins auftritt
(Hollstein et al. 1991, Vojtesek et al. 1992). Daneben sind in Geweben mit intaktem p53-Gen auch ohne
Mutationen immunhistochemisch erhdhte Auspragungen des Proteins beschrieben (MacGeoch et al.
1993). Die Darstellung von p53 in der Immunhistochemie sollte unter diesem Wissen mdglicher falsch

positiver und falsch negativer Ergebnisse mit Skepsis betrachtet werden.
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Fur die Prognose-Abschatzung scheint p53 aber einen gewissen Wert zu haben.

In primaren Glioblastomen (de novo) fanden sich andere Mutationen im p53-Gen als in den Tumoren, die
eindeutig einer Progression unterworfen waren. Diese Mutationen der sekundaren Tumore waren nicht
erst im Stadium des Glioblastoms nachweisbar, sondern auch schon in den entsprechenden frihen,
niedriggradigen Tumorstadien (Sidransky et al. 1992).

Wenn man auf diesen Grundlagen nun die drei Falle WHO Il unseres Kollektivs betrachtet, die sehr hohe
p53-Werte aufwiesen, stellt man fest, dass einer dieser Falle (Nr. 9) spater eine Progression zu einem
anaplastischen Tumor durchmachte. Die beiden anderen Gewebe mit dem hohen p53-Wert stammten von
ein und demselben Patienten, allerdings im Abstand von drei Jahren (Nr. 7 und 13). Dieser Tumor zeigte
zwar keine Progression, das rezidivierende Auftreten nach drei Jahren ist dennoch Hinweis fiir ein
aggressiveres Verhalten.

Das Ergebnis erhartet die Vermutung, dass der erhdohte Nachweis von p53-Protein in Tumorzellen
wahrscheinlich auch schon in frihen Tumorstadien fir eine schlechtere Prognose spricht (Sidransky et al.
1992).

6.3.1.8.1. Zusammenhang mit p21

Die wichtigste Aufgabe des p53-Gens besteht darin, eine gewisse Schutzfunktion fir die Zelle zu
Ubernehmen, wenn diese schadigenden Faktoren ausgesetzt ist. Die Aktivierung des intakten wt-p53 flhrt
die Zelle entweder in den programmierten Zelltod oder es werden weitere Mechanismen aktiviert, die
einen Stopp im Zellzyklus bewirken, wodurch die Zelle entstandene Schaden beheben kann (Lane 1992).
Einer der Faktoren, die mit diesem Zellzyklus-Stopp in Verbindung stehen, ist p21.

Die Aktivierung von p21 geschieht zum einen transkriptionell durch p53 (El-Deiry et al. 1993), zum
anderen durch p53-unabhangige Mechanismen (Zeng, El-Deiry 1996, Zupanska et al. 2007).

In unserem Kollektiv konnten wir sowohl fiir p21 als auch fir p53 in den héher malignen Tumoren eine
Zunahme der Expression feststellen. Ein direkter Zusammenhang beider Faktoren Iasst sich aber nur fur
einen Teil der hoch malignen Glioblastome vermuten. Hier fand sich mit zunehmender p53-Expression
ebenfalls ein gehauftes Auftreten von nuklear positivem p21. In den anaplastischen Tumoren war diese
Abhangigkeit nicht zu finden, weshalb hier andere Mechanismen der p21-Aktivierung postuliert werden

mussen.

6.3.2. Tumore ependymalen Ursprungs

Eine Gruppe von Tumoren des zentralen Nervensystems, deren biologisches Verhalten in weiten Teilen
noch ungeklart ist, sind die Ependymome.

Die Klassifikation teilt nach histopathologischen Kriterien vier Hauptgruppen ein, Subependymome (WHO
[), myxopapilldare Ependymome (WHO 1), Ependymome (WHO Il) sowie anaplastische Ependymome
(WHO Ill). Letzteren wird ein aggressiveres Verhalten zugeordnet, jedoch weichen die Veroffentlichungen

Uber die optimale Therapie und die Prognose dieser Tumoren voneinander ab (Schiffer et al. 1991;
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Hamilton, Pollack 1997; Bouffet et al. 1998; Ritter et al. 1998; Robertson et al. 1998; Horn et al. 1999; Ho
et al. 2001; Suzuki et al. 2001).

Daher scheint es wichtig, geeignete molekularbiologische Marker zu finden, die als zuséatzliches
Diagnosekriterium herangezogen werden kénnen. Erste Ansatze dazu finden sich vor allem in Analysen
genetischer Veranderungen (Bijlsma et al. 1995; von Haken et al. 1996; Ebert et al. 1999; Hirose et al.
2001; Carter et al. 2002; Korshunov et al. 2003), aber auch immunhistochemische Untersuchungen mit
Korrelation der Uberlebenszeiten beziehungsweise der Progressions-freien Zeiten wurden durchgefiinhrt
(Korshunov et al. 2000, 2002; Suzuki et al. 2001; Verstegen et al. 2002). Diese haben meist den
Proliferationsmarker MIB1 sowie p53 zum Thema. Korshunov et al. untersuchten des weiteren die
Expression von Tenascin, VEGF (vascular endothelial growth factor protein) und EGFR sowie von dem
CDK-Inhibitor p27%*' (Korshunov et al. 2000). Weitere Proliferations- und Apoptose- assoziierte Proteine
beinhaltet eine Verdffentlichung von Verstegen et al. (Verstegen et al. 2002).

Im folgenden Abschnitt soll die Verteilung der schon fir die astrozytar-oligodendroglialen Tumoren

beschriebenen Antikérper und eine sich daraus ergebende Bedeutung diskutiert werden.

6.3.2.1. Expression von p53

Das p53-Protein lasst sich in vielen Tumoren als Folge von Mutationen im zugehdérigen Gen
immunhistochemisch nachweisen (Vojtesek et al. 1992). In Ependymomen bestehen jedoch nahezu keine
derartigen Veranderungen (Bijlsma et al. 1995; Fink et al. 1996; von Haken et al. 1996; Kramer et al.
1998).

In dem von uns untersuchten Kollektiv fand sich nur in einzelnen Fallen eine positive Reaktion gegen den
p53-Antikdrper. Dies waren 4 klassische Ependymome und ein myxopapillares Ependymom. Keines der
untersuchten anaplastischen Ependymome wies erhohte Werte auf. Dass es sich bei den positiven
Werten um eine Anreicherung aufgrund einer Mutation im p53-Gen handelt, ist aufgrund der geringen
Mutationsraten in Ependymomen nicht anzunehmen (Bijlsma et al. 1995; Fink et al. 1996; von Haken et
al. 1996; Kramer et al. 1998).

Geht man davon aus, dass eine nachweisbare Auspragung des p53-Proteins nur in hohergradigen
Tumoren gelingt, wie es zum Beispiel Suzuki et al. beschrieben haben (Suzuki et al. 2001), so
widersprechen unsere Ergebnisse dieser Annahme. Es finden sich aber auch andere Arbeiten, die keinen
Zusammenhang der p53-Expression mit dem Malignitatsgrad feststellen konnten (z.B. Verstegen et al.
2002). Allerdings korrelierte das Vorhandensein von p53 ahnlich der MIB1-Expression mit einer
schlechteren Prognose und weist auf eine héhere Strahlen-Resistenz hin (Verstegen et al. 2002, Gaspar
et al. 2006).
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6.3.2.2. Expression von MIB1

Unsere Daten bestatigen, dass in niedriggradigen Ependymomen (WHO | und II) einschliellich der
Subependymome in wesentlich geringerem MafRe MIB1 nachweisbar ist, als in anaplastischen
Ependymomen.

Die Korrelation des Proliferationsmarkers MIB1 mit der Malignitdt der Ependymome sowie mit der
Progressions-freien Zeit war bereits Inhalt mehrerer Studien (Ritter et al. 1998; Figarella-Branger et al.
2000; Ho et al. 2001; Suzuki et al. 2001; Korshunov et al. 2002; Verstegen et al. 2002).

Meist wurde eine Korrelation des Proliferationsindex mit der Malignitdt der Tumore und kirzeren
Progressions-freien Zeiten gefunden. Jedoch gab es auch entgegengesetzte Angaben.

Verstegen et al. widersprachen einer direkten Abhangigkeit des MIB1-Wertes vom WHO-Grad. Keiner der
von ihnen untersuchten Faktoren lie auf einen solchen Zusammenhang schlieRen (Verstegen et al.
2002). Allerdings zeigten sie gleichzeitig, dass die MIB1-Expression unabhangig vom Grad mit der
Uberlebenszeit der Patienten zusammenhangt. Daneben wiesen Ritter et al. nach, dass nahezu alle
Kriterien der Anaplasie in Ependymomen wie Nekrosen, Mitosen oder Gefaliproliferationen mit MIB1 in
Zusammenhang stehen (Ritter et al. 1998).

Ein erhohter MIB1-Wert darf also durchaus zur Diagnosestellung herangezogen werden. Bei fehlenden
histopathologischen Kriterien der Anaplasie sollte dies jedoch keine direkte Aufwertung der Malignitat
bedeuten. Wegen eines mdéglicherweise erhdhten Rezidivrisikos und einer schlechteren Prognose sollten
MIB1-Erhéhungen in die Gestaltung der Therapie und in die Uberwachung der Patienten einbezogen

werden.

6.3.2.3. Expression des EGF-Rezeptors und Zusammenhang mit der MIB1-assoziierten

Proliferation

Die Expression des EGFR war mit Ausnahme der Subependymome in allen Ependymomen &hnlich
verteilt. In den meisten Féllen fand sich eine sehr starke Ausprédgung des Rezeptor-Proteins (50-60%), die
sogar die Auspragung des EGFR in den untersuchten Glioblastomen Uberschritt (34%). Ob es jedoch
einen Zusammenhang mit einer EGFR-Amplifikation gibt, wie er fiir die Glioblastome besteht (Wong et al.
1987), ist schwer zu beurteilen und scheint eher zweifelhaft. Bisher beschrankt sich die Untersuchung
dieser Gen-Veranderung auf wenige Falle. In 12 untersuchten Ependymomen wiesen Diedrich et al. nur in
einem Fall eine entsprechende Mutation nach (Diedrich et al. 1995). Auch die in den niedriggradigen
Ependymomen erhdhten Werte sprechen gegen diesen Zusammenhang.

Unsere Ergebnisse lassen sich am ehesten mit den Resultaten von Hall et al. in Einklang bringen, die
ebenfalls in allen untersuchten Ependymomen einen erhdéhten EGFR-Status nachwiesen (Hall et al.
1990). Dagegen gibt es jedoch auch widerspriichliche Daten, die mit steigendem Grad eine Zunahme der
EGFR-Expression feststellten, jedoch nur bei den niedriggradigen Ependymomen einen Zusammenhang

zwischen EGFR-Status und Prognose finden konnten (Korshunov et al. 2000).
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Da sich keine definitiven Anzeichen fir einen Zusammenhang des EGFR mit der Malignitat der
Ependymome finden, scheint dem Rezeptor eine andere Funktion zuzukommen als die der Vermittlung
wachstumsférdernder Signale. Mdglicherweise spielt der Rezeptor schon zu Beginn der Entwicklung
dieser Tumore eine wichtige Rolle. Dazu wirde auch die Verteilung des EGFR in den Subependymomen
passen. In diesen Tumoren scheint der EGFR eher eine untergeordnete Bedeutung zu spielen, was fur
die Annahme spricht, dass es sich um eine gesonderte Tumorentitdt handelt, deren Entstehung im

Vergleich zu den Ependymomen auf anderen Mechanismen beruht.

6.3.2.3.1. Zusammenhang mit MIB1

In der Annahme, dass der EGFR durch die Verarbeitung externer Signale das Zellwachstum beschleunigt,
zeigt auch der Vergleich der EGFR-Expression mit einer erhdhten Proliferation (MIB1), dass dieser
Rezeptor in den Ependymomen keinen oder nur geringen Einfluss auf die Proliferation des Tumors hat.
Zwar kennzeichneten sich einige Tumore durch einen hohen EGFR-Status bei gleichzeitig starker MIB1-
Expression aus, allerdings fanden sich auch unter den EGFR-negativen Praparaten hohe MIB1-
Auspragungen.

Es scheinen also andere Mechanismen fiir das Wachstum dieser Tumore ausschlaggebend zu sein.
Gilbertson et al. zeigten zum Beispiel einen Zusammenhang zwischen der Proliferation und anderen
Mitgliedern der ERBB-Familie (Gilbertson et al. 2002). In ihrem Kollektiv fand sich in Gber 75% der
untersuchten Ependymome eine Co-Expression von ERBB2 und ERBB4 sowie ein direkter
Zusammenhang mit MIB1 (Gilbertson et al. 2002). Dagegen war EGFR (ERBB1) in wesentlich weniger
Tumoren nachweisbar (<30%). Zu einer Korrelation des EGFR mit MIB1 gibt es keine veréffentlichten
Daten.

Im Vergleich zu den astrozytar-oligodendroglialen Tumoren, bei denen die Anzahl der stark MIB1-
positiven Tumoren mit steigender EGFR-Expression deutlich zunahm (siehe 5.3.1.2.), muf} offensichtlich
in den ependymalen Tumoren eher Augenmerk auf die Expression der anderen Mitglieder der ERBB-

Familie gelegt werden.

6.3.2.4. Expression der phosphorylierten ERK und Zusammenhang mit MIB1 und EGFR

Die ERK gehort zu den Proteinen, denen die Regulation proliferativer Funktionen zugeschrieben werden
(Chang, Karin 2001).

In den Ependymomen liel3 sich neben der zytoplasmatischen eine weniger stark ausgepragte nukleare
Anreicherung der phosphorylierten ERK nachweisen.

Vor allem in den Subependymomen fand sich in der Halfte der Falle eine starke zytoplasmatische
Expression, wodurch sie sich wiederum von dem Verteilungsmuster in den anderen Tumoren abhoben.
Der nukledre Nachweis zeigte dagegen keine besonderen Abweichungen und es fand sich kein
Zusammenhang der zytoplasmatischen mit der nukledren Reaktion.

Bei der Verteilung der zytoplasmatischen pERK in den anderen untersuchten Ependymomen stellt man

fest, dass sich das Muster in den myxopapilldren und anaplastischen Ependymomen &hnelt. Es fanden
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sich etwa gleich viele negativ und positiv reagierende Praparate. Die klassischen Ependymome zeigten
dagegen in wesentlich hdherem Male negative Resultate (68%).

Auch bei der nuklearen Verteilung der pERK bestand dieser Unterschied. In den myxopapillaren und
anaplastischen Ependymomen fanden sich anteilig insgesamt deutlich mehr positiv reagierende Tumoren
als in den klassischen. Die myxopapillaren wiesen sogar mit knapp Uber 50% mehr positive Falle auf als
die anaplastischen Ependymome (40%).

Geht man von der Annahme aus, dass die ERK einen deutlichen Einfluss auf die Proliferation ausibt
(Cowley et al. 1994; Graves et al. 2000), so passt die Zunahme der pERK-positiven Falle von den
klassischen zu den anaplastischen Ependymomen gut in dieses Bild.

Die myxopapillaren Ependymome fallen aus dem Muster allerdings vollstédndig heraus, was vermuten IaRt,
dass diese Tumore eine eigene Tumorentitat darstellen, die sich nicht nur im histologischen Bild sondern
im biologischen Verhalten von den klassischen Ependymomen unterscheiden. Welche Bedeutung die

pERK in den einzelnen Ependymomen spielt, bleibt unklar.

6.3.2.4.1. Zusammenhang zwischen pERK und MIB1

In den myxopapillaren Ependymomen ist es unwahrscheinlich, dass pERK einen Einfluss auf die
Proliferation ausibt, da sich keine Anzeichen fiir eine Proliferationssteigerung fanden, jedoch in tber der
Halfte der Falle eine erhohte Auspragung der pERK sowohl im Zytoplasma als auch in den Zellkernen
vorlag. Allerdings bezieht sich unsere Untersuchung nur auf die durch MIB1 nachweisbare Steigerung der
Proliferation.

Betrachtet man demgegeniber die anderen Ependymome, so gibt es eher Hinweise auf einen
Zusammenhang zwischen beiden Faktoren. Dieser liegt in der Aktivierung der nuklearen ERK. Bei nuklear
positiver pERK traten auch prozentual in dieser Gruppe haufiger stark MIB1-exprimierende Ependymome
auf (44% im Vergleich zu 19% bei negativer nuklearer pERK). Im Gegensatz dazu nahmen die Falle mit
erhohter Proliferationsneigung in Abhangigkeit von der zytoplasmatischen ERK-Aktivierung leicht ab
(siehe Diagramm 5.3.2.2.2.).

Diese Feststellung passt erneut zu dem schon bei den astrozytar-oligodendroglialen Tumoren
beschriebenen Umstand, dass eine nukledre ERK-Aktivierung Uber direkte Proliferationssteigerung und
die zytoplasmatisch aktivierte ERK (ber anti-apoptotische Signalwege zu einem Wachstum der Zellen
fuhrt (Davis 1993; Chang, Karin 2001). Die Betrachtung der prozentualen Werte muss jedoch aufgrund
der geringen Fallzahl an Tumoren mit positivem pERK-Ergebnis kritisch betrachtet werden.

Auf der anderen Seite sprechen die erhéhten pERK- Werte in den myxopapillaren Ependymomen gegen
einen Zusammenhang der pERK mit Proliferation oder Antiapoptose, da dieser Tumor sich grundsatzlich
gutartig verhalt und langsam wachst. Hier missen andere Ursachen fir die pERK- Erhohung
verantwortlich sein (z.B. Zell-Differenzierung) oder aber es treten weitere Mechanismen auf, die den
proliferativen Effekt der aktivierten ERK hemmen (siehe 6.3.2.8.).
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6.3.2.4.2. Zusammenhang zwischen pERK und EGFR

Die Proliferations-steigernde Funktion der ERK wird Uber Liganden-gebundene EGFR-Stimulierung
aktiviert (Ahn et al. 1990).

Ein direkter Zusammenhang zwischen der EGFR-Expression und ERK-Aktivierung fand sich nur fur die
Ependymome WHO Il und lIl.

Die myxopapillaren Ependymome wiesen zwar ebenfalls in einigen Fallen erhdhte nukledre oder
zytoplasmatische pERK-Werte auf, jedoch trat diese gesteigerte Expression unabhangig vom EGFR-
Status auf und scheint nicht mit der Proliferation in Zusammenhang zu stehen (s.0.).

Demgegeniber waren bei den klassischen und anaplastischen Ependymomen mit zunehmender EGFR-
Auspragung auch hohergradige pERK-Werte vorhanden. Vor allem die nukleare Aktivierung der ERK
scheint unter anderem vom EGFR-Status abzuhangen. Bei starker Expression des EGFR fanden sich

vermehrt Tumore, die eine gesteigerte ERK-Aktivitat zeigten.

6.3.2.5. Expression der phosphorylierten Akt und Zusammenhang mit dem EGFR

Uber die Expression von Akt in Ependymomen finden sich in der Literatur bisher nahezu keine Angaben.
Gilbertson et al. zeigten in ependymalen Zellinien eine Aktivierung der Akt in Abhangigkeit von der
Stimulierung der Zellen mit EGF (Gilbertson et al. 2002).

In unserem Kollektiv fand sich zytoplasmatisch insgesamt eine geringe Expression von pAkt.
Berucksichtigt man die unterschiedlichen Zahlenverhéltnisse, so hebt sich die Verteilung in den einzelnen
Tumorgraden nicht wesentlich voneinander ab. Einzig in den Subependymomen war kein aktiviertes
Protein nachzuweisen.

Demgegeniber waren in den Zellkernen haufiger héhere Auspragungen der pAkt vertreten. Vor allem in
den myxopapillaren Ependymomen fand sich eine starke Expression der nuklearen pAkt.

Die Verteilung dieser Kinase alleine lasst jedoch keine weiteren Schlisse auf das Verhalten der
Ependymome zu.

Interessant ist allerdings der Vergleich mit der pAkt-Verteilung in den astrozytar-oligodendroglialen
Tumoren. Die nukledre pAkt-Expression war in allen WHO-Graden nahezu identisch verteilt, die
zytoplasmatische pAkt wies dagegen abhangig vom WHO-Grad Unterschiede auf. In den Ependymomen
scheint dies genau umgekehrt der Fall zu sein. Hier liegt bei der zytoplasmatischen Verteilung eine
wesentlich gréBere Ahnlichkeit zwischen den Graden vor als bei der nukledren Auspragung. Diese
Feststellung spricht flir einen Unterschied der Akt-Funktion in Abhangigkeit von ihrer Lokalisation, wie er
fur die ERK schon beschrieben wurde (Davis 1993; Chang, Karin 2001).

6.3.2.5.1. Zusammenhang mit EGFR

Den Nachweis einer gesteigerten Aktivitat der Akt nach Behandlung mit EGF brachten Gilbertson et al. an
ependymalen Zellen, die neben ERBB2 und ERBB3 auch EGFR (ERBB1) exprimierten (Gilbertson et al.
2002).
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Auch in Voruntersuchungen der vorliegenden Arbeit schien eine hohe EGFR-Expression nahezu immer
mit einer vermehrten Aktivierung von Akt zusammen zuhangen. Nachdem wir unser Kollektiv erweitern
konnten, verschob sich dieses Verhaltnis jedoch. Bestatigen lie3 sich die Annahme, dass die
Ependymome fast alle eine hohe EGFR-Expression aufweisen.

Insgesamt findet man weiterhin vor allem in den klassischen Ependymomen (WHO II) die Tendenz, dass
bei stark erhdhter EGFR-Auspragung in deutlich mehr Tumoren eine pAkt-Anreicherung vorliegt, als bei
Tumoren mit geringer bis fehlender EGFR-Expression.

Die Bedeutung von Akt als wichtiger Faktor im Uberleben der Zelle und deren Wachstum kann anhand
unserer Ergebnisse dennoch nur erahnt werden und sollte Gegenstand weiterer funktioneller

Untersuchungen sein.

6.3.2.6. Vergleich von pERK mit pAkt

In den hoch malignen Tumoren astrozytar-oligodendroglialen Ursprungs fanden wir einen Zusammenhang
der ERK mit Akt. Wir postulierten einen Mechanismus, der bei zytoplasmatisch aktiver ERK zu einer
Aktivitatssteigerung der Akt fiihrt. Uber einen solchen Weg kénnte ERK in zytoplasmatischer Lokalisation
im Sinne einer posttranskriptionalen Einleitung anti-apoptotischer Signalwege fungieren.

Da sich auch in den Ependymomen Steigerungen beider Kinasen zeigten, wurden beide Faktoren in

dieser Tumorentitat ebenfalls verglichen.

6.3.2.6.1. Zusammenhang zwischen zytoplasmatischer pERK und zytoplasmatischer pAkt

Die Darstellung der Abhangigkeit zytoplasmatisch aktivierter Akt von zytoplasmatisch aktivierter ERK war
fur beide Gruppen sehr ahnlich, eine Abhangigkeit konnte nicht nachgewiesen werden.

Sowohl bei den myxopapillaren als auch bei den klassischen und anaplastischen Ependymomen zeigte
sich keine aussagekraftige Zunahme der pAkt in Abhangigkeit einer gesteigerten pERK-Auspragung.
Unter Berlcksichtigung der unterschiedlichen Fallzahlen lag eine gleichmaRige Verteilung vor. Einzig die

stark pERK-positiven Tumore wiesen ausschlief3lich negative pAkt-Werte auf.

6.3.2.6.2. Zusammenhang zwischen zytoplasmatischer pERK und nuklearer pAkt

Betrachtet man die nukledre pAkt-Expression in Abhangigkeit von pERK im Zytoplasma, so gab es in
beiden Gruppen zundchst bei maRig starker pERK-Expression eine Zunahme der pAkt-positiven
Praparate. Allerdings fielen sie bei starker pERK-Auspragung wieder ab, so dass sich vor allem unter in
den Ependymomen WHO Il und Il keine pAkt-positiven Falle mehr fanden.

Anders als bei den Glioblastomen liefl3 sich somit weder bei den myxopapillaren noch bei den klassischen
und anaplastischen Ependymomen ein Zusammenhang in der Expression beider aktivierten Kinasen

herstellen. In den Ependymomen scheint der beschriebene Mechanismus keine Rolle zu spielen.
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6.3.2.7. Expression von PTEN und Zusammenhang mit pAkt

Uber Mutationen oder Deletionen des so genannten Tumor-Supressorgens PTEN in Ependymomen sind
in der Literatur nur wenige Falle zu finden (Fink et al. 1996; Duerr et al. 1998; Ebert et al. 1999; Zhou et al.
1999).

Es zeigt sich anhand unserer Ergebnisse sehr deutlich, dass die Verteilung von PTEN in den niedriger
malignen Ependymomen (WHO | oder II), einschlieBlich der Subependymome sehr ahnlich war. Jeweils
15-20% der Tumore blieben ohne PTEN-Expression, in 50-55% fanden sich maRig starke Auspragungen
und in etwa 25-30% stark erhbhte Werte. Demgegentiber gelang in den anaplastischen Ependymomen
ein stark positiver Nachweis von PTEN in gesteigertem Maf3e (40%).

Diese hohe PTEN-Expression in den anaplastischen Ependymomen konnte ihre Ursache in der
Aktivitdtssteigerung des PTEN-Gens haben. Die Tumor-suppressiven Funktionen von PTEN werden
eingeleitet und Proliferation und Zellwachstum gestoppt. Allerdings weist entgegen dieser Behauptung
gerade eine Anaplasie auf einen Verlust von Tumor- suppressiven Funktionen hin.

Moglicherweise tritt PTEN in den ependymalen Tumoren in einer anderen Funktion auf. PTEN steht zum
Beispiel in Zusammenhang mit der normalen Entwicklung des Gehirns, wo stark erhéhte PTEN-
Expressionen auftreten (Gimm et al. 2000). Da PTEN auch in den Subependymomen und myxopapillaren
Ependymomen klar nachweisbar war, kdnnte es in diesen Zellen entweder schon in sehr niedrigen
Tumorstadien suppressiv wirken oder wie in embryonalen Zellen Funktionen in Zellentwicklung und

-differenzierung tbernehmen (Gimm et al. 2000).

6.3.2.7.1. Zusammenhang zwischen pAkt und PTEN

PTEN-Deletionen fiihren in glialen Tumoren haufig zu Steigerungen der Akt-Aktivierung und damit zu anti-
apoptotischen Effekten, da der hemmende Einfluss verloren geht (Maehama, Dixon 1998; Stambolic et al.
1998; Wu et al. 1998). Unter den Ependymomen wurden jedoch bisher nur sehr wenige Falle mit PTEN-
Mutationen beschrieben (Fink et al. 1996; Duerr et al. 1998; Ebert et al. 1999; Zhou et al. 1999).

Die PTEN-Expression war in den untersuchten Ependymomen in den meisten Fallen maRig bis stark
positiv nachweisbar. Lediglich 16% kennzeichneten sich durch ein negatives Resultat (1 Subependymom,
4 myxopapillare und 6 klassische Ependymome von 69 Ependymomen).

Der Vergleich von PTEN mit der pAkt-Auspragung brachte bei insgesamt wenig pAkt-positiven Fallen
keinen Zusammenhang beider Faktoren. Sowohl unter den myxopapillaren als auch unter den
héhergradigen Ependymomen waren die pAkt-positiven Praparate gleichmalig auf die verschiedenen
PTEN-Auspragungsgrade verteilt. Ein negatives PTEN-Ergebnis hing nicht gehauft mit gesteigerten pAkt-
Werten zusammen.

Da PTEN in diesen Tumoren allerdings sehr stark ausgepragt war, sind offensichtlich andere Funktionen

dieses Gens von Bedeutung (siehe 6.3.2.7.).

98



6.3.2.8. Expression von p21 und Zusammenhang mit pERK

Anders als in den Tumoren astrozytar-oligodendroglialen Ursprungs war in den Ependymomen p21
zytoplasmatisch nicht zu finden mit Ausnahme eines anaplastischen Ependymoms. Im Zellkern konnten
dagegen mehrere positive Resultate nachgewiesen werden. Diese waren vor allem unter den
myxopapillaren Ependymomen zu finden, die in der Halfte der Falle positiv reagierten.

Dieses Resultat steht in Kontrast mit dem Ergebnis, dass in glialen Tumoren die p21-Expression mit dem
WHO-Grad und somit der Malignitat zusammenhangt (siehe 6.3.1.7., Korkolopoulou et al. 1998). In den
Ependymomen fehlt dieser Bezug.

Eine wichtige Bedeutung scheint p21 in den myxopapillaren Ependymomen zu spielen. Die hohe
Expression ist ein Hinweis darauf, dass p21 in diesen Tumoren einen wichtigen Beitrag zur ihrer geringen
Proliferationsneigung leistet, zum Beispiel indem es seine Funktion als CDK-Inhibitor austibt (Harper et al.

1993; Xiong et al. 1993) und so der Zellzyklus reguliert wird.

6.3.2.8.1. Zusammenhang zwischen p21 und pERK

Madglicherweise wird dieser Mechanismus Uber die ERK reguliert. Pumiglia und Decker postulierten, dass
bei anhaltender Aktivierung der ERK (iber den CDK-Inhibitor p21°F"WAF gin Stillstand des Zellwachstums
eintreten wiirde (Pumiglia, Decker 1997).

Es zeigte sich in den myxopapillaren Ependymomen beim Vergleich beider Faktoren, dass die Anteile der
p21-positiven Tumore mit zunehmender pERK deutlich anstiegen. Vor allem bei pERK im Zellkern war
dieser Anstieg ausgepragt. Lagen bei negativer pERK im Zellkern noch 7 von 10 Praparaten ohne
Reaktion gegen p21 vor, so waren es bei positiver pERK nur 3 von 11 (siehe 5.3.2.2.7.).

Die myxopapillaren Ependymome werden in der WHO-Klassifikation mit dem Grad | benannt, was einer
geringen Malignitat entspricht. Sie zeichnen sich durch ein langsames Wachstum aus und proliferative
Faktoren sind selten nachweisbar (Prayson 1997).

Neben der fehlenden MIB1-Auspragung fand sich in den myxopapillaren Ependymomen eine gesteigerte
Expression von pERK. Anders als in den klassischen und anaplastischen Ependymomen war in dieser
Gruppe allerdings kein Zusammenhang mit MIB1 festzustellen, was auf eine andere Funktion der ERK in
diesen Tumoren hinweist.

Fur die Annahme, dass ERK in diesen Ependymomen einen Stillstand des Zellwachstums bewirkt indem
es den CDK-Inhibitor p21 aktiviert, sprechen verschiedene Argumente.

Zum einen ist p21 in den myxopapillaren Ependymomen in hohem Malie nachweisbar, jedoch findet sich
kein Zusammenhang mit dem p21-Aktivator p53, der nur in einem myxopapillaren Ependymom zu finden
ist (siehe 5.3.2.1.1.). Es scheinen also p53-unabhangige Mechanismen fir den hohen p21-Nachweis
verantwortlich zu sein. Die ERK ware ein denkbarer Kandidat.

Zum anderen konnten wir fur die Aktivitdt der ERK in den myxopapilldren Ependymomen weder eine
direkte Verbindung mit proliferativen Faktoren (MIB1) noch mit anti-apoptotischen (Akt) nachweisen, wie

es hingegen bei den Glioblastomen gelang (siehe 5.3.1.2.3., 5.3.1.2.1.).
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Der Zusammenhang zwischen ERK und p21 liefert ein Gberzeugendes Argument fir die Erhéhung beider
Faktoren und ihren Einfluss auf das Verhalten der myxopapillaren Ependymome.

Fir die p53-unabhéangige Aktivierung von p21 in Zusammenhang mit dem ERK-Signalweg spricht auch
eine Veroffentlichung von Zeng und el-Deiry. Sie zeigten Hinweise auf die p21-Aktivierung Uber die
Proteinkinase C (PKC) (Zeng, el-Deiry 1996). Da PKC ein mdglicher Aktivator der ERK ist (Kazlauskas,
Cooper 1988; L'Allemain et al. 1991; Kolch et al. 1993), scheint durchaus auch eine gleichzeitige
Aktivierung beider Faktoren in Abhangigkeit von der PKC denkbar.

6.3.2.9. Zusammenhang zwischen p21 und pAkt

Der Zusammenhang zwischen p21 und Akt tritt in Anbetracht des Einflusses, den ERK in den
myxopapillaren Ependymomen auf p21 auslbt, etwas in den Hintergrund, soll aber dennoch erwahnt
werden.

Die nukledre p21-Auspragung nahm in Abhangigkeit von pAkt leicht zu. Bei héherer pAkt-Expression
fanden sich unabhangig von der Lokalisation prozentual mehr Falle mit stark positivem p21. Ein
aussagekraftiger Zusammenhang bestand nicht.

Welchen Einfluss Akt auf die p21-Expression hat und welche Auswirkungen dadurch hervorgerufen
werden, ist noch nicht ausreichend geklart. Jedoch beeinflusst die Akt-Aktivitat die Lokalisation von p21
(Zhou et al. 2001).

Da in den Ependymomen mit Ausnahme eines Falles zytoplasmatisch kein Nachweis von p21 gelang, ist

eine ndhere Beleuchtung nicht mdglich.

6.3.3. Tissue-Array

Als weiteren Punkt der vorliegenden Arbeit, Gberpriiften wir, ob die Methode der Tissue-Array-Analyse im
Vergleich zur herkdémmlichen Immunhistochemie ausreichende Ergebnisse liefern kann.

Auf die einzelnen Ergebnisse der Auswertung der Tissue-Arrays soll in diesem Punkt nicht mehr
eingegangen werden. Vielmehr wird direkt der Vergleich beider Methoden und die Aussagekraft der
Tissue-Arrays diskutiert.

Insgesamt zeigten sich fir die einzelnen untersuchten Faktoren sehr unterschiedliche Resultate. Im
Uberblick fallt auf, dass die Wahrscheinlichkeit im Tissue-Array gleiche Ergebnisse zu erhalten wie in der
herkémmlichen Auswertung mit zunehmendem WHO-Grad sinkt. Unter den astrozytar-oligodendroglialen
Tumoren fand sich die hdchste Kongruenz bei den Astrozytomen (WHO Il). Mit steigendem WHO-Grad
lieR die Ubereinstimmung nach. Dies ist besonders gut bei EGFR, nukledrer pERK, PTEN, nukleérer p21
und MIB1 zu sehen, wo sich bei den Astrozytomen keine Abweichung von Uber 50% zeigte. Bei den
anaplastischen Astrozytomen stimmten dagegen zum Beispiel bei der Auswertung der zytoplasmatischen
PERK nur 38% der Praparate im Tissue-Array mit denen in der Immunhistochemie des gesamten
Praparates Uberein. Unter den Glioblastomen gab es schliellich ausgepragte Unterschiede im

Endergebnis.
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Der vom WHO-Grad abhangige Trend ist auch in den ependymalen Tumoren zu erkennen. Auffallend
waren hier aber zusatzlich einzelne Faktoren (EGFR, PTEN), bei denen sich insgesamt eine sehr
schlechte Ubereinstimmung fand.

Im Fall der astrozytaren Tumore ist davon auszugehen, dass die Abweichungen gerade bei den
hoéhergradigen Tumoren durch die ausgepragte Heterogenitat der Zellen bedingt ist. Es wurde bei der
Auswahl des Gewebes fur die Tissue-Arrays zwar darauf geachtet, einen mdglichst reprasentativen
Bereich des Tumors zu wahlen, jedoch bezieht sich diese Auswahl lediglich auf das histologische Zellbild
des Gewebes. Das biologische Verhalten der einzelnen Tumorbezirke fliel3t hier noch nicht mit ein. Des
weiteren konnte insbesondere bei den Glioblastome festgestellt werden, dass die vorherige Auswahl am
HE-gefarbten Praparat nicht eindeutig eine Garantie dafir ist, dass im Array schlielllich der ausgewahlte
Bezirk zur Darstellung kommt. In einzelnen Fallen sah man auf dem Tissue-Array letztlich einen
nekrotischen Bereich. Obwohl im Vorfeld sorgfaltig der Paraffin-Block mit dem HE-Schnitt zur Auswahl der
Gewebeprobe verglichen worden war, war es durch die weitere Verarbeitung zu einem Verlust des
ausgewahlten Tumorarreals gekommen und ungeeignetes Material kam zur Darstellung.

Ein weiteres Problem, welches die unterschiedlichen Ergebnisse auch in der Ependymom-Auswertung
bedingen koénnte, ist eine moglicherweise in einzelnen Praparaten vorliegende starke Aktivitat des
untersuchten Faktors (z.B. EGFR), wodurch der verwendete Antikdrper von einzelnen Geweben so stark
gebunden wird, dass er fir die restlichen Praparate nicht mehr in ausreichender Konzentration vorhanden
ist. Der Antikdrper wird sozusagen von einem hochaktiven Gewebe abgezogen und steht den restlichen
Geweben des Tissue-Array nicht mehr zur Verfligung wodurch falsch negative Ergebnisse auftreten

konnen.

6.4. Kiritische Stellungnahme zum Einsatz von Phosphorylierungs-spezifischen

Antikorpern in der Immunhistochemie

Eine Grundlage dieser Arbeit war die Frage, welchen Aussagewert Phosphorylierungs-spezifische
Antikérper in der Immunhistochemie haben. Im Vorfeld hatten bereits einige Verdffentlichungen die
Anwendung dieses Verfahrens beschrieben (Mandell et al. 1998; Irving et al. 2000; Zhou et al. 2001;
Choe et al. 2003). Mit Hilfe eines Vergleichs der Phosphorylierungs-spezifischen Antikdrper mit der
Verteilung des Gesamt-Proteins sowie mit dem Nachweis durch die quantitative Proteinbestimmung als
Positiv-Kontrolle wurde die Spezifitdt der Antikdrper nochmals gepriift. Durch Einsatz von Gewebearrays
gingen wir einer Moglichkeit der Screening-Untersuchung nach. Schlussendlich sollte angelehnt an die
bekannten Signalwegsveranderungen in glialen Tumoren mit Hilfe der Phosphorylierungs-spezifischen
sowie weiterer Antikorper beleuchtet werden, wie sich durch die Verteilung der untersuchten Faktoren im
Gewebe weitere Schliisse auf Signalwegsveranderungen ziehen lassen.

Im Vergleich mit der quantitativen Proteinbestimmung konnte gezeigt werden, dass Tumore, die im
Western-Blot einen hohen Anteil an aktiviertem Protein aufweisen auch in der Immunhistochemie eine

hohe Auspragung dieses Proteins zeigen. Die Methoden erlauben jedoch nur einen eingeschrankten
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quantitativen Vergleich. Dies liegt in der Verschiedenheit der beiden Verfahren. In der Immunhistochemie
ist in der Auswertung trotz harter Kriterien eine Subjektivitdt der auswertenden Person nicht vollstandig
vermeidbar. Aber auch im Western-Blot kommt es zu Fehlern. Zum Beispiel flieRen in der Western-Blot-
Analyse neben den zu untersuchenden Tumorzellen auch andere Zelltypen wie Endothelien aus
Gefalproliferaten in das Ergebnis ein. Hierdurch kann es beim Vergleich mit der Immunhistochemie, die
selektiv die Tumorzellen bewertet, zu starkeren Auspragungen des gesuchten Proteins kommen. Die
immunhistochemische Methode mit Einsatz von Phosphorylierungs-spezifischen Antikérpern erlaubt also
eine wesentlich exaktere Beurteilung des Verhaltens der einzelnen Tumorzellen.

Fir die Aussagekraft der Phosphorylierungs-spezifischen Antikorper spricht auch der Vergleich mit der
Verteilung des Gesamt-Proteins (gesERK, gesAkt). In den Praparaten, die sowohl hinsichtlich des
Gesamt-Proteins als auch des aktivierten Proteins (pERK, pAkt) untersucht wurden, fanden sich
unterschiedliche Verteilungsmuster, die alle den Hinweis darauf geben, dass der Phosphorylierungs-
spezifische Antikdrper jeweils nur das aktivierte Protein nachweist. Es handelt sich dementsprechend bei
den in der Immunhistochemie angewandten Phosphorylierungs-spezifischen Antikdrpern um eine
Methode, welche es erlaubt, Enzyme in ihrer aktiven Form im intakten Zellverband nachzuweisen.

Der Anwendung dieser Methode im Rahmen von Tissue-Arrays sind jedoch Grenzen gesetzt. Wie sich
beim Vergleich der Immunhistochemie am gesamten Tumorausschnitt mit der Immunhistochemie am
Array zeigte, weichen diese trotz vorheriger Auswahl des Array-Arreals teilweise deutlich voneinander ab.
Ursachlich ist wahrscheinlich die Heterogenitat der Tumore, weniger die Methode selbst.

Durch die Korrelation der aktivierten Enzyme mit weiteren Faktoren der untersuchten Signalwege lassen
sich funktionelle Zusammenhénge im Verhalten der Tumore, die teils mehrfach beschrieben wurden
nachvollziehen. Ein Beispiel hierfir ist die Verbindung einer gesteigerten Proliferation in hochgradigen
glialen Tumoren mit der Auspragung der aktivierten ERK (siehe 5.2.1.2.3.).

Die Ergebnisse unterstitzen die Annahme, dass sich Phosphorylierungs-spezifische Antikérper zur
immunhistochemischen Darstellung aktivierter Enzyme eignen und dartber hinaus durch den Nachweis
des aktivierten Proteins im intakten Zellverband Aussagen Uber das funktionelle Verhalten der Tumore

getroffen werden kénnen.
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7. Zusammenfassung

Die haufigsten und mitunter sehr malignen Neoplasien des zentralen Nervensystems sind gliale
Hirntumore, deren teils rasche Progression auf verschiedenen genetischen Veranderungen basiert. Die
vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den hierdurch hervorgerufenen Abweichungen in
Signaltransduktion und Proteinexpression speziell an formalinfixiertem und paraffineingebettetem Gewebe
(formalin fixed paraffin embedded, FFPE).

Mit Hilfe von seit kurzem fir die Immunhistochemie zur Verfigung stehenden Phosphorylierungs-
spezifischen Antikdérpern wurde anhand Vergleichen mit anderen Methoden gezeigt, dass die
phosphorylierten und damit aktivierten Proteinkinasen ERK1/2 und Akt an FFPE in situ nachweisbar sind.
Um einen Zusammenhang zwischen den aktivierten Proteinkinasen und dem Verhalten der Tumore
herstellen zu kénnen, wurde die Expression anderer Komponenten der intrazellularen Signaltransduktion
untersucht und mit den phosphorylierten Proteinen verglichen. Ferner wurde geprift, ob mittels Tissue-

Arrays eine Methode zur Darstellung der Proteine an einem grof3en Kollektiv zur Verfligung steht.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Phosphorylierungs-spezifschen Antikérper in der Lage sind,
aktivierte Formen der gesuchten Proteine im Tumorgewebe immunhistochemisch kenntlich zu machen.
Anhand der Farbintensitat und dem Prozentsatz der positiv reagierenden Zellen kdnnen Aussagen uUber
das Verhalten der Tumore getroffen werden. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass Astrozytome
(WHO-Grad IlI) mit erhdhter Expression von phosphorylierter ERK1/2 eine verstarkte Tendenz zu
Proliferation und Progression haben.

Der Einsatz von Tissue-Arrays wird zur Klarung des Tumorverhaltens keine Relevanz haben, da durch die
Untersuchung eines sehr umschriebenen Tumorarreals der Heterogenitat vieler glialer Hirntumore nicht
Rechnung getragen werden kann.

Der immunhistochemische Nachweis der Phosphorylierungs-spezifischen Antikorper bietet
mdglicherweise einen Ansatz, in Zukunft eine genauere Prognose Uber das Verhalten eines Tumors
bezogen auf Proliferation, Aggressivitat und gerade bei den Glioblastomen Therapie-Resistenz treffen zu

kénnen.
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