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1. EINLEITUNG

1.1. Gliazellen des ZNS

Es werden vier verschiedene Gliazelltypen unterschieden:  Astrozyten,
Oligodendrozyten, Ependymzellen und Mikrogliazellen. Oligodendrozyten bilden die
Markscheiden der Axone und sind somit fiir die Weiterleitung der neuronalen Erregung
wesentlich. Astrozyten besitzen das saure Gliafaserprotein (GFAP) und stellen die
,Kittsubstanz‘“ des ZNS. Neuere Erkenntnisse iiber die Funktion der Astrozyten zeigen,
dass sie in der Lage sind mit Neuronen zu kommunizieren. Sie konnen {iber
Neurotransmitter, Ionenfliisse oder andere Signalmolekiile ein Aktionspotenzial
auslosen oder Neurone inhibieren (Araque et al. 2001). Astrozyten spielen eine wichtige
Rolle in der Entwicklung und der Funktionalitit des Gehirns. Sie konnen untereinander
iber Ionenfliisse kommunizieren und regulieren den zerebralen Blutfluss abhingig von
der metabolischen Aktivitit (Fields und Stevens-Graham 2002, Hatton 2002, Harder et
al. 2002). Ependymzellen kleiden die Ventrikel von innen aus (Hirano und Matsui
1975) und Mikrogliazellen, die aus Monozyten hervorgehen, spielen fiir die

Immuniiberwachung des ZNS eine wesentliche Rolle (Kreutzberg 1996, Thomas 1992).

Unter Gliomen wird die Gruppe der Tumoren der Gliazellen zusammengefasst. Am
hiufigsten unter den Gliomen sind die Astrozytome, die aus maligne entarteten Zellen

der astrozytdren Reihe entstehen und in dieser Arbeit untersucht werden.
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1.2. Epidemiologie von Astrozytomen

Hirneigene Tumoren machen ca. 2 % aller malignen Neoplasien des Menschen aus.

60 % der auftretenden hirneigenen Tumore sind Gliome, von denen die Astrozytome am
hiufigsten vorkommen.

Die Inzidenz der Astrozytome unterscheidet sich regional und wird durchschnittlich mit
5-7/100.000 Einwohner angegeben. In Europa, Nordamerika und Australien gibt es
mehr Fille als in Afrika oder Asien. Auch in mehrrassigen Lindern ist das Auftreten bei
Menschen kaukasischer Herkunft hoher als bei Menschen mit Wurzeln in Afrika oder
Asien (Davis et al. 1999, Kleihues und Cavanee 2000, Shugg et al. 1994, Velema und
Walker 1987).

Astrozytome treten in einem Verhéltnis von ungefdhr 3:2 hdufiger bei Méannern auf.

1.3. Atiologie von Astrozytomen

Die Atiologie von Astrozytomen und auch Hirntumoren im Allgemeinen ist weitgehend
unbekannt. Zahlreiche epidemiologische Studien untersuchten Zusammenhinge mit
Umgebungs-, Erndhrungs- und ,Lifestyle“-Faktoren, die jedoch selten statistisch
signifikant waren.

Folgende Faktoren sind in der Diskussion:

1. therapeutische Bestrahlung

Die Bestrahlung bei Kindern mit ALL fiihrt zu einem erhohten Risiko fiir Astrozytome
und Glioblastome, speziell wenn die Kinder zum Zeitpunkt der Diagnose fiinf Jahre
oder jlinger waren. Ebenso steigt das Risiko bei der Bestrahlung von
Hypophysentumoren und anderen intrakraniellen Neoplasien.

2. elektromagnetische Felder

In dlteren Studien zeigte sich nur ein schwacher Zusammenhang, der dann durch
umfangreichere Untersuchungen an Arbeitern in Elektrizitdtswerken nicht bestitigt
wurden (Mack et al. 1991, Preston-Martin et al. 1989, Sahl et al. 1993).

Viel diskutiert wird im Moment die Rolle der elektromagnetischen Wellen von
Mobiltelefonen und Mikrowellen. Fiir eine valide Aussage ist seit dem Beginn des

flichendeckenden Gebrauchs der Gerdte zu wenig Zeit vergangen. Neu publizierte
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Studien verneinen eine Risikoerhdhung fiir die Entstehung von ZNS-Tumoren durch
den Gebrauch von Mobiltelefonen (Hepworth et al. 2006, Muscat et al. 2006). Es gibt
jedoch auch Untersuchungen, die eine Assoziation des Mobiltelefonierens mit dem
Vorkommen von Astrozytmen unterstiitzen (Hardell et al. 2006).

3. Immunsuppression

Ein Zusammenhang konnte bisher bei AIDS- oder Transplantations-Patienten fiir die
Entwicklung von primdren ZNS-Lymphomen (B-Zell NHL) gezeigt werden, nicht
jedoch fiir Astrozytome.

4. Nitratreiche Erndhrung

Eine vermehrte nutritive Nitratzufuhr kann das Risiko fiir einen primidren ZNS-Tumor
erhohen (Ahlbom et al. 1986, Burch et al. 1987). Nitratverbindungen werden nach der
Aufnahme von Nitrat/Nitrit oder sekundidren Aminen gebildet, die vor allem in
gerduchertem Fleisch oder Fisch und in Wein vorkommen. Im Gegensatz dazu wurde
ein protektiver Effekt von Obst, Gemiise und Vitamin C gezeigt. Diese hemmen die
endogene Bildung von Nitratverbindungen (Burch et al. 1987, Preston-Martin et al.
1989).

5. Trauma
Durch traumatische Ereignisse kommt es im ZNS zu einer starken Proliferation der
Astrozyten, was einen moglichen biologischen Zusammenhang mit der Entstehung von
Astrozytomen darstellen konnte. Jedoch ist diese Hypothese in Studien nicht bestitigt
worden.

6. Virusinfektionen

Gut erforscht ist das Simian-Virus 40 (SV-40). Dabei handelt es sich um ein DNA-

Virus, das verschiedene Tumorsuppressoren wie p53 oder RB inaktiviert und
menschliche Zellen in vitro transformiert.

Durch eine mit SV-40 kontaminierte Polio-Vakzine, die um 1950 in Nordamerika und
Europa appliziert wurde, konnte seine Rolle genauer untersucht werden. SV-40-
Sequenzen wurden bei 35 % der Hirntumoren in den betroffenen Gebieten gefunden, in
Regionen ohne die Vakzine konnten die Viren nicht nachgewiesen werden. Eine erhchte
Inzidenz von Hirntumoren war in den SV-40-Gebieten dagegen nicht zu beobachten.

Dies spricht fiir eine vertikale Ausbreitung der Viren in menschlichen Populationen,
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jedoch gegen eine kausale Beteiligung in der Tumorgenese. Eventuell begiinstigt das
intratumorale Milieu die Virusreplikation, was das vermehrte Auftreten erkldren kann.

7. Endogene DNA-Mutationen

In Astrozytomen kommen Mutationen des TP53-Gens hiufig vor, meist in einer hoch
konservierten Region. Das Muster der Mutation ist denen von kolorektalen
Karzinomen, Sarkomen und Lymphomen &hnlich, unterscheidet sich jedoch
beispielsweise von denen des kleinzelligen Bronchialkarzinoms und des
hepatozelluldren Karzinoms.

Die Mutationen, die aus G:C->A:T-Transitionen bestehen, werden als endogen
angesehen. Karzinogene Umwelteinfliisse werden als nicht ursdchlich betrachtet. Es ist
jedoch keine spezifische Mutation fiir Astrozytome bekannt. (Ubersichtsartikel Lantos

et al. 2002, Wrensch et al. 1993)

1.4. Klassifikation von Astrozytomen

Die heute gebriduchliche WHO-Klassifikation benennt die Tumoren nach ihren
Ursprungszellen. Histologie und Zytologie werden mittels Lichtmikroskop,
konventionellen = Farbemethoden und  Immunhistochemie  zugeordnet.  Als
Zusatzmethode steht die Elektronenmikroskopie zur Verfiigung.

Nach der WHO-KIlassifikation werden Astrozytome in vier Grade eingeteilt. Wihrend
WHO-Grad 1 und II Tumore eine eher giinstige Prognose mit mittleren
Uberlebenszeiten von iiber zehn, bzw. sechs Jahren aufweisen, sind Astrozytome der
WHO-Grade III und IV nahezu therapierefraktir. Im Falle des Glioblastoms WHO-
Grad IV tritt der Tod durchschnittlich innerhalb circa eines Jahres ein (Kleihues und

Cavanee 2000, Maldaun et al. 2004).
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1.4.1. WHO-Grad I: pilozytisches Astrozytom

Das pilozytische Astrozytom WHO-Grad I ist ein langsam wachsender astrozytirer
Tumor, der vorwiegend bei jungen Menschen auftritt und bevorzugt in den
Mittellinienstrukturen des Gehirns lokalisiert ist. Es weist im Gegensatz zu den
Tumoren der WHO-Grade II und III nahezu keine Progressionstendenz zu einem hoher
malignen Astrozytom auf. Ferner ist in pilozytischen Astrozytomen keine TP53-
Mutation (Ohgaki et al. 1993), sondern gelegentlich eine Mutation des NF-1-Gens
nachweisbar (von Deimling et al. 1993). Eine Sonderform bildet das Optikusgliom, das
hiufig mit einer Neurofibromatose Typ I assoziiert ist.

Das pilozytische Astrozytom ist ein ,,Tumor des Kindes- und Jugendalters®. Es tritt
bevorzugt in den ersten beiden Lebensdekaden auf mit einem Inzidenzmaximum
zwischen dem achten und 13. Lebensjahr. Beide Geschlechter sind gleich hiufig
betroffen (Kleihues und Cavanee 2000, Lantos et al. 2002).

Am hiufigsten sind beim WHO-Grad I Tumor der Hirnstamm (McGirr et al. 1987), das
Kleinhirn (Hayostek et al. 1993), der Nervus opticus (Hoyt und Baghdassarian 1969)
und seltener das Riickenmark betroffen. Die 10-Jahres-Uberlebensrate betrigt 96 %
(Ohgaki und Kleihues 2005a), wobei die Prognose entscheidend von der Lokalisation
beeinflusst wird und fiir Tumoren im Hirnstamm am schlechtesten ist.

Pilozytische Astrozytome sind oft scharf vom umliegenden Gewebe abgegrenzt.
Makroskopisch sieht man hiufig eine mukoide Degeneration des Tumorgewebes,
welche vor allem bei Tumoren im Kleinhirn zu einer typischen Zystenbildung fiihrt
(Ilgren und Stiller 1987). Mikroskopisch weisen die Tumorzellen vielfach lidngliche
Kerne und ein eosinophiles Zytoplasma mit bipolaren ,haarartigen* Fortsidtzen auf
(griech.: pilos = Haar). Charakteristisch ist das Auftreten von intrazellulidren,
eosinophilen wurmférmigen Rosenthal-Fasern, die degenerativ verdnderte Astrozyten-
Fortsitze darstellen. Die zu beobachtenden Kernpleomorphien und GefidBproliferate
sind beim pilozytischen Astrozytom im Gegensatz zu den hohergradigen Gliomen kein
Hinweis auf Malignitdt. Immunhistochemisch ldsst sich haufig GFAP (glial fibrillary
acid protein) nachweisen, eine maligne Progression der WHO-Grad I Tumore ist sehr

selten (Kleihues et Cavanee 2000).
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1.4.2. WHO-Grad II: diffuses Astrozytom

Das diffuse Astrozytom vom WHO-Grad II hat seinen Inzidenzgipfel zwischen dem 30.
und 40. Lebensjahr, kann aber prinzipiell in jedem Lebensalter auftreten. Die mittlere
Uberlebensdauer betriigt nach Operation sechs bis acht Jahre, allerdings mit erheblicher
individueller Streuung. Der Tumor kommt etwas hédufiger beim ménnlichen Geschlecht
vor (M:F = 1,2:1). Die Tumore zeichnen sich durch eine diffuse, breite Infiltrationszone
aus. Eine komplette Resektion ist aufgrund dieser Infiltration meist nicht moglich,
weshalb fast alle Astrozytome vom WHO-Grad 1II rezidivieren (Kleihues und Cavanee
2000, Lantos et al. 2002).

Makroskopisch erscheint das Tumorgewebe diffus aufgetrieben und eventuell zystisch
verdandert. In der Histologie wird das am hédufigsten vorkommende fibrillire Astrozytom
vom gemistozytiren und vom recht seltenen protoplasmatischen Astrozytom
unterschieden. Allen gemeinsam ist eine nur méfBig hohe Zelldichte bei geringer
Kernpleomorphie. Mitosefiguren werden in der Regel nicht beobachtet. Mikrovaskulére
Proliferate und Nekrosen treten im Gegensatz zu den hohergradigen Astrozytomen nicht
auf. Auch das diffuse Astrozytom vom WHO-Grad II exprimiert als Tumor der
astrozytiren Reihe GFAP (Kleihues und Cavanee 2000).

Im Gegensatz zum pilozytischen Astrozytom ist eine Progression zu einem
hohergradigen Astrozytom héufig zu beobachten. Hierbei neigen diffuse Astrozytome
vom gemistozytiren Typ dazu, frilher zu rezidivieren und eine mogliche
Tumorprogression zu durchlaufen als Tumore vom fibrilldren Subtyp (Schiffer et al.
1988). Molekulargenetisch weisen iiber 60 % aller WHO-Grad II Astrozytome
Mutationen im TP53-Gen auf (Watanabe et al. 1997), das entscheidend an der
Regulation und Auslosung von Zellzyklus und Zelltod beteiligt ist und in maligne

transformierten Zellen hédufig in mutierter Form vorkommt (Kastan et al. 1995).
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1.4.3. WHO-Grad III: anaplastisches Astrozytom

Die anaplastischen Astrozytome treten am héufigsten zwischen dem 30. und 60.
Lebensjahr auf und liegen damit auch hinsichtlich ihres Inzidenzgipfels zwischen dem
diffusen Astrozytom (WHO-Grad II) und dem Glioblastom (WHO-Grad IV). Minner
sind hiufiger betroffen (M:F = 1,8:1). Die mittlere Uberlebensdauer betrédgt 1,6 Jahre
(Ohgaki und Kleihues 2005a), wobei die Prognose abhingig ist von der moglichen
Progression zum Glioblastom und von dem Vorhandensein einer oligodendroglialen
Komponente, welche sich im Gegensatz zur malignen Progression giinstig auf die
Prognose auswirkt.

Makroskopisch zeigt das anaplastische Astrozytom ebenfalls eine diffuse Infiltration.
Im Gegensatz zum diffusen Astrozytom sind Zelldichte und Kernpleomorphie erhoht.
Zusitzlich zeigen sich im histologischen Bild abnormale Mitosefiguren und aufgestellte
Endothelien. Nekrosen kommen beim WHO-Grad III Tumor in der Regel nicht vor.
Falls sie gefunden werden, sind sie niemals strichférmig, sondern eher flichig.

Die GFAP-Expression ist auch in anaplastischen Astrozytomen ein bestindiges
Merkmal des Tumors, nicht jedoch in jeder Zelle vorhanden (Kleihues und Cavanee
2000). Die Proliferationsrate der Tumorzellen, ermittelt mit dem Proliferationsmarker
Ki-67/MIB-1, bewegt sich im Bereich von 5-10 % (Jaros et al. 1992, Karamitopoulou et
al. 1994).

Molekulargenetisch weisen iiber 70 % der anaplastischen Astrozytome eine Mutation
im TP53 Gen auf (Watanabe et al. 1997). Es neigt dazu, sich zum Glioblastom weiter zu
entwickeln. (Kleihues und Cavanee 2000)

1.4.4. WHO-Grad IV: Glioblastom

Das Glioblastom ist der hiufigste und bosartigste Hirntumor. 50-60 % aller
Astrozytome sind Glioblastome. Das Inzidenzmaximum liegt zwischen dem 45. und 70.
Lebensjahr, es kann jedoch prinzipiell in jedem Alter auftreten. Minner sind etwas
hiufiger betroffen (M:F = 1,5:1) (Kleihues und Cavanee 2000). Mehr als 50 % der

Patienten versterben innerhalb der ersten fiinf Monate nach Diagnosestellung (Ohgaki
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und Kleihues 2005a). Trotz adjuvanter Radiochemotherapie liegt die S-Jahres-
Uberlebensrate bei weniger als 3 % (Ohgaki und Kleihues 2005b).

Glioblastome sind bevorzugt im Marklager des Temporal-, Parietal- und Frontallappens
lokalisiert, wobei sie sich haufig schmetterlingsformig (,,Schmetterlingsgliom*) iiber
den Balken auf die Gegenseite ausdehnen. Insgesamt findet sich bei 7,5% aller Gliome
ein multizentrisches Wachstum (Barnard und Geddes 1987). Das Glioblastom tritt
entweder als primidres Glioblastom ,de novo®“ auf oder es ist aus einem
niedriggradigeren Astrozytom (Progression der WHO Grad II und III Tumore)
entstanden (sekundidres Glioblastom). Primire Glioblastome machen dabei 95% aller
Glioblastome aus (Ohgaki und Kleihues 2005a).

Makroskopisch sind die Glioblastome durch ihre ausgeprigte bunte Schnittfliche
gekennzeichnet, was sich in der 1926 von Bailey und Cushing -eingefiihrten
Bezeichnung ,,Glioblastoma multiforme* widerspiegelt. Das Bild der bunten
Schnittfldche setzt sich aus gelben Nekrosearealen und rotbraunen Tumorblutungen
zusammen.

Histologisch sind charakteristische Malignitétskriterien zu erkennen: ausgeprigte Kern-
und Zellpolymorphien, erhthte Mitose- und Proliferationsrate, strichformige Nekrosen
mit Pallisadenstellung von Tumorzellen im Randbereich und GefaBproliferate, die sich
in Form von glomerulusartigen Gefid3knédueln darstellen. Diese Tumorgefidle weisen
grofle Schwankungen in Durchmesser und Form auf, sind gelegentlich thrombosiert und
von Blutungsresiduen umgeben (Kleihues und Cavanee 2000).

Glioblastome exprimieren normalerweise wie andere astrozytdre Tumoren GFAP. Die
Proliferationsrate der Tumorzellen zeigt regionale Schwankungen und liegt insgesamt
bei einem hohen Mittelwert von 15-20 % (Jaros et al. 1992, Karamitopoulou et al.
1994). In seltenen Fillen konnen sich Glioblastomzellen iiber den zerebrospinalen Fluss
verteilen (leptomeningeale Gliomatose) (Giordana et al. 1995).

Patienten mit Li-Fraumeni-Syndrom (Keimbahnmutation in TP53) erkranken vermehrt
an Glioblastomen. TP-53-Mutationen kommen bei sekundiren (65 %) hiufiger vor als

bei ,,de novo*“- Glioblastomen (31 %) (Ohgaki und Kleihues 2005a).
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1.5. Aktuelle therapeutische Konzepte

Eine moglichst komplette Resektion des Tumorgewebes ist immer anzustreben. Dies ist
jedoch meist nur bei pilozytischen Astrozytomen moglich, da WHO Grad II-1V
Astrozytome aufgrund ihres diffusen Wachstumsmusters fast nie ,,in toto* reseziert
werden konnen. Bei diffusen Astrozytomen WHO-Grad II kommt eine adjuvante
Radiotherapie eher seltener fakultativ, bei Tumoren vom WHO-Grad III und IV
hingegen standardmiBig zum Einsatz. Pilozytische Astrozytome WHO-Grad I werden
nur bestrahlt, wenn ein progredienter, inoperabler Tumorrest nachzuweisen ist (Stieber
2001, Weller et al. 2006).

Die adjuvante Radiotherapie erfolgt unter dem Schutz von Kortikosteroiden, um einer
moglichen Erhohung des Hirndrucks vorzubeugen. Zusétzlich war in den letzen Jahren
eine adjuvante nitrosoharnstoffhaltige Polychemotherapie mit Procarbazin, CCNU und
Vincristin (PCV-Protokoll) oder eine Monotherapie mit Nitrosoharnstoffen fiir maligne
Gliome WHO-Grad III und IV im Fokus (Weller et al. 2006). Eine grole Metaanalyse
signalisierte einen geringen Nutzen der zusitzlichen Chemotherapie (Stewart 2002).
Rezidive sollten aufgrund der Progressionstendenz mit dem maximalen Therapieregime
angegangen werden, das heif3t falls moglich Resektion, Radio- und Chemotherapie.

Den neuesten chemotherapeutischen Ansatz fiir Glioblastome ermoglicht Temozolomid,
eine alkylierende Substanz. Es konnte gezeigt werden, dass Temozolomid zusitzlich zur
Radiotherapie das Uberleben der Patienten um durchschnittlich 2,5 Monate verlingert
(Stupp et al. 2005).

Viele aktuelle Untersuchungen beschiftigen sich mit neuen medikamentosen
Therapiemoglichkeiten von primdren ZNS-Tumoren, wobei deren zytotoxische
Wirksamkeit durch die Stimulation der apoptotischen Signalkaskaden iiberpriift wird.
Dabei werden sowohl Caspase-abhingige als auch Caspase-unabhéngige Mechanismen
des Zelltods erfasst, bei deren voller Wirksamkeit eine effektivere zytotoxische
Therapie und weniger Resistenzmechanismen der Tumorzellen erhofft werden kdnnen

(Fulda et al. 1999, Nomura et al. 2004, Temme et al. 2005, Trejo-Solis et al. 2005).
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1.6. Apoptose

Die Apoptose oder der programmierte Zelltod ist ein Selbstmordmechanismus der Zelle,
der nach einem genetischen Programm festgelegt und unter Energieverbrauch selbst
reguliert ablduft (Bredesen 1996, Denk 1997). Sie wird durch die Bildung ,letaler*
Proteine durch die Zelle selbst oder von der Umgebung (Stressreize) induziert
(Junqueira und Carneiro 1996a). Die morphologischen Verdnderungen in der Zelle
wurden erstmals 1972 von Kerr et al. beschrieben und damit wurde die Apoptose als
eigenstdndiges physiologisches Phinomen im Organismus erkannt (Kerr et al. 1972).
Wihrend der Apoptose kommt es zu Zellschrumpfung mit Kontaktverlust zur
Nachbarzelle, DNA-Fragmentierung und Chromatinkondensation, Kollabieren des
Zytoskeletts, charakteristischem Schwellen des endoplasmatischen Retikulums und
letztlich zum Abschniiren von apoptotischen Korperchen, die dann von Makrophagen
phagozytiert werden (Arends et al. 1991). Dadurch lduft die Apoptose ohne
Entziindungsreaktion ab (Denk 1997).

Die Apoptose ist von unerldsslicher Wichtigkeit bei der prd- und postnatalen
Entwicklung, der Zellreifung und Zelldifferenzierung sowie der Aufrechterhaltung der
zelluldren Homoostase. Dies erfordert eine optimale Abstimmung von Zellproliferation
und Zelltod im Organismus (Xerri et al. 1997). Beispiele fiir die Beteiligung der
Apoptose an physiologischen Vorgingen sind die Embryonalentwicklung, die
Eliminierung autoreaktiver Lymphozyten wihrend der Ausbildung des Immunsystems,
die Involution des Thymus und die stindige Erneuerung von Organsystemen wie der
Schleimhaut des Verdauungstrakts (Hale et al. 1996, Denk 1997).

Ausloser der Apoptose auf molekularer Ebene sind Todesliganden, die an
Todesrezeptoren binden. Die Hauptvertreter dieser Gruppe sind TNF-alpha (- TNF-
alpha-Rezeptor), TRAIL (= DR-4 und DR-5) und FasLigand (= Fas/CD95), die den
extrinsischen Signalweg der Apoptose mit einer direkten Caspasenaktivierung auslosen
(Nagata 1997, Pan et al. 1997, Smith et al. 1994, Walczak et al. 1997). Verschiedene
Stressreize, die auf die Zelle einwirken konnen, fiithren ebenfalls in die Apoptose.
Hiervon zu erwédhnen sind DNA-Schidigungen durch ionisierende Strahlen, Zytostatika
oder Sauerstoffradikale, Hitze, Ischimie, Infektion und Entzug von Wachstumsfaktoren.

Dabei spricht man vom intrinsischen Signalweg der Apoptose, der unter Beteiligung der
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Mitochondrien die Zelle in den Tod fiihrt (Ubersichtsartikel Green und Reed 1998). Der
extrinsische Weg kann iiber das Protein Bid jedoch auch den intrinsischen Signalweg
aktivieren. Somit besteht eine Verbindung zwischen beiden Armen der apoptotischen
Signalkaskade (Song et al. 2003). Ebenso von grofler Wichtigkeit ist das Protein p53,
ein Protein des Zellzyklus. Es kann eine DNA-geschiddigte Zelle in die GO-Phase
iibergehen lassen oder in die Apoptose fithren (Kastan et al.1995). Die Apoptose-
Induktion iiber p53 geschieht auf unterschiedlichen Wegen: direkte Protein-Protein-
Wechselwirkung mit pro- und anti-apoptotischen Proteinen, Wirkung als
Transkriptionsfaktor von Bax, Fas-Rezeptor und DR-5 (Bennett 1999) sowie
Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochodrien mit anschlieBender Aktivierung
der Procaspase-3 (Marchenko et al. 2000).

Storungen und Veridnderungen in Regulation oder Funktion der apoptotischen Proteine
und Signalkaskaden wird ein erheblicher Einfluss auf die Tumorgenese, auf die
Entwicklung von Autoimmunerkrankungen und neurodegenerativen Erkrankungen
sowie auf den Verlauf von Virusinfektionen zugeschrieben (Ubersichtsartikel Green
und Kroemer 2004). Ein bekanntes Beispiel ist die Bcl-2-Uberexpression, die als
Oncogen beim follikuldren Lymphom wirkt (Vaux et al. 1988). Daraus ergeben sich
vielseitige therapeutische Ansdtze unterschiedlicher Erkrankungen, die bei einem
besseren Verstdndnis der komplizierten Vorgidnge wihrend der Apoptose ermoglicht
werden.

Fiir Hirntumoren wird angenommen, dass die Zellen im Tumorzentrum aufgrund von
Hypoxie und Ischimie zur Nekrose neigen, peripher gelegene Zellen dagegen leichter
fir die Apoptose zuginglich sind. Dieses Modell @dhnelt den Vorstellungen des
apoptotischen Zelluntergangs in der Penumbra beim ischdmischen Insult (Ray et al.

2002).

1.7. Caspasen

Caspasen sind Cystein-Aspartasen, das hei3t Proteasen, die in ihrem aktiven Zentrum
Cystein besitzen und ihre Zielproteine am C-terminalen Ende der Aminosidure Aspartat
schneiden (Alnemri et al. 1996, Lazebnik et al. 1994). Sie liegen in der Zelle als

enzymatisch inerte Procaspasen vor. Funktionell unterscheidet man die
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Iniatiatorcaspasen mit den Hauptvertretern Caspase-8 und Caspase-9 von den
Effektorcaspasen mit den Hauptvertretern Caspase-3, Caspase-6 und Caspase-7.
Initiatorcaspasen benotigen Adaptorkomplexe (DISC, Apoptosome) fiir ihre
autoproteolytische Aktivierung. Effektorcaspasen werden hingegen immer von einer
anderen Caspase von aulen aktiviert (Earnshaw et al. 1999).

Caspase-8 vermittelt das Signal nach Binden eines Todesliganden an seinen Rezeptor
iiber den DISC (Death-inducing-signalling-complex) an die Effektorcaspasen-3 und -6.
Sie hat ihre Funktion im extrinsischen Signalweg (Perera et al. 1998). Caspase-9 ist die
Initiatorcaspase des intrinisischen Signalwegs. Unter Beteiligung von Apaf-1, dATP
und Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien wird das Apoptosom gebildet, in dem sich
Caspase-9 autoproteolytisch spaltet, was dann zur Aktivierung der Effektorcaspasen-3
und -7 fithrt (Li et al. 1997). Auch die Effektorcaspasen konnen sich untereinander
aktivieren. Caspase-3 schneidet Caspase-6 und umgekehrt aktiviert Caspase-6 Caspase-
3 (Srinivasula et al. 1996, Liu et al. 1996).

Die Funktion der Caspasen als komplexe Vermittler der Apoptose zeigt sich vor allem
an der langen Liste ihrer Substrate. Caspasen konnen Proteine des Zytoskeletts
(Mashima et al. 1995), des Zellkerns (Kaufmann 1989, Lazebnik et al. 1993) und des
DNA-Metabolismus bzw. der DNA-Reparatur schneiden (Kaufmann 1989). Zudem
werden auch Proteine, die an erblichen neurodegenerativen Erkrankungen beteiligt sind,
von Caspasen geschnitten. Zu erwéhnen sind das Huntingtin (Goldberg et al. 1996) bei
Chorea Huntington sowie Presenlinin-1 und -2 (Loetscher et al. 1997) und das Amyloid
Precursor Protein (Barnes et al. 1998) bei Morbus Alzheimer. Des Weiteren haben sie
Regulatoren des Zellzyklus und der Proliferation wie das pRB (Janicke et al 1996),
Proteinkinasen (die selbst von Wachstumsfaktoren aktiviert werden (Voelkel-Johnson et
al. 1995)) und weitere Apoptoseproteine zum Ziel. Bei den Apoptoseproteinen handelt
es sich sowohl um antiapoptotische Molekiile wie Bcl-2 (Hsu CA. et al. 1997) und Bcl-
XL (Clem et al. 1998), als auch um proapoptotische Proteine wie Bid (Li et al. 1998)
und Bax (Grandgirard et al. 1998). Von grofler Wichtigkeit ist die CAD, die Caspase-
abhidngige-DNAse, die die Endstrecke des Caspasenwegs im Kernverdau als Nuklease
darstellt. Sie wird tiber Caspase-3 aktiviert, indem ihr Inhibitor ICAD gespalten wird
(Enari et al. 1998). Hieraus folgt die Fragmentation der nukledren DNA zu

Oligonukleosomen (Junqueira und Carneiro 1996a).
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Da in dieser Arbeit die Expression von aktivierter (cleaved) Caspase-3 in humanen
Gliomen immunhistochemisch untersucht wurde, soll dieses Protein noch genauer
vorgestellt werden.

Als Procaspase-3 (CPP32) besitzt es ein Molekulargewicht von 32 kDa und kommt
ubiquitidr in jeder Zelle vor. Zu ihrer Aktivierung wird die Procaspase-3 in zwei
Untereinheiten zu 17 kDa und 12 kDa gespalten. Die aktivierte Caspase-3 ist
immunhistochemisch im Zytosol und im Nukleus zu detektieren (Krajewska et al. 1997,
Chen et al. 1998). Wie oben bereits beschrieben, schneidet die aktivierte Caspase-3 eine
Vielzahl an Proteinen der Zelle. Zu einer riickkoppelnden Verstirkung der Aktivierung
kommt es durch eine Wechselwirkung mit Caspase-9. In Tumorzelllinien werden die
Effekorcaspasen-3 und -6 durch unterschiedliche apoptotische Stimuli aktiviert (Faleiro
et al. 1997). Eine Uberexpression der Caspasen-3 und -6 fiihrt jedoch nicht zu einer
autokatalytischen Aktivierung und damit nicht in die Apoptose, was die Notwendigkeit
einer Aktivierung der Effektorcaspasen beweist. In vivo kann die Wirkung der
aktivierten Effektocaspasen zuverladssig durch z-VAD-Fluormethylketon (z-VAD-fmk)
gehemmt werden (Srinivasula et al. 1998).

Eine Moglichkeit, die aktivierte Caspase-3 (und auch Caspase-7 und -9) zu inhibieren,
hat die Zelle durch IAP-Proteine (inhibitor-of-apoptosis-proteins), von denen fiinf
verschiedene bei Sédugetieren bekannt sind. Hauptvertreter dieser Gruppe mit der wohl
starksten antiapoptotischen Wirksamkeit ist XIAP, der x-linked-inhibitor of apoptosis
(Bratton et al. 2001, Deveraux et al. 1997, Roy et al. 1997). Sowohl der intrinische als
auch der extrinische Caspasen-Signalweg sind von der Hemmung betroffen. Den IAPs
wird eine Rolle in der Entwicklung von Krebserkrankungen zugeschrieben (Deveraux
und Reed 1999, LaCasse et al. 1998). Die Bindung und damit Hemmung der Caspasen
iiber die IAPs erfolgt {iber so genannte ,,baculovirus IAP repeats* (BIR) (Takahashi et
al. 1998).

Caspase-3 knock-out Miuse konnen lebendig geboren werden, sterben jedoch in den
ersten drei Lebenswochen aufgrund von Entwicklungsstorungen des ZNS, die mit
einem erniedrigten Apoptoselevel einhergehen (Kuida et al. 1996). Trotzdem konnte
beobachtet werden, dass die meisten der bekannten Caspase-3-Zielproteine in
Abwesenheit von Caspase-3 geschnitten wurden, was auf das Vorhandensein der

anderen Effektorcaspasen zuriickzufiihren ist (Janicke et al. 1998a).
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Abbildung 1: Ubersicht iiber die apoptotischen Signalkaskaden, die beteiligten
Proteine, deren Interaktionen und Zielstrukturen.

In der Abbildung sind der extrinsische Signalweg (hier: ,,Death recptor pathway*) mit
direkter Caspasenaktivierung (linke Bildhilfte), der intrinsische Signalweg (hier:
,Mitochondrial Pathway*) unter Beteiligung der mitochondrialen Apoptoseproteine
(rechte Bildhilfte) sowie die Verbindung der beiden Signalwege iiber das Protein Bid
dargestellt. Die mitochondrialen Apoptoseproteine Cytochrom C, Smac und Omi/HtrA?2
fiihren zu einer Aktivierung des Caspasenwegs. Apoptosis-Inducing-Factor (AIF) und
Endonuklease G (Endo G) werden ebenfalls aus den Mitochondrien frei und bewirken
eine Caspase-unabhingige nukledre DNA-Degradation (Abbildung nach van Loo et al.
2002).
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1.8. Rolle der Mitochondrien in der Apoptose

Seit langem als wichtigster Energielieferant eukaryoter Zellen bekannt, spielen die
Mitochondrien auch eine wesentliche Rolle in der Auslosung der Apoptose.
Mitochondrien sind 0,1-0,5 pm breite und durchschnittlich 5-6 um lange Organellen,
die vermutlich aus Prokaryoten entstanden sind und symbiotisch von Eukaryoten
aufgenommen wurden (Endosymbiotentheorie). Sie besitzen eine eigene ringformige
DNA, die fiir mitochondriale Proteine kodiert. Die meisten Proteine der Mitochondrien
werden jedoch im Zellkern abgelesen und in die Mitochondrien transportiert.

Die Mitochondrienmatrix ist von einer @uleren und inneren Membran umgeben, die
beide den klassischen dreischichtigen Aufbau von Zytomembranen aufweisen.
Dazwischen befindet sich das Spatium intermembranosum (intermembrane space:
IMS), in dem sich die fiir die Apoptose wesentlichen Proteine befinden. Die Enzyme
der Elektronentransportkette (Komplex I bis Komplex V) fiir die oxidative
Phosphorylierung sind in der inneren Membran lokalisiert, die Enzyme des
Zitronensdurezyklus befinden sich in der Mitochondrienmatrix (Junqueira und Carneiro

1996b).

Die Mitochondrien werden entweder iiber den intrinsischen oder den extrinsischen
Signalweg in die apoptotische Signalkaskade einbezogen (Luo et al. 1998, Li et al.
1998). Fiir die Freisetzung der proapoptotischen mitochondrialen Proteine aus dem IMS
spielt die Permeabilitét der duleren Membran die wesentliche Rolle. Die Funktionalitét
der duleren Membran steht vor allem unter dem Einfluss der Bcl-2-Proteinfamilie. Die
wichtigsten proapoptotischen Vertreter sind Bax und Bak mit den gemeinsamen
Dominen BH1 bis BH3. Die wichtigsten antiapoptotischen Vertreter sind Bcl-2 und
Bcel-xL, die beide die Domidnen BHI1 bis BH4 teilen (Gross et al. 1999, Adams und
Cory 2001). Des Weiteren gibt es proapoptotische BH3-only-Proteine, die als
,sensitizers for apoptosis® wirken, aber nicht in direkter Wechselwirkung mit der
duBeren Mitochondrienmembran zur Permeabilisierung stehen. Zu ihnen zidhlen Bid,
Bad, PUMA und Noxa (Puthalakath und Strasser 2002), wobei vor allem Bid als
Aktivator von Bax und Bak sowie als Schaltstelle zwischen dem extrinsischen und

intrinsischen Signalweg eine wichtige Rolle zukommt. Antiapoptotische Bcl-2
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Molekiile konnen BH3-only Proteine in stabilen Komplexen in der duBleren Membran

einlagern und damit inhibieren (Cheng et al 2001).

Uber den genauen Mechanismus, wie es zur Freisetzung der mitochondrialen Faktoren

kommt, herrscht Unklarheit. Es existieren jedoch verschiedene Modelle:

1y

2)

3)

Bak und Bax formen tetramere Kanile in die duflere Membran, iiber die die
Faktoren freigesetzt werden, ohne dass die Mitochondrien anschwellen oder
einen Verlust des Membrapotentials erfahren. Dieser Vorgang ist unabgingig
von aktivierten Caspasen (Jurgensmeier et al. 1998, Wei et al. 2001). Bcl-2 und
Bcl-XL wirken dem entgegen, indem sie stabilisierende Komplexe an BH3-
only-Molekiile in die Membran einlagern (Cheng et al 2001). In Zellen, die die
Faktoren Bak und Bax nicht besitzen, kann weder die Aktivierung von BH-3-
only-Proteinen noch die Hemmung von Bcl-2 und Bcl-xL die Zelle in die
Apoptose fithren, was auf die wichtige Rolle von Bak und Bax schlieBen ldsst
(Zong et al. 2001).

Permeability transition pores (PTP), die aus VDAC (voltage-dependent-anion-
channel) der duBeren Membran und dem ANT-Protein (adenine-nucleotide-
translocator) der inneren Membran bestehen, konnten die Freisetzung der
Faktoren regulieren (Marzo et al. 1998, Shimizu et al. 1999). Offnet sich der
PTP, kommt es 1iiber Verlust des Potentials der inneren Membran
(Depolarisation), Anschwellen der Mitochondrienmatrix und sekundérer Ruptur
der duBeren Membran zum Freiwerden der Faktoren. Als Offner der PTP wirken
Bak und Bax, stabilisiert wird der PTP iiber die antiapoptotischen Bcl-2-Proteine
(Zamzami und Kroemer 2001).

Das Protein Bid kann Phospholipide zur Mitochondrienmembran vermitteln und
zum Verlust des Potenzials beitragen. Insbesondere nach Aktivierung von
Todesrezeptoren erhoht sich iiber Phospholipasen das Vorkommen von
Phospholipiden, was diesen Weg auslosen konnte (Esposti et al. 2001, Jaattella
et al. 1995).

Es ldsst sich zusammenfassen, dass dem Bak/Bax-Modell heute die grofite Bedeutung

zukommt. Ursdchlich dafiir ist der Nachweis, dass die Faktoren auch ohne eine

Depolarisation der Mitochondrienmembran freiwerden konnen und ein Fehlen von Bak

und Bax die Freisetzung verhindert (Finucane et al. 1999, Zong et al. 2001).
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1.9. Vorstellung der mitochondrialen Apoptosefaktoren

Cytochrom C ist der bekannteste mitochondriale Apoptosefaktor. Nach dem Freiwerden
bildet es wie oben bereits beschriecben das Apoptosom zur nachfolgenden
Caspasenaktivierung (Li et al. 1997). Seit der Entdeckung der IAPs gilt die Cytochrom
C Freisetzung jedoch nicht mehr als point-of-no-return der Apoptose. Es wurde gezeigt,
dass manche Zellen den Verlust von Cytochrom C aus den Mitochondrien iiberstehen,
und sich die Mitochondrien regenerieren konnen (Deveraux et al. 1998, Martinou et al.
1999).

Smac/Diablo wirkt nach seiner Freisetzung in das Zytosol als Inhibitor von XIAP und
der anderen IAPs (Du et al 2000, Verhagen et al. 2000). Dabei vermittelt Smac die
Hemmung durch Interaktion mit der BIR-3 Domine von XIAP, mit der sonst die
Caspase-9 inhibiert wird (Liu et al. 2000, Srinivasula et al. 2001). Somit aktiviert Smac
den Caspasenweg der Apoptose.

Omi/HtrA2 ist eine Serinprotease, die auf zwei verschiedenen Wegen die Zelle in die
Apoptose leitet (Gray et al. 2000). Zum einen wirkt sie ebenso wie Smac als IAP-
Inhibitor, wobei sie eine hohere Affinitit zur IAP-Domine des BIR-2 aufweist, die
sonst die Hemmung von Caspase-3 vermittelt. Andererseits schreibt man der
Serinprotease auf IAP- und Caspasen-unabhédngigem Weg eine proapototische Wirkung

zu (Hedge et al. 2002, Suzuki et al. 2001, Verhagen et al. 2002).

1.9.1. Der Caspasen-unabhiingige Weg der Apoptose

Wie bereits beschrieben, ist die Freilassung der Apoptosefaktoren unabhéngig von einer
zuvor erfolgten Aktivierung der Caspasenkette (Jurgensmeier et al. 1998). Der Caspase-
unabhingige Zelltod zeigt nicht die klassischen morphologischen Verdnderungen der
Apoptose. Die vollstandige Chromatin-Kondensation und DNA-Fragmentierung sowie
die Ausbildung von apoptotischen Korperchen bleibt aus. Dennoch geht die Zelle
zugrunde und wird abgeriumt. Uber den Stellenwert des Caspase-unabhingigen
Zelltods in der Entwicklung, die Mechanismen der Regulation und seine physiologische

Funktion herrscht in der Literatur Unklarheit (Chipuk und Green 2005).
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Im Weiteren werden die beiden in dieser Arbeit untersuchten mitochondrialen Faktoren
beschrieben, deren Ziel der Zellkern ist und die ihre proapoptotische Wirkung ohne die

Beteiligung von Caspasen entfalten.

1.9.2. Apoptosis-Inducing-Factor (AIF)

AIF ist ein Flavoprotein im IMS der Mitochondrien mit Oxidoreduktaseaktvivitdt und
besitzt ein Molekulargewicht von 57 kDa. Es wird unabhingig von der Art des
apoptotischen Stimulus aus den Mitochondrien frei. Nach dem Freiwerden transloziert
es in den Zellkern, wo es zu large-scale DNA-Fragmentierung (ca. 50 kbp) und
partieller Chromatin-Kondensation fiihrt (Susin et al. 1999, Susin et al. 2000). Wichtig
ist die Abgrenzung, dass die oligonukleosomale DNA-Fragmentierung und vollstandige
Chromatin-Kondensation mit der Ausbildung von apoptotischen Korperchen, wie sie
fiir die CAD charakteristisch ist, durch AIF ausgelost, nicht beschrieben wird. Durch
Untersuchungen mit dem Caspasen-Inhibitor z-VAD-fmk gilt die Caspasen-
unabhingige Wirkungsweise von AIF als gesichert (Daugas et al. 2000). Als Inhibitor
von AIF wird das Hitzeschockprotein 70 (Hsp 70) angesehen (Ravagnan et al. 2001).
Wird AIF in Méusen genetisch inaktiviert, konnten Storungen in der Embryogenese
festgestellt werden (Joza et al. 2001).

Zusitzlich soll AIF eine wichtige Rolle fiir die Funktion des Komplex I der oxidativen
Phosphorylierung in den Mitochondrien spielen. Der Phidnotyp der Harlekin-Miuse
(Ataxie und Retinadegeneration) wird mit einem Defekt im AIF-Gen, der zu niedriger
Expression fiihrt, erkldrt. Die neuronalen Zellschiddigungen resultieren aus einer
gestorten oxidativen Phosphorylierung, als deren Ursache ein Mangel an AIF angesehen
wird (Klein et al. 2002, Vahsen et al. 2004).

Nekrotische Zellen durch Entzug von ATP zeigen keine Chromatin-Kondensation, eine
AlIF-Translokation und large-scale-DNA-Fragmentierung ist jedoch zu beobachten.
Dies ldsst Riickschliisse darauf zu, dass AIF auch am nekrotischen Zelluntergang
beteiligt ist (Daugas et al. 2000).

Wird AIF in die Zelle injiziert, wird im Folgenden ein Verlust des
Mitochondrienmembranpotentials, eine Freisetzung von Cytochrom C und die fiir den

apoptotischen Zellverdau charakteristische Auslagerung von Phosphatidylserin auf die
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AuBenseite der Zellmembran beobachtet. Dies deckt sich mit Angaben zu einer
frithzeitigen Abgabe von AIF aus den Mitochondrien, nach der es an der Freisetzung
von Cytochrom C beteiligt ist. Die Effekte von AIF auf die Mitochondrien konnten mit
seiner Oxidoreduktaseaktivitidt zusammen héngen (Cande et al. 2002, Joza et al. 2001,

Susin et al. 1999, Yu et al. 2002).

1.9.3. Endonuklease G (Endo G)

Endonuklease G ist ein 33 kDa groBes Protein des IMS und wird wéhrend der
apoptotischen Signalkaskade aus den Mitochondrien frei. Sie kann unabhingig von
einer Caspasenaktivierung RNA und DNA schneiden. Zusitzlich wird ihr eine Funktion
bei der Replikation der mitochondrialen DNA und bei der Zellproliferation
zugeschrieben (Cote und Ruiz-Carrillo 1993, Huang et al. 2006, Li et al. 2001, Parrish
et al. 2001, van Loo et al. 2001). Eine Behandlung mit DNA-schidigenden Stoffen
(Cisplatin, ROS) erhoht die Empfinglichkeit der DNA fiir die Endo G-Wirkung (Ikeda
und Ozaki 1997).

Endo G soll mit AIF und Hsp 70 Komplexe bilden kdnnen. Hsp 70 spielt dabei eine
Rolle als Regulator der Endo G-Aktivitit, abhingig vom Energiezustand der Zelle. Ist
ATP vorhanden, hemmt Hsp 70. Fehlt ATP in der Zelle, aktiviert Hsp 70 die DNase
(Kalinowska et al. 2005).

Eine Untersuchung der in vivo Funktion von Endo G anhand von knock-out Miusen
zeigte, dass Homozygotie nicht mit dem Leben vereinbar war. Heterozygote Tiere
zeigten eine erhohte Resistenz gegeniiber apoptotischen Stimuli sowie eine reduzierte
DNA-Fragmentierung (Zhang et al. 2003). Dies steht in erheblichem Gegensatz zu einer
Untersuchung, die bei Endo G knock-out Miusen keinerlei Auffilligkeiten entdeckte
(Irvine et al. 2005).

Endo G ist zu einem umfassenderen DNA-Verdau fahig, der dem durch die CAD &dhnelt
und iiber das Stadium der large-scale-DNA Fragmentierung von AIF hinausgeht. Fiir
die volle Wirksamkeit von Endo G mit einem Abbau von Doppelstrang-DNA sind
jedoch Kofaktoren (Exonuklease III, DNase I) nétig, die die Nuklease bei ihrer
Freilassung mit heranzieht. (Widlak et al. 2001).
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Inwiefern es Synergismen zwischen Endo G und AIF gibt und die beiden Faktoren sich
gegenseitig fiir die Caspase-unabhingige DNA-Degradation benotigen, ist nicht
vollstiandig geklart. Komplexbildungen von AIF und Endo G in humanen Zellen und
AIF in der Rolle als Kofaktor von Endo G zum gemeinsamen Abbau von DNA in

C. elegans (Caenorhabditis) wurden bereits beschrieben (Kalinowska et al. 2005, Wang
et al. 2002). Sicher ist ihre Translokation von den Mitochondrien in den Zellkern und
die Wirkung als Caspase-unabhingige DNase. Ob die beiden Faktoren bei einer
fehlenden Caspasenaktivierung den Caspasen-vermittelten Zelltod ersetzten konnen,

wird in zukiinftigen Untersuchungen gezeigt werden miissen.

1.10. Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, in vivo Daten der Expression von den Caspase-
unabhédngigen nukledren Apoptosefaktoren in Astrozytomen der WHO-Grade I-IV und
in Normalhirnen zu erhalten. Diese sollen dann mit der Expression von aktivierter
Caspase-3 in denselben Tumoren verglichen werden. Dadurch soll sich das Verstindnis
apoptotischer Vorgiinge in humanen Gliomen verbessern, da bisher noch keine Briicke
zwischen dem klassischen Caspasen-vermittelten Zelltod und der Caspasen-
unabhédngigen Apoptose geschlagen werden konnte.

Das Gebiet der Apoptoseforschung bietet mogliche neue Erkenntnisse iiber die
regulatorischen Vorgidnge in der Tumorzelle bis hin zum Verstindnis der malignen
Entartung. Aufgedeckte Defekte in der apoptotischen Regulation sind heute fiir viele
Tumore bekannt (z. B. Bcl-2 Uberexpression beim follikuliren Lymphom).

Darum erfolgt die immunhistochemische Evaluation der Apoptosefaktoren an Primér-
und Rezidivtumoren, im Zentrum der Tumore sowie in der Infiltrationszone, um hier
eventuelle zeitliche oder regionale Unterschiede aufzudecken.

Weiter soll der Einfluss der Expressionsraten auf das Uberleben der Patienten analysiert
werden. Damit konnten direkte Assoziationen der Faktoren mit dem Verhalten der
einzelnen Tumore beurteilt werden und eventuell Anhaltspunkte fiir zukiinftige

Therapien der Hirntumore gewonnen werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Definition und Auswahl der Gewebeproben

Fiir die vorliegende Arbeit wurden Gewebeproben aus dem Institut fiir Hirnforschung
der Universitit Tiibingen, die von 1993 bis 2003 in der neurochirurgischen Abteilung
der Universitétsklinik Tiibingen entnommen wurden, verwendet.

Darin enthalten sind 26 pilozytische Astrozytome WHO-Grad I, 37 diffuse Astrozytome
WHO-Grad II (davon 29 fibrilldre, fiinf gemistozytire, drei protoplastische), 52
anaplastische Astrozytome WHO-Grad III und 79 primidre Glioblastome WHO-Grad
IV, das heiit keines der Glioblastome ist sekundidr aus einem niedriggradigen
Astrozytom entstanden. Zusétzlich wurden von 25 Glioblastomen korrespondierende
Infiltrationszonen definiert, an denen der Tumor sich in die Peripherie ausdehnt. Von 31
primiren Glioblastomen wurden die Erstrezidive in die Untersuchung miteinbezogen.
Zur Kontrolle an gesundem Hirngewebe wurden 23 Gewebeproben aus der
Normalhirnbank des Instituts fiir Hirnforschung Tiibingen herangezogen.

Die Reevaluation der Tumore erfolgte durch mindestens zwei Neuropathologen, wobei
nur eindeutig nach den WHO-Kriterien (Kleihues und Cavenne 2000) klassifizierbare
Tumoren in die Untersuchung eingeschlossen wurden. Die Infiltrationszonen fiir die
WHO-Grad IV Tumoren wurden anhand einer -in Vergleich zum Tumorzentrum- etwa
auf die Hilfte erniedrigten Zelldichte, geringgradiger Aplasiezeichen sowie eindeutig
erkennbarem residualen ZNS-Gewebe festgelegt.

Der Verwendung der Tumor-Paraffinblocke der Patientinnen und Patienten wurde durch

die Ethikkommission der Universitit Tiibingen zugestimmt.

2.1.1. Herstellung histologischer Priparate

Die Tumoren wurden in 4%-igem Formalin in phosphatgepufferter Formalinlésung
fixiert (pH 7,4). Die Entwésserung erfolgte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%,
70%, 80%, 96%), zweimal in einem Gemisch aus 100% Alkohol und Chloroform und
zweimal in unverdiinntem Chloroform. Danach wurden die Tumore in Paraffin

eingebettet.
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Von den Paraffinblocken wurden am Mikrotom (Microm HM 355 S, Walldorf,
Germany) 5 um dicke Schnitte gewonnen und diese auf Silan-beschichtete Objekttriger

(SuperFrost Plus, Microm International, Walldorf, Deutschland) aufgezogen.

2.2. Tissue Microarrays

Die Gewebeaufarbeitung mittels Tissue Microarray (TMA) Dbietet bei
immunhistochemischen Untersuchungen den Vorteil eines schnelleren und somit
effizienteren Screeningverfahrens der Tumoren im Vergleich zur konventionellen
Immunhistochemie.

Im TMA-Verfahren, das erstmals 1998 (Kononen et al. 1998) beschrieben wurde,
konnen bis zu 1000 Gewebeproben in einen Paraffinblock eingebracht und spiter
untersucht werden. In dieser Arbeit wurden Paraffinblocke mit bis zu 108
Gewebezylindern verwendet.

Um fiir den jeweiligen Tumor repréasentative Areale zu gewinnen, wurden zunichst die
konventionellen H.E.-Farbungen der Donor-Tumoren lichtmikroskopisch untersucht
und dabei das Gebiet fiir den TMA-Paraffinblock mit Filzstift markiert. Mit diesem
Vorgehen konnte verhindert werden, dass sich im TMA-Block unerwiinschte
Gewebezonen wie Nekrosen oder Einblutungen befinden.

Mit der TMA-Maschine (Beecher Instruments Inc., Sun Prairie; WI, USA) wurden die
Tissue Microarrays nach der Methode von Kononen hergestellt (Kononen et al. 1998).
Dabei wurden in einen frischen Paraffinblock Locher im Abstand von 1,5 mm gestanzt
und diese sofort danach mit dem Gewebezylinder aus dem Donor-Tumorblock
aufgefiillt. Schrauben in der Plattform der TMA-Maschine sicherten eine exakte
Positionierung des Paraffinblocks.

Die Gewebezylinder haben einen Durchmesser von 0,6 mm. Die Anzahl der Zylinder
pro Paraffinblock wurde auf 110 Stiick limitiert (maximal elf Reihen und zehn Spalten),
um Gewebeverluste durch Ablosung der Tumorproben vom Objekttriger bei der
spateren Préaparatherstellung zu minimieren.

Die fertigen TMA-Paraffinblocke wurden mit einem auf 42° Celsius vorgeheizten
Objekttriager versiegelt, wodurch ein Herausgleiten des Gewebes beim Schneidevorgang

verhindert werden konnte. Von diesen TMA-Blocken wurden fiir die
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immunhistochemische Untersuchungen 5 um dicke Schnitte auf Silan-beschichtete
Objekttriger (SuperFrost Plus, Microm International, Walldorf, Deutschland)

aufgezogen. Die Antrocknung der Paraffinschnitte erfolgte im Brutschrank bei 37°

Celsius.

Abbildung 2: MTA-1 Manual Tissue Arrayer (Beecher Instruments; Abbildung nach

Daiichi pure chemicals Co., Ltd).

Abbildung 3: Tissue Micro Array Paraffin-Block mit 50 Herz-Biopsien und
entsprechendem Schnitt in HE-Firbung (Abbildung nach Daiichi pure chemicals
Co., Ltd).
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2.3. Immunhistochemie

2.3.1. Allgemeines

Die Immunhistochemie (IHC) ermoglicht den Nachweis bestimmter Proteine
beziehungsweise Antigene in Gewebeschnitten mit Hilfe spezifischer Antikorper.
Hierbei binden so genannte Primérantikrper mit ihrem F(ab)-Fragment an
Proteinabschnitte (Epitope), die sich beispielsweise auf der Zellmembran oder im
Zytoplasma befinden. Diese Primidrantikorper konnen je nach Herstellungsart
monoklonal oder polyklonal sein. Monoklonale Antikorper sind gegen ein bestimmtes
Epitop des Zielproteins gerichtet, wihrend polyklonale Antikérper gegen mehrere
Proteinepitope gerichtet sind.

Durch eine Ausbildung kovalenter Bindungen zwischen Proteinen und dem Formalin ist
eine Antigendemaskierung notwendig. Durch diese Bindungen kommt es zu
Proteindenaturierung mit sterischen Konformationsdnderungen, wodurch die
Zielproteine verdeckt werden und sich dadurch der Antikorperbindung entziehen. Durch
eine thermische Vorbehandlung, meist in einem Mikrowellenherd im Pufferbad, werden
die Proteine renaturiert und die maskierten Epitope damit freigelegt.

Um das erfolgreiche Binden des Primédrantikorpers an das Zielprotein darzustellen, wird
zunichst ein Sekunddrantikorper auf den Objekttrager gegeben. Dieser bindet an das Fc-
Fragment des Primérantikorpers und trigt an seinem Fc-Teil Biotin kovalent gebunden,
was fiir die weitere Farbereaktion entscheidend ist. Hierbei wurde fiir die
immunhistochemischen Untersuchungen in dieser Arbeit die Avidin-Biotin-Komplex-
(ABC-) Methode (nach Hsu et al. 1981) angewandt. Das zugrunde liegende Prinzip
macht sich die starke Affinitdt zwischen Avidin und Biotin zu Nutze. Der Avidin-
Biotin-Peroxidase-Komplex  reagiert mit dem  biotinylierten = Ende  des
Sekundérantikorpers und fiihrt somit zu einer Ansammlung an Peroxidase in Folge der
Bindung des Primérantikdrpers an das Zielprotein. Nach Zugabe des Farbstoffes
Diaminobenzidin (DAB) wird der Enzymkomplex zu einem braunen Niederschlag im

Bereich umgesetzt, der lichtmikroskopisch sichtbar ist.
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Avidin-Biotin-Komplex-Methode
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Abbildung 4: Avidin-Biotin-Komplex-Methode (Abbildung nach Herzog 2005).

2.3.2. Antikorper

Zum Nachweis von Apoptosis-Inducing-Factor (AIF) wurde der polyklonale Antikorper
AB 16501 Rabbit anti-AIF der Firma Chemicon International (jetzt Millipore, Billerica,
USA) verwendet. Der Antikorper bindet die Aminosduresequenz 517-531 des Proteins.
Fiir die Detektion von Endonuklease G (Endo G) wurde der polyklonale Antikdrper AB
3639 Rabbit anti-Endonuklease G der Firma Chemicon International (jetzt Millipore,
Billerica, USA) genutzt. Er ist gegen die Aminosduresequenz 55-70 des Proteins
gerichtet.

Zur Ermittlung des Vorkommens von aktivierter Caspase-3 (cleaved caspase-3) wurde
der monoklonale Antikorper gegen Cleaved Caspase-3 (Asp 175) (5A1) (Rabbit; Cell
Signaling Technology, Danvers, USA) verwendet, der gegen Aspl75 des grof3en
Fragments der gespaltenen Procaspase-3 gerichtet ist und nicht die ungespaltene
Procaspase  oder  Caspasenfragmente  anderer  Caspasen  detektiert.  Die
immunhistochemischen Farbungen wurden fiir alle oben erwidhnten Tumor- und

Normalhirngewebeproben durchgefiihrt.
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2.3.3. Durchfiihrung der IHC

Die Entparaffinierung der TMA-Schnitte erfolgte im Chloroformbad fiir 30 Minuten,
die Entwisserung in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 100%, 96%, 70%, Aqua
dest.) fiir jeweils zwei Minuten. Zur Freilegung der Antigene wurden die Schnitte fiir 20
Minuten in Zitratpuffer (pH 6,0) in einem Mikrowellenofen bei 800 Watt gekocht. Nach
dem Abkiihlen wurde die endogene Peroxidase-Aktivitit mit 1% H,O, in 100%
Methanol (15 Minuten) geblockt. Die Bindung der Antikorper an unspezifische
Bindungsstellen wurde durch die Inkubation (15 Minuten) in 1:10 verdiinntem
Schweineserum in TBS-Losung verhindert.

Danach folgte die Inkubation der Primirantikorper bei 4° Celsius. Anti-Endo G wurde
1:50 in TBS-Losung verdiinnt fiir 60 Minuten. aufgetragen, Anti-Cleaved Caspase-3
wurde iiber Nacht in 1:100 TBS-Losung inkubiert. Nach dem Abwaschen wurde der
biotniylierte anti-Rabbit F(ab‘),-Briickenantikorper (Dako Cytomation, Carpinteria, CA,
USA) 1:400 verdiinnt fiir 30 Minuten auf die Schnitte gegeben. Nach einem Waschgang
erfolgte die Behandlung des Gewebes mit dem Peroxidase-gekoppelten Avidin-Biotin-
Komplex (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, USA) fiir 30 Minuten. Nach erneutem
Waschgang wurden die mit 3,3°-Diaminobenzidin (DAB, Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) als Chromogen entwickelt, um die spezifische Antigen-Antikorper-
Reaktion in den Tumorzellen sichtbar zu machen (Hsu et al. 1981).

Zur Orientierung auf den Prédparaten und zur Erleichterung der Auszidhlung wurden die
Schnitte mit Hidmatoxylin gegengefirbt, woran sich eine kurze Differenzierung der
Préaparate in HCI-Alkohol (0,1%) anschloss. Danach durchliefen die Schnitte eine
aufsteigende Alkoholreihe zur Entwisserung (70%, 96%, 100%, 100%, jeweils zwei
Minuten) und drei mal fiinf Minuten Xylol, wonach sie mit einem Deckglas versehen
wurden.

Bei jedem Farbegang mit dem polyklonalen Antikorper Anti-Endo G wurde eine
Negativkontrolle durchgefiihrt, bei der wihrend der Primirantikorper-Inkubation in
reiner TBS-Losung inkubiert wurde. Beim Firben mit dem monoklonalen Antikorper
Anti-Cleaved Caspase-3 wurden Isotypenkontrollen durchgefiihrt. Dabei ersetzte ein

Rabbit Anti-IgG;-Antikorper in entsprechender Verdiinnung den Primérantikorper.
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Hierdurch konnten unspezifische Reaktionen der Detektionsmethode in den
Tumorzellen ausgeschlossen werden.

Beim Firben von AIF mit dem Benchmark Immunochemistry System (Ventana,
Strasbourg, Frankreich) wurde die endogene Peroxisase-Aktivitit der Gewebe in 3%
H,O; fiir 14 Minuten. geblockt. Dann folgte die aufbereitende Vorbehandlung fiir die
Immunfirbung fiir 68 Minuten, wonach der Anti-AIF-Antikorper 1:50 in TBS-Losung
verdiinnt auf die Schnitte gegeben wurde. An die 32 Minuten. dauernde Inkubation
schlossen sich zwei Verstarkungsschritte fiir jeweils acht Minuten. Als Negativkontrolle
wurde nach dem oben genannten Prinzip Schnitte mit reiner TBS-Losung inkubiert.
Danach wurden die Schnitte mit einem Avidin- und einem Biotin-Blocker fiir vier
Minuten. und mit dem I-View-Biotin Ig (Ventana) fiir acht Minuten. behandelt. Fiir die
Visualisierung in Diaminobenzidin (DAB) erfolgte die Behandlung mit I-View SA-
HRP fiir acht Minuten. und dann in DAB/ H,0, fiir weitere acht Minuten. Am Ende
folgte die Inkubation mit einem Kupfer-Verstiarker (Ventana) fiir vier Minuten, an die
sich die Gegenfarbung der Zellkerne mit Himatoxylin und die Entwisserung in der

aufsteigenden Alkoholreihe anschlossen.

2.4. Lichtmikroskopische Auswertung

Die Auswertung erfolgte an einem Lichtmikroskop (Olympus, BX50, Hamburg,
Deutschland) in 40-facher Vergroerung. Mit Hilfe eines Zidhlokulars wurden von jeder
Tumor- und Normalhirnprobe die Kistchen bis 200 Zellen inklusive der weiteren Zellen
im letzten Kéastchen gezihlt. Bei geringerem Zellvorkommen wurden alle Késtchen des
Zihlokulars, die iiber der Gewebeprobe anzuordnen waren, ausgezéhlt. Dadurch konnte
zusitzlich noch die Zelldichte in Zellen pro mm des Gewebes zuverldssig ermittelt

werden.
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Eine eindeutige nukledre oder zytoplasmatische Fidrbung wurde bei allen drei
Teiluntersuchungen als positiv gewertet.

Nicht beriicksichtigt wurden Blutgefiae, Neurone, Zellen des Immunsystems sowie
positiv gefarbte Strukturen, die nicht eindeutig einer Zelle zugeordnet werden konnten.
Alle in dieser Arbeit gezeigten Abbildungen wurden mit der Digitalkamera Olympus-
Camedia E-20 P (Olympus, Hamburg, Deutschland) aufgenommen.

2.5. Erfassung der Uberlebensdaten

Die Erfassung der Patientendaten (Alter, Geschlecht, Uberleben) erfolgte in
Zusammenarbeit mit der Abteilung fiir Allgemeine Neurologie und der Abteilung fiir
Neurochirurgie des Universitidtsklinikums Tiibingen. Alter, Geschlecht und sehr wenige
Uberlebenszeitriume waren direkt aus der Patientenakte ersichtlich. Die Mehrheit der
Uberlebensdaten wurde jedoch durch personlichen Kontakt zu den Patienten oder deren
Hinterbliebenen gewonnen.

Der 15. Dezember 2005 wurde als Ende der Datengewinnung festgelegt. Die an einem
Astrozytom erkrankten Patienten konnten bis zu 12,6 Jahre zuriickverfolgt werden.
Innerhalb dieses Zeitraums starben 102 Patienten nach einem mittleren Uberleben von
22,2 Monaten. 78 Patienten waren noch am Leben bei einem Mittelwert der
Riickverfolgung von 44,4 Monaten. 54 der 102 Verstorbenen wurden mir einem WHO-
Grad IV Tumor diagnostiziert, 31 mit WHO-Grad III, 16 mit WHO-Grad II und ein
Verstorbener mit WHO-Grad 1.

Von 14 Patienten verlor sich die Spur unmittelbar nach der Operation, so dass diese

Gruppe nicht in die Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse miteinbezogen werden konnte.
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2.6. Statistische Auswertung

Die Werte des Anteils an positiven Zellen wurden in den Arcussinus der Quadratwurzel
transformiert. Die arithmetischen Mittel wurden mittels der ,,one-way analysis of
variance (ANOVA) verglichen und der post-hoc Vergleich wurde mit dem Tukey-
Kramer’s HSD Test unter Einhaltung einer 5%-Signifikanzschwelle durchgefiihrt. Um
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen zu analysieren, wurden
individuelle p-Werte mit dem Arcussinus der Quadratwurzel berechnet. Der
individuelle, paarweise Vergleich wurde mit dem Student t-test durchgefiihrt.

Die riicktransformierten Mittelwerte werden zusammen mit ihrem 95%-
Konfidenzintervall (KI) angegeben. Signifikante Unterschiede sind wie folgt
angegeben: * 0.01<p<0.05, ** 0.0001<p<0.01 und *** p<0.0001.

Um das Uberleben der Patienten zu beschreiben, wurde eine univariate Kaplan-Meier
Uberlebensanalyse bei WHO-Grad II, III und IV Tumoren durchgefiihrt. Fiir die
Kaplan-Meier-Analyse wurden drei gleich groe Gruppen pro Antikorper mit hoher,
mittlerer und niedriger Proteinexpression (Terzile) gebildet. Der Vergleich der
Uberlebenskurven erfolgte mit Hilfe des Wilkoxon Tests fiir zensierte Daten.
Exponentielle Verteilungen wurden mit Hilfe des maximal likelihood Verfahrens den
individuellen Uberlebenskurven angepasst und mit dem likelihood ratio Kriterium auf
Unterschiede getestet. Die Anpassung der p-Werte aufgrund von multiplem Testen
erfolgte mit der Methode von Bonferroni-Holm.

Fiir alle statistischen Berechnungen wurde das Programm JMP IN 5.1 verwendet.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Auswertung der Zellzahl

3.1.1. Zelldichte in Astrozytomen

Es konnte in Astrozytomen ein statistisch signifikanter Anstieg der Gesamtzellzahl pro
mm? von niedriggradigen Astrozytomen WHO-Grad I und II zu anaplastischen
Astrozytomen WHO Grad III sowie von WHO-Grad III Tumoren zu Glioblastomen
WHO-Grad IV nachgewiesen werden. Ein leichter, jedoch statistisch nicht signifikanter

Abfall der Zellzahl ist bei den diffusen Astrozytomen WHO-Grad II zu beobachten.
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Abbildung 5: Gesamtzellzahl pro mm? in Astrozytomen WHO-Grad I-1V.
Darstellung der Mittelwerte mit ihren 95%-Konfidenzintervallen.

Erldauterung zur Darstellung signifikanter Unterschiede in den Abbildungen:

*0.01<p<0.05, ** 0.0001<p=<0.01 und *** p<0.0001
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Der Mittelwert fiir die pilozytischen Astrozytome WHO-Grad I betrug 2400 Zellen/mm?
(95% Konfidenzintervall (KI) 1300-3500 Zellen/mm?2), fiir diffuse Astrozytome WHO
Grad II 2000 Zellen/'mm? (95% KI 1200-2900 Zellen/mm?2), fiir anaplastische
Astrozytome WHO Grad III 3800 Zellen/ mm? (95% KI 3100-4500 Zellen/ mm?) und
fiir Glioblastome WHO-Grad IV 5400 Zellen/ mm?2 (95% KI 4800-6000 Zellen/ mm?2).
Werden die einzelnen Tumorgruppen miteinander verglichen, ergeben sich folgende p-
Werte: Grad I zu II: p=0,56, Grad I zu III: p=0,037, Grad I zu IV: p<0,0001, Grad II zu
II: p=0,0016, Grad II zu IV: p<0,0001 und Grad III zu I'V: p=0,0005.

Diese Ergebnisse stimmen mit den histopathologischen Beobachtungen iiberein und

zeigen die Zuverldssigkeit der Gewebeauswahl.

3.1.2. Zelldichte in Tumorzentrum und Infiltrationszone

In den Infiltrationszonen der 25 untersuchten Glioblastome zeigte sich ein Mittelwert
von 2000 Zellen/'mm? (95% KI 1200-2900 Zellen/mm?), fiir die dazugehorigen
Tumorzentren ergab sich ein Mittelwert von 4800 Zellen/mm? (95% KI 3900-5600
Zellen/mm?). Damit ergibt sich eine hoch signifikante Abnahme der Zelldichte in den
Infiltrationszonen mit einem p-Wert<0,0001 (bei einer mittleren Differenz von 2700
Zellen/mm?, 95% KI 1800-3700).

Im Vergleich mit der Zelldichte in der weillen Substanz der Normalhirnproben, wo man
eine Zelldichte von 1000 Zellen/mm?2 (95% KI 900-1200 Zellen/mm?) fand, war die

Zelldichte in der Infiltrationszone deutlich hoher.
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Abbildung 6: Darstellung der matched-pairs Analyse der Zelldichte in
Tumorzentrum und Infiltrationszone beim Glioblastom (n=25). Zusammengehorige

Gewebepaare sind mit einer Linie verbunden.

3.1.3. Zelldichte bei Rezidiv im Vergleich zum Primértumor

Bei 30 untersuchten Rezidiven im Vergleich mit korrespondierenden, priméren
Glioblastomen kam es zu einem signifikanten Abfall der Zellzahl pro mm? mit einem p-
Wert von 0,013 (bei einer mittleren Differenz von 2200 Zellen/mm?2, 95% KI 800-
3800).
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Abbildung 7: Darstellung der matched-pairs Analyse der Zelldichte von priméren
Glioblastomen und ihren Rezidiven (n=30). Zusammengehorige Gewebepaare sind

mit einer Linie verbunden.
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3.2. Expression der Apoptosefaktoren

3.2.1. Allgemeine Expression von AIF in Astrozytomen und Normalhirn

Fiir pilozytische Astrozytome WHO-Grad I ergab sich ein Mittelwert von 2,4% (95%
KI 0,7-5,2%) AIF-immunreaktiver Zellen. Fiir diffuse Astrozytome WHO-Grad II
wurde ein Mittelwert von 10,6% (95% KI 7,3-14,5%), fiir anaplastische Astrozytome
WHO-Grad III ein Mittelwert von 14,2% (95% KI 10,9-17,9%) und fiir Glioblastome
WHO Grad IV ein Mittelwert von 10,9% (95% KI 8,5-13,6%) ermittelt.

Im statistischen Vergleich ergibt sich fiir die Expression von AIF in den vier
verschiedenen Tumorgruppen ein signifikant niedrigeres Expressionsmuster bei WHO-
Grad I Tumoren im Vergleich zu allen drei anderen WHO-Graden (I zu II: p=0,0002, 1
zu III: p=0,0005 und I zu IV: p<0,0001). Innerhalb der Tumore vom WHO-Grad II, III

und IV gab es keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 8: Expression von AIF in Astrozytomen WHO-Grad I-1V. Darstellung

der Mittelwerte mit ihren 95%-Konfidenzintervallen.
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In den 22 untersuchten Normalhirnproben lag der Mittelwert der prozentual gefédrbten
Zellen in der grauen Substanz bei 1,3% (95% KI 0,3-3,0) und in der weillen Substanz
bei 0,05% (95% KI 0,00-0,16). Der paarweise Vergleich der Expression von AIF in
Normalhirnproben ergab eine signifikant erhohte Expressionsrate in der grauen

Substanz im Vergleich zur weilen Substanz (p=0,02).
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Abbildung 9: Darstellung der matched-pairs Analyse der AIF-immunreaktiven
Zellen in grauer und weiBler Substanz im paarweisen Vergleich (n=22).

Zusammengehorige Gewebepaare sind mit einer Linie verbunden.
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Abbildung 10: Reprisentative Auswahl der immunhistochemischen Firbungen von
AIF in Astrozytomen WHO-Grad I-IV und in Normalhirnkontrollen. Die Bilder
sind wie folgt angeordnet: Pilozytisches Astrozytom WHO-Grad I (a), diffuses
Astrozytom WHO-Grad II (b), anaplastisches Astrozytom WHO-Grad III (c),
Glioblastom WHO-Grad IV (d) sowie Rinde (e) und Mark (f) der
Normalhirnkontrollen. Die Mittelwerte der AIF-immunreaktiven Zellen, deren 95%-
Konfidenzintervall und signifikante Unterschiede der Proteinexpression unter den vier

Tumorgruppen sind der oben stehenden Grafik zu entnehmen.
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3.2.2. Allgemeine Expression von Endonuklease G in Astrozytomen und

Normalhirn

Fiir pilozytische Astroytome WHO-Grad I ergab sich ein Mittelwert an Endonuklease G
(Endo G)-immunreaktiven Zellen von 18,8% (95% KI 14,8-23.2%), fiir diffuse
Astrozytome WHO-Grad II ein Mittelwert von 14,6% (95% KI 11,8-17,8%), fiir
anaplastische Astrozytome WHO-Grad III ein Mittelwert von 22,4% (95% KI 19,5-
25,4) und fiir Glioblastome WHO Grad IV ein Mittelwert von 28,0% (95% KI 25,4-
30,7%), womit sich ein ansteigendes Expressionsmuster von WHO-Grad II zu WHO-
Grad IV feststellen lasst.

In der statistischen Analyse zeigte sich eine signifikant hohere Endo G-Expression in
Glioblastomen WHO-Grad IV im Vergleich zu allen drei anderen Tumorgruppen (I zu
IV: p=0,0009, II zu IV: p=0,0007 und II zu IV: p=0,009). Weiter fand sich eine
signifikant erhohte Expression bei Tumoren vom WHO-Grad III im Vergleich zu

WHO-Grad II (p=0,001).
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Abbildung 11: Expression von Endo G in Astrozytomen WHO-Grad I-1V.

Darstellung der Mittelwerte mit ihren 95%-Konfidenzintervallen.
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In den untersuchten Normalhirnproben (n=22) lag der Mittelwert der prozentual
gefdarbten Zellen in der grauen Substanz bei 26,8% (95% KI 22,8-30,9%) und in der
weillen Substanz bei 8,1% (95% KI 4,4-12,7%). Hierbei zeigten auffillig viele Neurone
ein positives Signal fiir Endo G, was das deutlich hohere Signalniveau in der grauen
Substanz im Vergleich zu AIF erkldrt. Im paarweisen Vergleich fand sich eine
signifikant erhohte Endo G-Expression in der grauen Substanz im Vergleich zur weiflen

Substanz mit einem p-Wert<0,0001.

Endo G positive Zellen in %

graue Substanz weille Substanz
Abbildung 12: Darstellung der matched-pairs Analyse der Endo G-
immunreaktiven Zellen in grauer und weiBler Substanz im paarweisen Vergleich

(n=22). Zusammengehorige Gewebepaare sind mit einer Linie verbunden.
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Abbildung 13: Reprisentative Auswahl der immunhistochemischen Farbungen von
Endonuklease G in Astrozytomen WHO-Grad I-IV und in Normalhirnkontrollen.
Die Bilder sind wie folgt angeordnet: Pilozytisches Astrozytom WHO-Grad 1 (a),
diffuses Astrozytom WHO-Grad II (b), anaplastisches Astrozytom WHO-Grad III (c),
Glioblastom WHO-Grad IV (d) sowie Rinde (e) und Mark (f) der
Normalhirnkontrollen.Die Mittelwerte der Endo G-immunreaktiven Zellen, deren 95 %-
Konfidenzintervall und signifikante Unterschiede der Proteinexpression unter den vier

Tumorgruppen sind der oben stehenden Grafik zu entnehmen.
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3.2.3. Allgemeine Expression von aktivierter Caspase-3 in Astrozytomen und

Normalhirn

Fiir die pilozytischen Astrozytome WHO-Grad I errechnete sich ein Mittelwert der
prozentualen aktivierte Caspase-3-Expression von 23,6% (95% KI 17,2-30,7%). Fiir
diffuse Astrozytome WHO-Grad II zeigte sich ein Mittelwert von 30,0% (95% KI 23,9-
36,4%), fiir anaplastische Astrozytome WHO-Grad III ein Mittelwert von 20,4% (95%
KI 16,0-25,1%) und fiir Glioblastome WHO-Grad IV ein Mittelwert von 6,2% (95% KI
4,2-8,7%).

In der statistischen Analyse zeigte sich in Glioblastomen WHO-Grad IV im Vergleich
zu den Tumoren vom WHO-Grad I, II und III eine signifikant geringere Expression von
aktivierter Caspase-3 (I zu IV: p=0,003, II zu IV: p<0,0001, III zu IV: p=0,001). Des
Weiteren ergab sich zwischen WHO-Grad III und WHO-Grad II eine leicht signifikante
Abnahme der Expression mit einem p-Wert von 0,02. Demnach gibt es ein abfallendes

Expressionsmuster von WHO-Grad II bis WHO-Grad IV.
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Abbildung 14: Expression von aktivierter Caspase-3 in Astrozytomen WHO-Grad
I-IV. Darstellung der Mittelwerte mit ihren 95%-Konfidenzintervallen.
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In der Analyse der Normalhirnproben (n=20) ergab sich ein Mittelwert des relativen
aktivierte Caspase-3-Vorkommens in der grauen Substanz von 8,1% (95% KI 2,7-
16,3%) und in der weilen Substanz ein Mittelwert von 3,6% (95% KI 0,7-8,4%). Im
paarweisen Vergleich zeigte sich eine gering signifikant erhohte Expression von
aktivierter Caspase-3 in der grauen Substanz im Vergleich zur weiBlen Substanz

(p=0,047).
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Abbildung 15: Darstellung der matched-pairs Analyse der aktivierte Caspase-3-
immunreaktiven Zellen in grauer und weiBer Substanz im paarweisen Vergleich

(n=20). Zusammengehorige Gewebepaare sind mit einer Linie verbunden.
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Abbildung 16: Reprisentative Auswahl der immunhistochemischen Firbungen von
aktivierter = Caspase-3 in  Astrozytomen WHO-Grad I-IV und in
Normalhirnkontrollen. Die Bilder sind wie folgt angeordnet: Pilozytisches
Astrozytom WHO-Grad I (a), diffuses Astrozytom WHO-Grad II (b), anaplastisches
Astrozytom WHO-Grad III (¢), Glioblastom WHO-Grad IV (d) sowie Rinde (e) und
Mark (f) der Normalhirnkontrollen. Die Mittelwerte der aktivierte Caspase-3-
immunreaktiven Zellen, deren 95%-Konfidenzintervall und signifikante Unterschiede
der Proteinexpression unter den vier Tumorgruppen sind der oben stehenden Grafik zu

entnehmen.
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3.2.4. AIF-Expression in der Infiltrationszone von Glioblastomen

In den 25 untersuchten Infiltrationszonen primérer Glioblastome fand sich ein
Mittelwert der AIF-immunreaktiven Zellen von 12,6% (95% KI 6,1-21,0%) und in den
dazugehorigen Tumorzentren ein Mittelwert von 13,0% (95% KI 7,7-19,5%). Im
paarweisen Vergleich fand sich kein statistisch signifikanter Unterschied der
Expressionsraten von AIF (p=0,09), wobei die Tendenz zu einer vermehrten Expression

im Tumorzentrum geht.
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Abbildung 17: Darstellung der matched-pairs Analyse der AIF-immunreaktiven
Zellen in Tumorzentrum und Infiltrationszonen (n=25). Zusammengehorige

Gewebepaare sind mit einer Linie verbunden.
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3.2.5. Endo G-Expression in der Infiltrationszone von Glioblastomen

In der immunhistochemischen Farbung von Endo G ergab sich fiir die 25 untersuchten
Infiltrationszonen ein Mittelwert von 28,7% Endo G-positiver Zellen (95% KI 22,1-
35,8%) und fiir die korrespondierenden Tumorzentren ein Mittelwert von 24,3% (95%
KI 20,9-27,9%). Im paarweisen Vergleich zeigte sich kein statistisch signifikanter
Unterschied im Firbeniveau (p=0,24).
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Abbildung 19: Darstellung der matched-pairs Analyse der Endo G-
immunreaktiven Zellen in Tumorzentrum und Infiltrationszone (n=25).

Zusammengehorige Gewebepaare sind mit einer Linie verbunden.
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3.2.6. Expression von aktivierter Caspase-3 in der Infiltrationszone von

Glioblastomen

In den 25 untersuchten Infiltrationszonen lag der Mittelwert von aktivierter Caspase-3
positiven Zellen bei 13,2% (95% KI 10,1-16,7%), in den korrespondierenden
Tumorzentren bei 7,2 % (95% KI 3,2-12,6%). Der paarweise Vergleich zeigte eine
signifikant hohere Expression des Faktors in der Infiltrationszone mit einem p-Wert von
0,028.
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Abbildung 21: Darstellung der matched-pairs Analyse der aktivierte Caspase-3-
immunreaktiven Zellen in Tumorzentrum und Infiltrationszone (n=25).

Zusammengehorige Gewebepaare sind mit einer Linie verbunden.
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Abbildung 23: Reprisentative Auswahl der immunhistochemischen Firbungen der
Tumorzentren (links) und Infiltrationszonen (rechts) fiir AIF (a und b),
Endonuklease G (¢ und d) und aktivierter Caspase-3 (e und f). Fiir aktivierte
Caspase-3 ergab sich eine signifikant hohere Expression in der Infiltrationszone im
Vergleich zum Tumorzentrum (p=0,028). Die Expression von AIF und Endonuklease G

zeigte keinen signifikanten Unterschied.
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3.2.7. AIF-Expression in Glioblastom-Rezidiven

In der Analyse von 30 Rezidivtumoren primérer Glioblastome ergab sich ein Mittelwert
der prozentual AlF-positiven Zellen von 8,8% (95% KI 6,2-12,0%), in den
dazugehorigen Primértumoren ein Mittelwert von 9,3% (95% KI 6,8-12,0%). Im
paarweisen Vergleich zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied der

Expression von AIF in Rezidiv- oder Primédrtumoren (p=0,95).

AlF positive Zellen in %

Primartumor Rezidiv

Abbildung 18: Darstellung der matched-pairs Analyse der AIF-immunreaktiven
Zellen in Priméartumor und Rezidiv beim Glioblastom (n=30). Zusammengehorige

Gewebepaare sind mit einer Linie verbunden.

3.2.8. Endo G-Expression in Glioblastom-Rezidiven

In der Analyse der Expression von Endo G in Rezidivtumoren primérer Glioblastome
(n=31) ergab sich ein Mittelwert der prozentual positiv gefarbten Zellen von 25,1%
(95% KI 21,1-29,2%) und in den dazugehorigen Primédrtumoren ein Mittelwert von
29,4% (95% KI 24,9-34,0%). Im paarweisen Vergleich ergab sich fiir die Expression
von Endo G kein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,09), wobei tendenziell ein

vermehrtes Vorkommen von Endo G in den Priméartumoren festzustellen war.
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Abbildung 20: Darstellung der matched-pairs Analyse der Endo G-
immunreaktiven Zellen in Priméirtumor und Rezidiv beim Glioblastom (n=31).

Zusammengehorige Gewebepaare sind mit einer Linie verbunden.
3.2.9. Expression von aktivierter Caspase-3 in Glioblastom-Rezidiven

In der Untersuchung der Expression von aktivierter Caspase-3 in 31 Rezidivtumoren
primirer Glioblastome ergab sich ein Mittelwert der prozentual gefarbten Zellen von
9,3% (95% KI 5,6-13,8%), in den dazugehorigen Primértumoren ein Mittelwert von
6,4% (95% KI 3,1-10,8). Im paarweisen Vergleich zeigte sich kein statistisch
signifikanter Unterschied (p=0,22).
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Abbildung 22: Darstellung der matched-pairs Analyse der aktivierte Caspase-3-
immunreaktiven Zellen in Priméirtumor und Rezidiv beim Glioblastom (n=31).

Zusammengehorige Gewebepaare sind mit einer Linie verbunden.
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3.2.10. Vergleich der AIF-, Endo G- und aktivierte Caspase-3-Expression iiber
die WHO-Grade I-1V

Im quantitativen Vergleich der immunreaktiven Zellen zeigte sich in pilozytischen
Astrozytomen WHO-Grad I eine signifikant erniedrigte Expression von AIF gegeniiber
Endo G und aktivierter Caspase-3 (AIF zu Endo G: p=0,001, AIF zu aktivierter
Caspase-3: p=0,0002).
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Abbildung 24: Expression von AIF, Endo G und aktivierter Caspase-3 in
pilozytischen Astrozytomen WHO-Grad 1. Darstellung der Mittelwerte mit ihren

95%-Konfidenzintervallen.
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Der quantitative Vergleich der diffusen Astrozytome WHO-Grad II zeigte eine
signifikant hohere Expression von aktivierter Caspase-3 im Vergleich zu AIF (p=0,004)
und Endo G (p=0,0002), wihrend zwischen AIF und Endo G kein nachweisbarer
Unterschied bestand.
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Abbildung 25: Expression von AIF, Endo G und aktivierter Caspase-3 in diffusen
Astrozytomen WHO-Grad II. Darstellung der Mittelwerte mit ihren 95%-

Konfidenzintervallen.

In anaplastischen Astrozytomen WHO-Grad III fand sich eine signifikant niedrigere
Expression von AIF im Vergleich zu Endo G (p=0,001) und aktivierter Caspase-3
(p=0,015), wobei der Mittelwert der AIF-positiven Zellen im Vergleich zu den
pilozytischen Astrozytomen WHO-Grad I deutlich hoher ist (14,2% in Grad III zu 2,4%
in Grad I). Endo G und aktivierte Caspase-3 liegen in den WHO-Grad III Tumoren
ungefihr auf demselben Niveau (Mittelwert 22,4% und 20,4%).
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Abbildung 26: Expression von AIF, Endo G und aktivierter Caspase-3 in
anaplastischen Astrozytomen WHO-Grad III. Darstellung der Mittelwerte mit ihren

95%-Konfidenzintervallen.

In Glioblastomen WHO-Grad IV konnte ein starker Abfall der aktivierte Caspase-3-
Expression im Vergleich zu den diffusen Astrozytomen WHO-Grad II und den
anaplastischen Astrozytomen WHO-Grad ermittelt werden. Mit jeweils einem

p-Wert<0,0001 ist die Expression von aktivierter Caspase-3 und AIF niedriger als von
Endo G. Im Vergleich von aktivierter Caspase-3 mit AIF zeigte sich ebenfalls ein
signifikant niedrigeres Expressionsniveau fiir aktivierte Caspase-3 in Glioblastomen

WHO-Grad IV (p=0,002).
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Abbildung 27: Expression von AIF, Endo G und aktivierter Caspase-3 in
Glioblastomen WHO-Grad IV. Darstellung der Mittelwerte mit ihren 95%-

Konfidenzintervallen.

Die Tumorgrade WHO I-IV betrachtet, zeigte sich durch die ansteigenden
Expressionslevels von AIF und Endo G (siehe 3.2.1 und 3.2.2) und das abnehmende
Expressionsprofil von aktivierter Caspase-3 (siehe 3.2.3) im direkten Vergleich ein
gegenldufiges Bild. Quantitativ ldsst sich in den niedriggradigen Gliomen vermehrt
aktivierte Caspase-3 detektieren, wihrend im Glioblastom WHO-Grad IV AIF und

Endo G hochsignifikant hidufiger nachweisbar sind als aktivierte Caspase-3.

3.2.11. Fallweise Korrelation der Antikorper

Es zeigte sich ein hochsignifikanter Zusammenhang der Proteinexpression zwischen
AIF und Endo G in anaplastischen Astrozytomen WHO Grad III (p=0,0003,
Korrelationskoeffizient = 0,5 mit einem 95% KI von 0,25 bis 0,68, n=49), zwischen
AIF und aktivierter Caspase-3 in diffusen Astrozytomen WHO-Grad II (p=0,0001,
Korrelationskoeffizient = 0,61 mit einem 95% KI von 0,34 bis 0,78, n=35) und
zwischen Endo G und aktivierter Caspase-3 in Glioblastomen WHO-Grad IV (p=0,006,
Korrelationskoeffizient = 0,31 mit einem 95% KI von 0,09 bis 0,5, n=75). Ansonsten
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fand sich iiber die vier Tumorgrade keine positive oder negative Korrelation unter den

drei Proteinen.
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Abbildung 28: Darstellung der fallweisen Korrelation der drei Faktoren. Es fanden
sich positive Korrelationen von (a) Endo G mit AIF in WHO-Grad III Tumoren
(p=0,0003, KK=0,5), (b) von AIF und aktivierter Caspase-3 in WHO-Grad II Tumoren
(p=0,0001, KK=0,61) (¢) und von Endo G und aktivierter Caspase-3 in Glioblastomen
WHO-Grad IV (p=0,006, KK=0,31).
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3.2.12. Korrelation der Expression mit der Zelldichte

Fiir die Korrelation der Protein-Expression mit der Zelldichte ergab sich fiir AIF eine
abnehmende Expression mit zunehmender Zelldichte in anaplastischen Astrozytomen
WHO-Grad III (p=0,03, Korrelationskoeffizient -0,3 mit einem 95% KI von -0,53 bis
-0,02, n=50) und in Glioblastomen WHO-Grad IV (p=0,03, Korrelationskoeffizient -
0,26 mit einem 95% KI von -0,46 bis -0,03, n=74). Fiir Endo G zeigte sich eine stark
abnehmende Expression mit zunehmender Zelldichte beim Glioblastom WHO-Grad IV
(p=0,007, Korrelationskoeffizient -0,3 mit einem 95% KI von -0,5 bis -0,08, n=75). Fiir
die aktivierte Caspase-3 konnte lediglich eine statistisch signifikante negative
Korrelation zwischen Proteinexpression und Zelldichte bei pilozytischen Astrozytomen
WHO-Grad I nachgewiesen werden (p=0,004, Korrelationskoeffizient -0,55 mit einem
95% KI von -0,77 bis -0,19, n=26). Es zeigte tendenziell auch beim Glioblastom WHO-
Grad 1V ein negativer Zusammenhang (p=0,09).
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Abbildung 29: Darstellung der Korrelation der Expression mit der Zelldichte. Es
fanden sich negative Korrelationen der Expression von (a) AIF mit der Zelldichte in
WHO-Grad III Tumoren (p=0,03, KK=-0,3, n=50), (b) der Expression von AIF mit der
Zelldichte beim Glioblastom WHO-Grad IV (p=0,03, KK=-0,26, n=74), (c¢) der
Expression von Endo G mit der Zelldichte beim Glioblastom WHO-Grad IV (p=0,007,
KK=-0,3, n=75) und (d) Korrelation der Expression von aktivierter Caspase-3 beim

pilozytischen Astrozytom WHO-Grad 1 (p=0,004, KK=-0,55, n=26).
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3.2.13. Korrelation der Proteinexpression mit dem Patientenalter

Bei der Analyse von Proteinexpression in Abhédngigkeit vom Patientenalter fand sich
der einzige statistisch signifikante Zusammenhang bei der Expression von AIF in
anaplastischen Astrozytomen WHO-Grad III. Mit einem p-Wert von 0,049 zeigte sich
eine geringere Expression mit steigendem Alter (Korrelationskoeffizient -0,28 mit

einem 95% KI von -0,51 bis -0,005, n=51).
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Abbildung 30: Darstellung der Korrelation von AIF-Expression in anaplastischen
Astrozytomen WHO-Grad III und dem Alter der Patienten zum Zeitpunkt der
Operation (n=51).
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3.3. Kaplan-Meier-Analyse

3.3.1. Assoziation von Proteinexpression mit der Uberlebenszeit

Die statistische Auswertung der zuriickverfolgten Uberlebenszeiten der Astrozytom-
Patienten mit Tumoren der WHO-Grade II, III oder IV ergab in anaplastischen
Astrozytomen WHO-Grad III ein signifikantes Ergebnis fiir AIF. Die pilozytischen
Astrozytome WHO-Grad I fanden in der Uberlebensanalyse keine Beriicksichtigung, da
im Beobachtungszeitraum lediglich ein Patient verstorben ist.

In anaplastischen Astrozytomen WHO-Grad III korrelierte eine hohe AIF-Expression
mit einer lingeren Uberlebenszeit (p=0,0157). Da diese Analyse jedoch auch fiir Grad II
und Grad IV Tumore angewendet wurde, war eine Bonferroni-Holm-Korrektur des
ermittelten p-Wertes notwendig, um den Einfluss des multiplen Testens auszuschlieen.
Somit liegt der p-Wert bei 0,0471, was lediglich eine gering signifikante Assoziation
zwischen hoher AIF-Expression und lingerem Uberleben der Patienten mit
anaplastischen Astrozytomen WHO-Grad III bedeutet, das 5%-Signifikanzniveau
jedoch noch einhilt.

Fiir Endo G erreicht die errechnete, leichte positive Korrelation der Expression mit dem
Uberleben (p=0,039) in anaplastischen Astrozytomen WHO-Grad III nach der
Bonferroni-Holm-Korrektur keinen signifikanten Wert mehr. Die anderen beiden
Tumorgruppen (WHO-Grad II und IV) zeigten keine Assoziation der Expression von
AIF und Endo G mit dem Uberleben.

Fiir die Expression von aktivierter Caspase-3 gab es keine statistisch signifikante

Assoziation mit dem Uberleben in allen WHO-Graden.
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3.3.2. Kaplan-Meier-Analyse fiir AIF, Endo G und aktivierte Caspase-3 in WHO-
Grad II-IV Tumoren

Fiir diese Untersuchung wurden fiir jeden der drei Faktoren folgende Terzile gebildet:

1: niedrige Expression

2: mittlere Expression

3: hohe Expression

Dadurch sollte eine mogliche Assoziation der Proteinexpression mit dem Uberleben der
Patienten in WHO-Grad II-IV Tumoren veranschaulicht werden.

Fiir AIF in anaplastischen Astrozytomen WHO-Grad III zeigte sich ein signifikant
lingeres Uberleben der Gruppe 3 mit hoher (n verstorben=7, n zensiert=8) und der
Gruppe 2 mittlerer Expression (n verstorben=10, n zensiert=6) im Vergleich zur Gruppe
1 mit niedriger Expression (n verstorben=13, n zensiert=2). Dabei ergaben sich im
Wilkoxon Test im Vergleich der Gruppen folgende p-Werte: 1 zu 3: p=0,005, 1 zu 2:
p=0,02 und 3 zu 2: p=0,55). Der Mittelwert der Uberlebenszeit in Gruppe 1 betrug 1,3
Jahre (95% KI 0,5-2,1 Jahre), in Gruppe 2 4,1 Jahre (95% KI 1,5-7,9 Jahre) und in
Gruppe 3 4,6 Jahre (95% KI 2,8-... Jahre). In diffusen Astrozytomen WHO-Grad II und
in Glioblastomen WHO-Grad IV fanden sich keine signifikanten Ergebnisse fiir die
AIF-Expression (globales Signifikanzniveau im Wilkoxon Test fiir AIF in WHO-Grad
II: p=0,49 und in WHO-Grad IV p=0,53).

Fiir alle Kaplan-Meier-Analysen von Endo G und aktivierter Caspase-3 konnte keine
signifikante ~ Assoziation mit dem Uberleben ermittelt werden (globales
Signifikanzniveau im Wilkoxon Test fiir Endo G in WHO-Grad II: p=0,25, WHO-Grad
II: p=0,23, WHO-Grad IV: p=0,67 und fiir aktivierte Caspase-3 in WHO-Grad II:
p=0,17, WHO-Grad III: p=0,38 WHO-Grad IV: p=0,7). Die Expression von Endo G in
anaplastischen Astrozytomen WHO-Grad III fiel in dieser Analyse auf ein globales
Signifikanzniveau im Wilkoxon Test von p=0,23 ab. Somit ist wie nach der Bonferroni-
Holm-Korrektur der Korrelationsanalyse in 3.3.1 von keinem signifikanten
Zusammenhang der Endo G-Expression mit dem Uberleben in Astrozytomen WHO-

Grad IIT auszugehen.
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Abbildung 31: Kaplan-Meier-Analysen von AIF in Astrozytomen WHO-Grad I1
(a), IIT (b) und IV (c). Fiir die anaplastischen Astrozytome WHO-Grad III zeigte sich
ein signifikant lingeres Uberleben der Gruppen mit hoher (3) und mittlerer Expression
(2) im Vergleich zur Gruppe 1 mit niedriger Expression (3 zu 1: p=0,005, 2 zu 1:
p=0,002). In WHO-Grad II und IV Tumoren zeigte sich kein statistisch signifikantes
Ergebnis.
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Abbildung 32: Kaplan-Meier-Analysen von Endo G in Astrozytomen WHO-Grad
II (a), III (b) und IV (c¢). In den drei Tumorgruppen zeigte sich kein signifikanter
Zusammenhang der Endo G-Expression (Gruppe 1: niedrige Expression, Gruppe 2:

mittlere Expression, Gruppe 3: hohe Expression) mit dem Uberleben.
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Abbildung 33: Kaplan-Meier-Analysen von aktivierter Caspase-3 in Astrozytomen
WHO-Grad 1I (a), IIT (b) und IV (c). In den drei Tumorgruppen zeigte sich kein
signifikanter Zusammenhang der aktivierte Caspase-3-Expression (Gruppe 1: niedrige
Expression, Gruppe 2: mittlere Expression, Gruppe 3: hohe Expression) mit dem

Uberleben.
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3.3.3. Der Einfluss des Alters auf das Uberleben

Die Korrelationsanalyse des Alters zum Zeitpunkt der Operation mit dem Uberleben
ergab ein hochsignifikantes Ergebnis fiir alle Tumorgruppen WHO-Grad II, III und IV.
Ein hohes Lebensalter war mit einem kiirzeren postoperativen Uberleben verbunden in
diffusen Astrozytomen mit p=0,01, in anaplastischen Astrozytomen mit p=0,0003 und
in Glioblastomen mit p=0,0003.

Weiter wurde ein statistischer Abgleich der altersbedingten Assoziation des Uberlebens
mit der Proteinexpression auf das Uberleben durchgefiihrt. Fiir die Expression von AIF
in anaplastischen Astrozytomen WHO-Grad III fand sich eine schwichere Assoziation
mit der Uberlebenszeit als von der Uberlebenszeit mit dem Patientenalter. Im Effekt
Likelihood Ratio Test wurde fiir das Alter ein p-Wert von 0,002 und fiir die AIF-
Expression ein p-Wert von 0,06 in WHO-Grad III Astrozytomen in Bezug auf die

Beeinflussung des postoperativen Uberlebens der Patienten ermittelt.

Dieses Ergebnis soll in folgendem Schaubild veranschaulicht werden:
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Abbildung 34: Einfluss des Alters versus der Expression von AIF in anaplastischen
Astrozytomen WHO-Grad III. Es wurden vier Gruppen gebildet:

Gruppe 1: niedrige AIF-Expression, rel. geringes Alter (n verstorben=2, n zensiert=3)
Gruppe 2: niedrige AIF-Expression, rel. hohes Alter (n verstorben=14, n zensiert=4)
Gruppe 3: hohe AIF-Expression, rel. geringes Alter (n verstorben=10, n zensiert=6)
Gruppe 4: hohe AIF-Expression, rel. hohes Alter (n verstorben=4, n zensiert=3)
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Gruppe 2 zeigt die geringsten Uberlebenszeitriume mit einer hohen Frequenz an
Sterbefillen. Es handelt sich um die &lteren Patienten mit niedriger AIF-Expression. Am
langsten leben die jiingeren Patienten mit hoher AIF-Expression, was in der Kurve von
Gruppe 3 abzulesen ist. Weiter findet sich in der kleinen Gruppe 4 der dlteren Patienten
mit hoher AIF-Expression ein #hnlich starker Abfall der Uberlebenden wie in Gruppe 2.
Gruppe 1 mit den jlingeren Patienten und niedriger Expression ist wegen der geringen
Fallzahlen nur schwer zu interpretieren, die Tendenz geht jedoch zu lidngeren
Uberlebenszeiten wie in Gruppe 3. Das globale Signifikanzniveau im Wilkoxon Test
lag bei p=0,002.

Insgesamt werden die Kurvenverldufe mehr vom Alter der Patienten dominiert als von
der AIF-Expression. Zu bedenken ist jedoch, dass die AIF-Expression in anaplastischen
Astrozytomen WHO-Grad III mit dem Alter abnimmt (siehe 3.2.13) und die Gruppe
von idlteren Patienten mit hoher AIF-Expression in der obigen Darstellung (Gruppe 4)
mit vier Todesfillen relativ klein war. Somit ist ein Vergleich der Gruppen 3 und 4 nur
schwer moglich, allerdings spricht der Effekt Likelihood Ratio Test deutlich fiir das
Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation als bestimmender Faktor fiir das

postoperative Uberleben.
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4. DISKUSSION

Das momentane Verstindnis von Tumoren in menschlichem Gewebe beinhaltet die
Hypothese, dass Storungen der Regulation apoptotischer Signalwege und damit
verbundene Stérungen und Hinderungen des Ablaufs der Apoptose fiir die Entwicklung
von Tumorerkrankungen sowie fiir deren mogliche Resistenz gegeniiber zytotoxischer
Chemotherapie, wie es bei humanen Gliomen der Fall ist, mit verantwortlich sind. In
aktuellen Untersuchungen werden zytotoxische Therapiemdoglichkeiten durch die
Stimulation der apoptotischen Signalkaskaden in Gliomen erforscht. Dabei sollen fiir
eine moglichst effektive Apoptoseauslosung sowohl Caspase-abhingige als auch
Caspase-unabhingige Mechanismen des Zelltods angesto3en werden (Fulda et al. 1999,
Nomura et al. 2004, Temme et al. 2005, Trejo-Solis et al. 2005).

Um die Rolle der Caspase-unabhingigen mitochondrialen Apoptosefaktoren AIF und
Endonuklease G in Astrozytomen der WHO-Grade I-IV zu evaluieren, wurde in der
vorliegenden Arbeit ihre Expression in den Tumoren im Vergleich zu aktivierter
Caspase-3 und ihre Assoziation mit dem Uberleben der Patienten untersucht. Damit soll
in diesen weitgehend chemoresistenten Tumoren das Verstindnis der Caspase-
unabhingigen apoptotischen Mechanismen verbessert und deren Wichtigkeit fiir

mogliche zukiinftige Therapieansitze iiberpriift werden.
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4.1. Zelldichte in Astrozytomen

In der Auszdhlung der 194 untersuchten Astrozytome unterschiedlicher WHO-Grade
fand sich eine zunehmende Zelldichte innerhalb der Gruppe der diffus infiltrierenden
Astrozytome von WHO-Grad II bis WHO-Grad IV. Die Werte der Zelldichte in
Zellen/mm? stimmen weitgehend mit den Angaben in der WHO-Klassifikation der
Hirntumore iiberein (Kleihues und Cavanee 2000). Dort wird die Zelldichte fiir
pilozytische Astrozytome WHO-Grad I als niedrig, fiir diffuse Astrozytome WHO-Grad
IT als méBig und fiir Glioblastome WHO-Grad 1V als am hochsten angegeben. In der
vorliegenden Auswertung fand sich die durchschnittlich niedrigste Zelldichte bei
diffusen Astrozytomen WHO Grad II, jedoch ohne signifikanten Unterschied zu den
pilozytischen Astrozytomen WHO-Grad 1. Die hochste Zelldichte wurde in
Glioblastomen WHO-Grad IV ermittelt. Die prinzipiell hoheren Werte der Zelldichte
iber alle vier Tumorgrade im Vergleich zur WHO-Klassifikation kann mit der Auswahl
der Tumorgewebe fiir die TMA-Praparate erkldart werden. Dabei wurden fiir jede
Tumorgruppe histopathologisch charakteristische Areale ausgewihlt, die vermehrt in
Regionen mit hoher Zelldichte zu finden sind. Dieses Vorgehen ist mit der WHO-
Empfehlung zur Diagnosefindung in zellreichen Tumorregionen vereinbar. Insgesamt
zeigt die Auswertung der Zelldichte die Validitit der TMA-Methode bei Astrozytomen.
In den 25 untersuchten Infiltrationszonen von Glioblastomen wurde eine Abnahme der
Zelldichte um mehr als die Hilfte im Vergleich zu ihrem Tumorzentrum beobachtet.
Dabei lag die Zelldichte in der Infiltrationszone deutlich hoher als in der weillen
Substanz der Normalhirnkontrollen (Tumorzentrum: 4800c/mm?2, Infiltration:
2000c/mm?2, weille Substanz: 1000 ¢/mm?2). Die Infiltrationszone wurde im untersuchten
Gewebe definiert als eine dem Tumor benachbarte Region mit deutlich reduzierter
Zelldichte ohne Atypiezeichen wie vermehrten Mitosen, Gefdlproliferaten oder
Nekrosen sowie eindeutig erkennbarem residualen ZNS-Gewebe. Diese Gebiete werden
von wandernden Tumorzellen durchdrungen (Pilkington 1994). Die ermittelten
Ergebnisse demonstrieren die zutreffende Auswahl der Gewebeproben als
Infiltrationszonen in der Tumorperipherie, wobei zu bedenken ist, dass die gliale

Umgebung des Tumors nicht vom eigentlichen Tumorgewebe unterschieden werden
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konnte, wodurch auch normales Gliagewebe und reaktiv verdnderte Astrozyten
mitgezdhlt wurden.

In der Analyse der Zelldichte in 31 Glioblastom-Rezidiven fand sich eine niedrigere
Zelldichte als in den Primértumoren. Dies kann in Zusammenhang mit der Wirkung der
bei der Behandlung des Primédrtumors erfolgten Radiochemotherapie auf die
Tumorzellen stehen. In Rezidiven von anaplastischen Astrozytomen und von
Glioblastomen wurde histologisch eine Riesenzellbildung festgestellt (Ogashiwa et al.

1989), was zu Abnahme der Zelldichte fithren kann.

4.2. Expression der untersuchten Apoptosefaktoren in Astrozytomen und in

Normalhirn

Das Verhiltnis von Proliferation und Zelltod bestimmt nach heutiger Ansicht das
Wachstum eines Tumors (Thompson 1995). Aus diesem Grund haben mit
Astrozytomen verschiedene Untersuchungen stattgefunden, die die Proliferation mit
dem Proliferationsmarker MIB-1 (Antikorper gegen das Proliferationsantigen Ki-67)
und spontane Apoptosen mit der TUNEL-Firbung (in situ Darstellung von DNA-
Strangbriichen) ermittelt haben. Vor der Diskussion der einzelnen Apoptosefaktoren,
die in dieser Arbeit untersucht wurden, soll ein Uberblick iiber das grundlegende
apoptotische Niveau in Astrozytomen gegeben werden.

Der Apoptoseindex in Astrozytomen steigt mit dem Malignitdtsgrad an. Somit finden
sich in pilozytischen Astrozytomen WHO-Grad I die wenigsten und in Glioblastomen
WHO-Grad IV die meisten spontanen Apoptosen (Ellison et al. 1995, Heesters et al.
1999, Kordek et al. 1996, Ralte et al. 2001). Exemplarisch sollen die ermittelten
Apoptoseraten (TUNEL positive Zellen) und Proliferationswerte (MIB-1 positive
Zellen) aus der Untersuchung mit den meisten Fallzahlen von Heesters et al. genannt
werden:

Spontane Apoptose: Astrozytome WHO Grad I Mittelwert 0,3% (n=20), WHO Grad 11
0,5% (n=8), WHO Grad III 0,8% (n=28) und WHO Grad IV 1,7% (n=136).
Proliferation: Astrozytome WHO Grad I Mittelwert 6,9% (n=41), WHO Grad II 10%
(n=10), WHO Grad III 19% (n=45) und WHO Grad IV 28,2% (n=176).
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Hierbei fand sich in allen vier Tumorgraden eine positive Korrelation der spontanen
Apoptosen mit der ermittelten Tumorproliferation, die ebenso von WHO Grad I bis IV
zunimmt. Die prinzipiell niedrigen Werte an spontanen Apoptosen werden in den
anderen Untersuchungen bestitigt und erkldren sich iiber den Zeitpunkt der Apoptose,
den die Markierung von DNA-Strangbriichen mit TUNEL detektiert. Die nachfolgende
Zellschrumpfung und Ausbildung apoptotischer Korperchen mit Phagozytose erfolgt
sehr rasch, so dass der Zeitraum, in dem apoptotische Zellen vor ihrer Auflosung
TUNEL-positiv sind oder apoptotische Korperchen zeigen, sehr kurz ist (Kordek et al.
1996). Somit darf trotz niedriger Werte in der TUNEL-Fiarbung die apoptotische
Aktivitit eines Tumors nicht unterschitzt werden. In der Histologie betrachtet, 1duft der
apoptotische Untergang einer Zelle innerhalb von drei Stunden und damit rasch ab
(Bursch et al. 1990).

Eine Ausnahme bildet die Studie von Nakamizo et al., in der der Apoptoseindex in
pilozytischen Astrozytomen mit 17,9% im Mittel deutlich tiber den Werten der anderen
drei Astrozytomgruppen liegt (Bsp.: Glioblastom WHO Grad IV 2,1%). Die
Proliferationsraten, die in dieser Studie mit MIB-1 ermittelt wurden, sind mit den
anderen Studien vereinbar und steigen mit dem WHO Grad an. Die Autoren erklidren die
deutlich gesteigerte Apoptose in WHO Grad 1 Astrozytomen als Ausdruck der
biologischen Gutartigkeit des Tumors (Nakamizo et al. 2002). Insgesamt beruhen ihre
Ergebnisse jedoch auf der Analyse von nur sechs pilozytischen Astrozytomen WHO-
Grad 1. Zudem ist die TUNEL-Farbung anfillig fiir falsch-positive Ergebnisse (Garrity
et al. 2003), weshalb man fiir die weitere Besprechung der Apoptose in Astrozytomen
von Apoptoseraten, die im Bereich der oben genannten Werte von Heesters et al. liegen,
ausgehen sollte.

Einen weiteren Anhalt fiir steigende Apoptoseraten mit dem WHO-Grad gibt eine noch
nicht verdffentlichte Untersuchung unserer Arbeitsgruppe am Institut fiir Hirnforschung
der Universitidt Tiibingen. Capper et al. filhrten die TUNEL-Methode an denselben
TMA-Tumorstanzen durch, die auch in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden.
Dabei wurden fiir anaplastische Astrozytome WHO-Grad I 0,01% (n=25) der Zellen
TUNEL-positiv bestimmt, diffuse Astrozytome WHO Grad II zeigten zu 0,04% (n=37),
anaplastische Astrozytome WHO-Grad III zu 0,17% (n=49) und Glioblastome WHO-
Grad IV zu 0,14% (n=76) spontane Apoptosen (Capper et al. 2006). Diese Werte liegen
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um ein Vielfaches unter denen von Heesters et al. ermittelten Werten, zeigen jedoch
ebenfalls das Muster einer ansteigenden spontanen Apoptose mit dem WHO-Grad.

Die meisten Apoptosen in Glioblastomen konnen aufgrund der gesteigerten
Proliferation (Ellison et al. 1995, Heesters et al. 1999) und der vermehrten Hypoxie in
diesen hochmalignen Tumoren zustande kommen. Die stattfindende Apoptose kann ein
Marker fiir den Selektionsdruck auf die Tumorzellen sein, Resistenzen zu entwickeln

(Steinbach und Weller 2004).

4.2.1. Expression von AIF in Astrozytomen

Die Expression von AIF in Astrozytomen WHO-Grad I-IV zeigt signifikant hohere
Werte in den diffus infiltrierenden Astrozytomen WHO-Grad II, III und IV im
Vergleich zu den pilozytischen Astrozytomen WHO-Grad 1. Zwischen den Tumoren
WHO-Grad II-IV besteht kein signifikanter Unterschied, wobei die anaplastischen
Astrozytome WHO-Grad III den hochsten Durchschnittswert an AIF-immunreaktiven
Zellen aufweisen.

Der hohe Anteil AlIF-positiver Zellen (14,2% in anaplastischen Astrozytomen) kann
damit zusammenhingen, dass AIF zu einem frithen Zeitpunkt in der apoptotischen
Signalkaskade aus den Mitochondrien frei wird und neben dem nukleidren DNA-Verdau
auch an der Permeabilisierung der @u3eren Mitochondrienmembran mit der Freilassung
von Cytochrom C beteiligt ist (Daugas et al. 2000, Loffler et al. 2001). Weiter wird die
Wirkungsweise von AIF als langsam eingeschitzt. Der bewirkte large-scale DNA-
Abbau konnte eine Vorarbeit fiir die Caspase-abhingigen DNasen darstellen, fiihrt aber
auch in Abwesenheit von Caspasenaktivitit zum Zelltod (Chipuk und Green 2005,
Susin et al. 1999). Somit konnten aufgrund des Wirkungsprofils des Proteins
apoptotische Zellen eine zytoplasmatische oder nukledre Immunoreaktivitit fiir AIF
iber einen ldngeren Zeitraum aufweisen, was die ermittelten hohen Fiarbewerte erklidren
konnte.

Fiir den Vergleich mit der in der Literatur beschriebenen spontanen Apoptose sollte
beachtet werden, dass bei der Caspase-unabhidngigen Apoptose der AIF-vermittelte
DNA-Abbau andersartig ablduft als beim Zelltod mit Caspasenaktivierung. Es kommt
zu large-scale-DNA-Fragmentierung (50 kb  Bruchstiicke) und peripherer
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Chromatinkondensation sowie anschlieBend zur Verlagerung von Phosphatidylserin auf
die AuBenseite der Plasmamembran, was die Phagozytose der Zelle vermitteln kann
(Susin et al. 1999, Susin et al. 2000). Mit der TUNEL-Firbung werden DNA-
Bruchstiicke detektiert, wie sie durch den AlIF-vermittelten DNA-Verdau
moglicherweise nicht oder nur selten vorkommen, sondern vor allem bei dem Verdau
durch Caspase-abhingige DNasen entstehen. Somit ist es denkbar, dass Caspase-
unabhingige apoptotische Verdnderungen durch AIF in Tumorzellen bisher unterschitzt
wurden, da sie mit keinem gingigen Apoptose-Marker sicher objektivierbar sind
(Chipuk und Green 2005).

Da AIF auch an der oxidativen Phosphorylierung beteiligt ist und ein Fehlen von AIF in
der Entwicklung zu Defekten in der Embryogenese und zu neuronalen
Zellschiadigungen fiihrt, ist von einer wichtigen Rolle des Proteins nicht nur im
Caspase-unabhingigen Zelltod, sondern auch in stoffwechselaktiven gesunden Zelle
auszugehen (Joza et al. 2001, Klein et al. 2002, Vahsen et al. 2004). Hierbei ist zu
beachten, dass die vermehrte Expression von AIF in diffus infiltrierenden Gliomen am
gesteigerten Energiebedarf dieser im Vergleich zu pilozytischen Astrozytomen schneller
wachsenden Tumore liegen konnte und nicht immer aufgrund einer apoptotischen
Aktivierung der Zelle zustande kommen muss.

In einer Arbeit von Daugas et al. wird beschrieben, dass AIF-positive Zellen auch
nekrotisch werden konnen, das heifit, dass die zu einem frithen Zeitpunkt der
Zellschiadigung einsetzende AIF-Freisetzung auch geschieht, wenn das Energieniveau
der Zelle nicht mehr fiir einen apoptotischen Untergang ausreicht und in einem
nekrotischen Sterben der Zelle endet (Daugas et al. 2000). Die Rolle von AIF bei der
Nekrose wird unterstiitzt von der Beschreibung eines Bcl-2-vermittelten Nekrosestopps
(Shimizu et al. 1996), was auf eine Rolle der Permeabilisierung der #@uBleren
Mitochondrienmembran, auch bei der Nekrose, schlieBen ldsst. Verschiedene todliche
Stressreize auf die Zelle fiihren zum Freiwerden der mitochondrialen Apoptoseproteine
und Caspasenaktivierung. Im Folgenden entscheidet das Energienivau und die
mitochondriale Restfunktion wahlweise iiber den apoptotischen Abbau der Zelle oder
den nekrotischen Untergang (Kroemer et al. 1998, Saikumar et al. 1998). Daraus folgt
fiir AIF, dass das Protein zelluldren Stress zu einem frithen Zeitpunkt markieren konnte,

zu dem die Entscheidung iiber einen apoptotischen oder nekrotischen Zelltod noch nicht
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gefallen ist. Die stdrkere Expression in diffus infiltrierenden Astrozytomen im
Vergleich zu pilozytischen Astrozytomen WHO-Grad I kann demnach mit den
zunehmenden spontanen Apoptosen in hohergradigen Astrozytomen als auch mit den
vermehrt auftretenden Nekrosen in WHO-Grad III und WHO-Grad IV Tumoren erklirt
werden.

Loffler et al. beschreiben drei Moglichkeiten, wie AIF auf den nukleiren DNA-Abbau
einwirkt: 1) AIF hat eine eigene DNase Aktivitdt, 2) AIF erhoht die Sensitivitét fiir
lokal vorhandene DNase und 3) AIF aktiviert unbekannte ,,downstream-DNasen
(Loffler et al 2001). Uber den genauen Wirkmechanismus herrscht in der Literatur
Unklarheit. Es wurden jedoch bereits wichtige Kofaktoren fiir AIF in seiner
apoptotischen Funktion gefunden. So fiihrt AIF nur zusammen mit Cyclophyllin A zu
Chromatinkondensation (Cande et al 2004a), und ROS (reactive oxygene species) sind
fiir die Translokation in den Zellkern und die vollstindige Aktivierung von AIF nétig,
da die Applikation von Antioxidantien die Translokation verhindern (Park et al. 2005,
Trejo-Solis et al. 2005). Somit scheint AIF nicht unmittelbar auf die DNA zu wirken,
sondern steht wohl wihrend der Translokation und nach Erreichen des Zellkerns mit
anderen Molekiilen in Wechselwirkung. Als mogliche Inhibitoren von AIF werden das
Hitzeschockprotein 70 und das IAP-Protein Survivin diskutiert. Hsp 70 verhinderte den
AlF-vermittelten DNA-Abbau (Ravagnan et al. 2001). Eine Hemmung von Survivin
fiihrte zu einer dramatischen Erhohung von AIF in Neuroblastomen (Shankar et al.
2001) und {iiber einen adenoviralen Vektor applizierte Survivin-Mutanten induzierten
die Translokation von AIF in den Nukleus und Caspase-unabhingige Apoptose in
Glioblastomen (Temme et al. 2005). Diese Vermutungen zur Rolle von AIF wiirden den
vorhandenen Regulationsmodellen des proapoptotischen Smac, das von XIAP gehemmt
wird oder der Caspase-abhingigen DNase (CAD), die von ihrem spezifischen ,,Inhibitor
of CAD* (ICAD) reguliert wird, dhneln.

4.2.2. Expression von Endo G in Astrozytomen
Die immunhistochemischen Untersuchungen dieser Arbeit fiir Endo G zeigten ein

ansteigendes Expressionsmuster des Proteins von WHO-Grad II bis IV mit den

hochsten Werten in hochmalignen Astrozytomen WHO-Grad III und IV, wobei die
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Glioblastome zu allen drei anderen Tumorgruppen eine signifikant hdhere Expression
von Endo G aufwiesen. In pilozytischen Astrozytomen WHO-Grad 1 lag die
Proteinexpression zwischen den Werten fiir diffuse Astrozytome WHO-Grad II und
anaplastischen Astrozytomen WHO-Grad III.

Diese Beobachtung der ansteigenden Expression des nukledren Apoptosefaktors mit
dem WHO-Grad ldsst sich prinzipiell mit den ebenfalls ansteigenden Werten der
spontanen Apoptosen in Astrozytomen vereinbaren (Heesters et al. 1999, Kordek et al.
1996). Ein deutlicher Unterschied stellt jedoch das prozentuale Vorkommen an
positiven Zellen dar. Glioblastome WHO-Grad IV zeigten im Mittel 28% positive
Zellen fiir Endo G, was deutlich iiber den in der Literatur beschriebenen Werten fiir
spontane Apoptosen in Glioblastomen liegt (Capper et al. 0,14%, Heesters et al. 1,7%).
Im Gegensatz zu AIF fiihrt der DNA-Verdau durch Endo G zu Einzelstrangbriichen mit
nukleosomalen Briichstiicken von ca. 190 bp und subnukleosomalen Bruchstiicken von
ca. 10 bp (Widlak et al. 2001). Die dadurch freiliegenden 3 "-OH-Gruppen sind mit der
TUNEL-Methode zu detektieren, weshalb sich ein Verdau der nuklediren DNA durch
Endo G in einer positiven TUNEL-Féarbung niederschlagen sollte (Gavrieli et al. 1992,
Ishihara und Shimamoto 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch nicht nur ein nukleédres Signal fiir Endo G als
positiv gewertet, sondern auch zytoplasmatische Signale. Dabei ist zu bedenken, dass
Endo G auch eine RNase ist und Funktionen im apoptotischen Abbau der RNA sowohl
im Zellkern als auch im Zytoplasma hat (Kalinowska et al. 2005, Widlak et al. 2001).
Des Weiteren sind in der Literatur zahlreiche andere Funktionen fiir Endo G im
Zellstoffwechsel beschrieben worden. So soll es an der Replikation und an der
Reparatur der mtDNA beteiligt sein (Cote und Ruiz-Carrillo et al. 1993, Ikeda und
Ozaki 1997) und sogar an der Zellproliferation mitwirken, indem es wichtige
Strangbriiche fiir die nukleire DNA-Replikation setzt (Huang et al. 2006). Die von der
Apoptose unabhidngigen, weiteren Funktionen von Endo G konnen das hohe
Vorkommen des Proteins in den sehr stoffwechselaktiven Tumorzellen erkldren. Dies
soll jedoch nicht den starken Einfluss des Proteins auf den apoptotischen DNA-Verdau
schmilern, da extramitochondrial lokalisiertes Endo G einen apoptotischen DNA-
Verdau bewirken kann und eine Hemmung der Aktivitidt durch einen Antikorper zu

einer Abnahme der DNA-Fragmentierung fiihrt (Li et al. 2001, Schafer et al. 2004).
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Im Gegensatz zu AIF wird Endo G nicht bei Nekrosen freigesetzt (van Loo et al. 2001).
Somit ldsst sich die vermehrte Expression in hohergradigen Gliomen nicht dhnlich wie
bei AIF mit den hiufigen nekrotischen Zelluntergéngen in diesen Tumoren erklédren.
Einen inhibitorischen Effekt auf Endo G hat das Hitzeschockprotein 70, das somit eine
wichtige Rolle in der Regulation der nukledren DNasen spielen kann (Kalinowska et al.
2005). Eine Neutralisierung des Hsp 70 fiihrt die Zelle auf Caspase-unabhingigem Weg
in den Tod (Nylandsted et al. 2000). Zusétzlich wirkt es auch als Inhibitor von AIF
(Ravagnan et al. 2001). Hsp 70 konnte die mogliche Interaktion zwischen AIF und
Endo G (oder die Wirkung des AIF/Endo G-Komplexes) hemmen. Weiter verhindert
Hsp 70 die Ausbildung des Apoptosom und antagonisiert damit den Caspase-
abhédngigen Cytochrom C-vermittelten Weg der Apoptose (Beere et al. 2000, Saleh et
al. 2000). Dass Hsp 70 als genereller Inhibitor der Apoptose die onkogene
Transformation von Zellen fordert, konnte in verschiedenen Arbeiten gezeigt werden
(Seo et al. 1996, Volloch und Sherman 1999). Hsp 70 soll jedoch nicht nur in der Lage
sein, die Apoptose auf Caspase-abhidngigem und -unabhingigem Weg zu hemmen,
sondern auch proapoptotische Wirkungen iiber die Aktivierung der CAD zu entfalten
(Liu et al. 2003).

Es stellt sich die interessante Frage einer moglichen Hochregulation des onkogenen
Hitzeschockproteins 70 in hochmalignen Astrozytomen WHO-Grad III und 1V, da sich
dadurch die vermehrte (auch zytoplasmatische) Akkumulation von AIF und Endo G und
die abnehmende Expression von aktivierter Caspase-3 (Procaspase-3 wird durch die im
Apoptosome aktivierte Caspase-9 aktiviert) in diesen Tumoren erkldren lassen konnte.
Somit sollte Hsp 70 in hohergradigen Gliomen in kiinftigen Studien evaluiert werden.
Zusammenfassend zeigt Endo G ein ansteigendes Expressionsmuster mit steigendem
WHO-Grad und AIF eine signifikant hohere Expression in diffus infiltrierenden
Astrozytomen WHO-Grad II, III und IV im Vergleich zu pilozytischen Astrozytomen
WHO-Grad I, was auf einen hohen Anteil des Caspase-unabhidngigen Zelltods in

hohermalignen Gliomen schlie3en ldsst.
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4.2.3. Expression von aktivierter Caspase-3 in Astrozytomen

In den immunhistochemischen Untersuchungen dieser Arbeit fand sich in Astrozytomen
der WHO-Grade II bis IV ein abnehmendes Expressionsmuster fiir aktivierte Caspase-3.
Das Protein hatte das hdufigste Vorkommen in diffusen Astrozytomen WHO-Grad II
mit 30,0% positiven Zellen und das niedrigste Vorkommen in Glioblastomen WHO-
Grad IV mit 6,2%. Die Expression in pilozytischen Astrozytomen WHO-Grad I lag
zwischen den Werten fiir diffuse Astrozytome WHO-Grad II und anaplastische
Astrozytome WHO-Grad II1.

Somit stimmt die abfallende Expression von aktivierter Caspase-3 nicht mit der
zunehmenden spontanen Apoptose in Astrozytomen {iiberein (Capper et al. 2006,
Heesters et al. 1999) und steht gegensitzlich zu der beschriebenen vermehrten
Expression der Caspase-unabhéngigen nukledren Apoptosefaktoren AIF und Endo G in
hohergradigen Gliomen.

In der Literatur ist ein vermehrtes Vorkommen von Caspase-3 in malignen Gliomen
durch immuncytochemische, RT-PCR und Western Blot Analysen beschrieben. Bodey
et al. fanden 50% der Zellen in hochgradigen Gliomen immuncytochemisch positiv,
Ray et al. ermittelten fiir WHO-Grad III Tumore 36,8% und fiir Glioblastome 59,6%
positive mRNA-Level in der RT-PCR und bestitigten diese hohen Werte im Western
Blot (Bodey et al. 2004, Ray et al. 2002). Es ist jedoch zu bedenken, dass in beiden
Arbeiten nicht die aktivierte Caspase-3, sondern nur das ungespaltene Vorlduferprotein
Procaspase-3 untersucht wurde. Ray et al. konnten jedoch zeigen, dass die hohe
Caspase-3-Expression auch zur nachfolgenden DNA-Fragmentierung fiihrte.

Es finden sich aber auch immunhistochemische Untersuchungen von aktivierter
Caspase-3, die die Ergebnisse unserer Firbungen unterstiitzen. So ist in 56 malignen
Gliomen ein Mittelwert von 16,1% positiver Zellen fiir aktivierte Caspase-3 beschrieben
(Uno et al. 2006). Riemenschneider et al. bestitigen die geringe Expression von
aktivierter Caspase-3 in 29 untersuchten Glioblastomen (Riemenschneider et al. 2006).
Zusitzlich gibt es eine noch nicht verdffentlichte Untersuchung unserer Arbeitsgruppe
am Institut fiir Hirnforschung der Universitit Tiibingen iiber die Expression des
Caspase-3-Inhibitors XIAP (Bratton et al. 2001, Deveraux et al. 1997, Roy et al. 1997)

in unseren Astrozytomen. Interessanterweise fand sich hierbei eine steigende
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Expression von XIAP bei ansteigendem WHO-Grad mit dem hochsten Wert von 19,2%
positiven Zellen in Glioblastomen WHO-Grad 1V (Capper et al. 2006), was das
verminderte Vorkommen von aktivierter Caspase-3 in Glioblastomen erklidren kann.

Die aktivierte Caspase-3 ist die Haupteffektorcaspase und der wichtigste Vermittler der
nukledren Apoptose (Janicke et al. 1998b, Slee et al. 2001, Woo et al. 1998). Sie
aktiviert die Caspase-abhingige DNase (CAD), indem sie deren Inhibitor ICAD spaltet.
CAD fiihrt dann zum klassischen apoptotischen Phédnotyp des Zellkerns durch
oligonukleosomale DNA-Fragmentierung (Enari et al. 1998).

Da die Expressionsmuster der untersuchten Faktoren einen gegensitzlichen Verlauf
zeigen, kann es somit moglich sein, dass die Caspase-unabhingigen Faktoren AIF und
Endo G das Fehlen der aktivierten Caspase-3 kompensieren und die hochmalignen
Gliomzellen in die Apoptose fithren. Zu beachten ist, dass es neben Caspase-3 auch die
Effektorcaspasen-6 und -7 gibt, die diese Rolle iibernehmen konnten und den
apoptotischen Zellkernverdau hervorrufen (Janicke et al. 1998a).

Es konnte gezeigt werden, dass eine Caspase-3-Depletion weitaus tragischere Folgen
fiir die Versuchstiere hatte als eine Depletion von CAD. Demnach scheint die Funktion
von Caspase-3 weiter zu gehen als die Aktivierung einer einzigen DNase. Die CAD
knock-out Méuse zeigten einen weitgehend unauffilligen Phénotyp, was schon in der
Entwicklung die Ersetzbarkeit dieser DNase durch andere Nukleasen aufzeigt, die
Caspase-abhingig oder -unabhingig arbeiten konnen (Kuida et al. 1996, Mcllroy et al.
2000, Woo et al. 1998, Zhang et al. 1998).

Um weitere Aufschliisse liber die Aktivitidt und Funktion von aktivierter Caspase-3 in
Glioblastomen zu gewinnen, wiren Analysen der CAD und ICAD als upstream-Targets
und des Caspase-9-Apoptosom-Komplex als downstream-Aktivator von Caspase-3
sinnvoll. Mit der von Capper et al. ermittelten hohen Expression von XIAP konnten sich
zukiinftig die Hinweise auf eine verhinderte Aktivierung der Caspase-3 in
Glioblastomen erhirten, was eine therapeutische Applikation von aktivierter Caspase-3
in hochgradigen Gliomen sinnvoll machen konnte. Srinivasula et al. entwickelten eine
konstitutiv aktive rekombinante Caspase-3, die gentherapeutisch in Zellen eingebracht
werden kann und die Apoptose unabhiingig von anderen Caspasen auslost (Srinivasula

et al. 1998).
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass der in dieser Arbeit erbrachte Nachweis des
vermehrten Vorkommens der Caspase-unabhingigen nukleidren Apoptosefaktoren AIF
und Endo G in hochmalignen Gliomen bei gleichzeitig verminderter Expression von
aktivierter Caspase-3 auf eine Aktivierung des Caspase-unabhédngigen Zelltods in den
Tumoren hindeuten konnte. Untersuchungen von weiteren an der Regulation und
Durchfithrung der Apoptose beteiligten Proteine wie Hsp 70, CAD und ICAD, den
anderen Effektocaspasen-6 und -7 sowie des Caspase-9-Apoptosom-Komplexes

konnten weitere Erkenntnisse {iber den Zelltod in Astrozytomen liefern.

4.3. Expression der Apoptosefaktoren in Normalhirn

Die Untersuchung an Normalhirngewebe hat sowohl fiir AIF und Endo G als auch fiir
aktivierte Caspase-3 ergeben, dass signifikant mehr Zellen in der grauen Substanz eine
Immunreaktivitit zeigten als in der weillen Substanz. Die Zellen der Normalhirne waren
mit hoher Wahrscheinlichkeit einem prifinalen hypoxischen Zustand ausgesetzt, der zur
Aktivierung der apoptotischen Signalwege gefiihrt haben konnte. Durch die hohere
Vulnerabiliit der Neurone gegeniiber Hypoxie im Vergleich zu Gliazellen, lieferten hier
mehr Zellen ein positives Signal. ZahlenmiBig dominierte Endo G mit durchschnittlich
26,8% positiven Zellen in der grauen Substanz, deutlich mehr als 1,3% AIF-positive
Zellen oder 8,1% aktivierte Caspase-3-positive Zellen. Der hohe Wert fiir Endo G
entstand durch eine hohe Immunreaktivitit der Neurone, was auf eine vermehrte
Freilassung von Endo G bei der neuronalen Zellschidigung durch Hypoxie oder
Ischiamie hindeutet. Die beschriebenen Beobachtungen im Normalhirngewebe sind mit
einer Untersuchung von Tanaka et al. vereinbar, in der die Freisetzung der
mitochondrialen Apoptosefaktoren in Neuronen bei Apoptose aufgrund Sauerstoff- und
Glukosemangel nachgewiesen wurde (Tanaka et al. 2005). Die Beteiligung von
aktivierter Caspase-3 am Ischidmie-bedingten neuronalen Zelltod ist ebenfalls in der
Literatur beschrieben (Chen et al. 1998). Insgesamt zeigen die hauptsichlich in der
grauen Substanz vorhandenen apoptotischen Faktoren die neuronale Reaktion auf ein

préafinales ZNS-Ereignis.
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4.4. Expression der Apoptosefaktoren in der Infiltrationszone von Glioblastomen

Einzig fiir aktivierte Caspase-3 fand sich ein Unterschied im Vergleich der Expression
im Tumorzentrum mit der Peripherie. Signifikant mehr Zellen zeigten sich in der
Peripherie immunreaktiv fiir aktivierte Caspase-3, was auf ein hoheres apoptotisches
Niveau in der Umgebung des Tumors schlielen lésst.

Die Analyse der Zelldichte zeigte ein deutlich geringeres Zellvorkommen in der
peripheren Infiltrationszone als im Tumorzentrum.

Ray et al. machten die Entscheidung zwischen nekrotischem und apoptotischem
Zelluntergang in malignen Gliomen, abhidngig vom Energiezustand der Zelle und der
Starke des Todessignals (Ischimie, Hypoxie, DNA-Schiadigung, DR-Signal) (Ray et al.
2002). Eine kritische Beteiligung der Mitochondrien an den beiden Moglichkeiten des
Zelluntergangs ist ebenfalls belegt (Ankarcrona et al. 1995). Die nachgewiesene,
vermehrte Expression von aktivierter Caspase-3 in der Peripherie deutet bei vorwiegend
nekrotischem Zelluntergang im Tumorzentrum auf ein dhnliches Modell des
Zelluntergangs in Glioblastomen wie beim ischdmischen Insult in der peripheren
Penumbra hin, da die Ischdmie-induzierte Apoptose durch aktivierte Caspase-3
vermittelt wird (Chen et al. 1998). Damit lieBe sich auf einen besseren Versorgungs-
und Energiezustand der peripheren Tumorzellen schlieen, was auch die Abwesenheit
der fiir das Zentrum charakteristischen Nekrosen erkldren kann. In der besser versorgten
Peripherie konnte aktivierte Caspase-3 eine groere Rolle in der Zelltodvermittlung
spielen als im schlechter versorgten Tumorzentrum.

Die beschriebene Assoziation von AIF-Positivitit und nekrotischem Zelluntergang
(Daugas et al. 2000) kann den fehlenden Unterschied der AIF-Expression in
Tumorzentrum (nekrotischer Zelltod) und Infiltrationszone (apoptotischer Zelltod)
erkliren. Endo G hatte ebenso kein bevorzugtes Auftreten in einer der beiden

Tumorregionen.
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4.5. Expression der Apoptosefaktoren in Rezidivtumoren von priméren

Glioblastomen

Bei der Untersuchung der Expression der drei Apoptoseproteinen in 31 Rezidivtumoren
im Vergleich mit ihren Primédrtumoren ergab sich fiir keinen der Faktoren ein statistisch
signifikanter Unterschied.

In einer Arbeit von Ralte et al. wurden die Proliferationsraten und Apoptoseindizes von
Astrozytomen unterschiedlicher WHO-Grade und ihrer Rezidive untersucht. Bei der
Ermittlung der spontanen Apoptosen durch die TUNEL-Féarbung und der Proliferation
durch den Marker MIB-1 zeigte sich in den Rezidivtumoren kein statistisch
signifikanter Unterschied zu den Primértumoren, wobei in den Rezidivtumoren der
Mittelwert der spontanen Apoptosen iiber dem Wert der Primartumore lag (1,8+/-1,3
Standardabweichung vs. 0,17+/-0,19 Standardabweichung) (Ralte et al. 2001).

Durch die Radiochemotherapie kann ein Selektionsmechanismus angestolen worden
sein, durch den die Zellen des Rezidivtumors resistent gegeniiber genotoxischen Stimuli
wurden (Brandes 2003). Die Daten der vorliegenden Untersuchung kénnen weder eine
Herauf-, noch eine Herabregulation der Apoptosefaktoren aktivierte Caspase-3, AIF und
Endo G in den Rezidiven von primiren Glioblastomen feststellen, was in Einklang mit
den von Ralte et al. beschriebenen nicht signifikant verschiedenen Apoptoseindizes in
Rezidiv- und Primértumor zu bringen ist. Damit sprechen die Ergebnisse gegen einen
Funktionsverlust der Proteine im Rahmen einer Resistenzentwicklung in
Rezidivtumoren, da sowohl die spontanen Apoptosen als auch die Faktoren in

Primértumor und Rezidiv gleichartig vorkommen beziehungsweise exprimiert werden.
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4.6. Fallweise Korrelation der Antikorper

Eine hochsignifikante Korrelation der Expression von AIF und Endo G fand sich nur in
anaplastischen Astrozytomen WHO-Grad III. Trotz der gleichartigen Regulation der
Freilassung der Proteine aus den Mitochondrien fand sich in den anderen Tumoren kein
statistisch signifikanter Zusammenhang. In anaplastischen Astrozytomen WHO-Grad
IIT zeigt sich eine gleichartige Regulation der Proteine, wobei im Mittel 14,2% der
Zellen AIF- und 22,4% der Zellen Endo G-positiv waren.

Inwiefern gibt es in der Literatur Hinweise auf eine synergistische Wirkung der beiden
Caspase-unabhiéngigen Apoptosefaktoren in gegenseitiger Abhédngigkeit?

AIF und Endo G konnen in menschlichen Zellen Komplexe bilden (Kalinowska et al.
2005). Zusitzlich ist gesichert, dass Endo G nicht als alleinige Nuklease auf die DNA
wirkt. Fiir die volle Wirksamkeit muss Endo G mit weiteren Nukleasen wie DNase I
oder Exonuklease III interagieren (Widlak et al. 2001). Dabei wirken die Kofaktoren als
Verstiarker des Endo G-vermittelten DNA-Abbaus (Kalinowska 2005). In C. elegans
wurde die Bildung von Komplexen und eine Zusammenarbeit im DNA-Abbau von AIF
und Endo G beschrieben (Wang et al. 2002). Parrish et al. zeigten in C.elegans eine
Komplexbildung von Nukleasen als Degradosom, das Caspase-unabhiingig wirkt und
das Homologe von Endo G beinhaltet (Parrish et al. 2001). Allerdings ist bei den
Vergleichen mit C.elegans zu bedenken, dass grundsitzlich andere Regulationswege
und Hierarchien der apoptotischen Molekiile zwischen dem Wurm und S&ugetieren
bestehen. Beispielsweise ist bei C.elegans die Freilassung von Cytochrom C fiir die
Aktivierung der Effektorcaspasen nicht notig, da das Homolog von Apaf-1 keine
Cytochrom C-bindende Domine besitzt (Ubersichtsartikel Penninger und Kroemer
2003).

Die Wirkungsdynamik der beiden Proteine wihrend der Apoptose ist verschieden. AIF
wird frithzeitig aus den Mitochondrien frei, wihrend Endo G erst spiter zusammen mit
Cytochrom C den IMS verlasst (Han et al. 2006, Li et al. 2001, van Loo et al. 2001).
Die large-scale Fragmentierung der DNA durch AIF konnte eine Art Vorverdau des
apoptotischen DNA-Verdaus darstellen und Endo G wire auf Caspase-unabhédngigem
Wege die nidchste Instanz, eventuell in Kooperation mit weiteren Nukleasen oder als

Nukleasenkomplex im Degradosom. Dass AIF und Endo G zeitgleich am DNA-Verdau
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mitwirken, ist aufgrund der Dynamik der mitochondrialen Freilassung und des
Schneidemusters (50 kbp AIF versus 10-190 bp Endo G) unwahrscheinlich. Es ist
jedoch gut vorstellbar, dass sich beide Faktoren fiir einen vollstindigen Abbau der DNA

ohne vorhandene Caspasenaktivierung benotigen.

Weiter zeigten sich fiir aktivierte Caspase-3 hochsignifikante Korrelationen der
Expression mit AIF in diffusen Astrozytomen WHO-Grad II und mit Endo G in
Glioblastomen WHO-Grad IV. Dieser Zusammenhang iiberrascht, da die
Expressionsmuster der Proteine iiber die vier Tumorgrade eher auf eine gegensitzliche
Regulation von aktivierter Caspase-3 und den mitochondrialen Faktoren hingewiesen
haben. Eine FErklarung konnten neueste Erkenntnisse iiber den Freilassungs-
mechanismus von AIF und Endo G aus den Mitochondrien liefern. Bisher galt die
Annahme, dass AIF und Endo G gemeinsam mit den anderen Apoptoseproteinen aus
dem IMS freiwerden, sobald die duere Membran der Mitochondrien permeabilisiert
wird (Jurgensmeier et al. 1998, Xiang et al. 1996). Mittlerweile gibt es Hinweise, dass
aktivierte Caspase-3 fiir die Freilassung von Endo G und AIF notig sein konnte (Arnoult
et al. 2002, Arnoult et al. 2003, Lakhani et al. 2006). Dies wiirde den ermittelten
Zusammenhang in unserer Untersuchung erkldren, wobei beachtet werden muss, dass
die Caspasen-abhingige Freilassung in der Literatur umstritten ist, da auch aktuelle
Untersuchungen eine Caspase-unabhéngige Freilassung feststellen (Prunet et al. 2005,
Trejo-Solis et al. 2005).

In einer Ubersichtsarbeit von Cande et al. folgern die Autoren, dass wahrscheinlich der
Auslosemechanismus der Apoptose bestimmend ist fiir die Art und Weise der
Freilassung der IMS-Proteine. Eine ,explosive Caspasenaktivierung* konnte auf
schnellem Wege zu einer Freilassung von AIF und Endo G durch downstream-Caspasen
wie Caspase-3 fithren (Cande et al. 2004b). Somit konnte in dem komplexen
Regulationsmechanismus und in der variierenden Dynamik der apoptotischen Kaskaden
der Grund fiir gewebe- und auch tumorabhingige Unterschiede in der Expression von
apoptotischen Proteinen liegen. Eine genaue Hierarchie unter den zahlreichen Proteinen
und einheitliche Ablidufe der Aktivierung als gesetzartige Vorschrift sind nicht

festzulegen.
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4.7. Korrelation der Expression mit der Zelldichte

Bei der Korrelation der Proteinexpression mit der Zelldichte ergab sich ein
iiberraschendes Bild. Eine abnehmende Expression mit zunehmender Zelldichte in
Glioblastomen WHO-Grad IV zeigten AIF und Endo G, in anaplastischen
Astrozytomen WHO-Grad III AIF und in pilozytischen Astrozytomen WHO-Grad I
aktivierte-Caspase-3.

In den hochmalignen Astrozytomen WHO-Grad III und IV wurde demnach eine
Herabregulation der Caspase-unabhingigen Apoptosefaktoren mit zunehmender
Zelldichte festgestellt, was nicht mit der Vorstellung von gesteigerter Proliferation und
Sauerstoffmangel als Ausloser der Apoptose (Steinbach und Weller 2004) zu
vereinbaren ist, soweit in Tumoren mit geringerer Zelldichte die Proliferationsrate
niedriger und die Sauerstoffversorgung besser ist.

Andererseits ist es auch moglich, dass Tumore mit geringerer Zelldichte weniger zu
nekrotischem Zelltod neigen und apoptotische Signalkaskaden aktivieren konnen, was
dem Modell des apoptotischen Zelltods in der besser versorgten und zelldrmeren
Tumorperipherie nahe kommt (siehe 4.4). Dieser Zelltod konnte dann auf Caspase-
unabhiingigem Weg zustande kommen, da aktivierte Caspase-3 keine Korrelation mit
der Zelldichte in WHO-Grad III und WHO-Grad IV Tumoren zeigt.

In den benignen pilozytischen Astrozytomen WHO-Grad I zeigt aktivierte Caspase-3
dagegen denselben Zusammenhang der zunehmenden Expression mit abnehmender
Zelldichte wie die Caspase-unabhidngigen in hochgradigen Astrozytomen, was bei
gleichzeitig hoher Expression mit durchschnittlich 23,6% positiven Zellen auf eine
wichtige Rolle fiir aktivierte Caspase-3 in pilozytischen Astrozytomen schlielen I&sst.
Smac korrelierte ebenfalls in Glioblastomen WHO-Grad IV negativ mit der Zelldichte
(Capper et al. 2006), was zusammen mit der gleichartigen Korrelation von AIF und
Endo G ein Hinweis darauf sein kann, dass die mitochondriale Apoptose durch
gesteigerte Proliferation gehemmt wird. Die Apoptoserate korreliert jedoch positiv mit
der Proliferation (Heesters et al. 1999, Ralte et al. 2001) in Gliomen und aktivierte
Caspase-3 zeigt in der vorliegenden Untersuchung ein geringes Vorkommen in den
proliferationsreichen hochmalignen Astrozytomen, so dass eine gehemmte Freilassung

der mitochondrialen Caspase-unabhingigen Apoptoseproteine bei gesteigerter
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Proliferation unwahrscheinlich wird, da in diesen Tumoren spontane Apoptosen
hiufiger vorkommen als in niegriggradigen Gliomen (Ellison et al. 1995, Heesters et al.

1999, Kordek et al. 1996, Ralte et al. 2001).

4.8. Analysen mit dem Uberleben

Die Analysen der Proteinexpression in Zusammenhang mit dem postoperativen
Uberleben der Patienten wurden fiir die Astrozytome WHO-Grad II, III und IV
durchgefiihrt. Die pilozytischen Astrozytome WHO-Grad sind benigne Tumore mit
einem 10-Jahres-Uberleben von 96% (Ohgaki und Kleihues 2005a) und wihrend des
Beobachtungszeitraums verstarb lediglich ein Patient, weshalb die pilozytischen
Astrozytome in der Uberlebensanalyse keine Beriicksichtigung fanden.

Capper et al. zeigten mit den auch in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Uberlebensdaten der Astrozytom-Patienten der TMA-Analyse am Insitut fiir
Hirnforschung, dass das mittlere Uberleben der Patienten mit Astrozytomen WHO-Grad
IIT und IV im Vergleich zu epidemiologischen Studien erhoht ist (Grad III: 3,2 Jahre
versus 1,6 Jahre, Grad IV: 1,2 Jahre versus 0,4 Jahre). Bei diffusen Astrozytomen
WHO-Grad II liegen die ermittelten Werte nah beieinander (6,7 Jahre versus 5,6 Jahre)
(Capper et al. 2006, Ohgaki und Kleihues 2005a). Ursichlich fiir das lingere Uberleben
der Patienten mit hochmalignen Gliomen in unserer Untersuchung kann die Tatsache
sein, dass ausschlieBlich Patienten mit operativer Therapie in die Studie einbezogen
werden konnten und somit die inoperablen Fille nicht eingeschlossen sind. Die von
Capper et al. ermittelten mittleren Uberlebenszeiten fiir Patienten mit Astrozytomen
WHO-Grad II-IV  zeigen die Zuverldssigkeit der Gewebeauswahl nach
histopathologischen Kriterien (wie auch die Ermittlung der Zelldichten (siehe 4.1)) und
die Zuverlissigkeit der Evaluation der Uberlebensdaten.

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Apoptoseproteinen zeigte AIF in anaplastischen
Astrozytomen eine statistisch leicht signifikante positive Korrelation mit dem
Uberleben (p=0,047), die sich auch in der Kaplan-Meier-Analyse veranschaulichen lie
(siehe 3.3.2). Der statistische Abgleich der Expression von AIF gegen den Einfluss des
Alters der Patienten zum Zeitpunkt der Operation ergab jedoch eine weitaus groBere

prognostische Relevanz des Alters, das als dominierender Faktor beziiglich des
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Uberlebens Astrozytomen WHO-Grad II, III und IV anzusehen ist (siehe 3.3.3). Endo G
und aktivierte Caspase-3 zeigten in den drei untersuchten Tumorgraden keine
Zusammenhinge oder statistische Auffilligkeiten mit dem Uberleben der Patienten.

Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Erkrankung ist der bedeutendste
prognostische Faktor in Astrozytomen (Kallio et al. 1991, Ohgaki und Kleihues 2005b),
was in der vorliegenden Arbeit bestitigt werden konnte. Weitere Faktoren, die die
Prognose der Patienten bestimmen, sind der prioperative Karnofsky-Perfomance-Status
(klinische Klassifikation nach funktioneller Beeintrichtigung), die histopathologische
Diagnose und die Art der Behandlung, wobei sich ein aggressives Konzept aus
Tumorchirurgie und Radiochemotherapie als vorteilhaft erwiesen hat (Bussiere et al.
2005).

Nach dem biologischen Verstiandnis der Apoptose wire fiir den programmierten Zelltod
ein positiver Effekt auf das Uberleben der Patienten zu erwarten, denn je mehr Zellen
das Todesprogramm aktivieren konnen und zugrunde gehen, desto langsamer sollten
das Tumorwachstum und die Tumorprogression fortschreiten. Es ist jedoch gezeigt
worden, dass der Apoptoseindex in Astrozytomen keine Korrelation mit dem Uberleben
aufweist (Heesters et al. 1999, Schiffer et al. 1995). Hingegen wird fiir die mit dem
Marker MIB-1 ermittelte Proliferationsrate von Astrozytomen ein Einfluss auf die
Prognose angenommen (Hsu DW. et al. 1997, Ubersichtsartikel von Johannesen und
Torp 2006, Neder et al. 2004, Ralte et al. 2001).

In anaplastischen Astrozytomen konnte ferner gezeigt werden, dass die Expression von
AIF bei élteren Patienten geringer ist als bei jliingeren Patienten(siehe 3.2.13). Es ist nun
denkbar, dass eine altersabhingige Verdnderung der Proteinexpression, die in Gliomen
beschrieben ist (Batchelor et al. 2004), zu der positiven Korrelation mit der Prognose
gefiihrt haben kann. Beim statistischen Ausschluss dieses moglichen Zusammenhangs
hat AIF die Prognose nicht mehr mitbestimmt.

Somit zeigt sich auch in der vorliegenden Arbeit keine Assoziation des Apoptoselevels
in Astrozytomzellen mit dem Uberleben der Patienten. Die Auslosung der Caspase-
vermittelten als auch der Caspase-unabhingigen Apoptose in Astrozytomen sollte als
zukiinftiger therapeutischer Ansatz weiter erforscht werden, da in diesen hochmalignen
und hiufig chemoresistenten Tumoren jede Moglichkeit der antineoplastischen Therapie

ausgeschopft werden muss.
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4.9. Schlussfolgerung und Ausblick

Die Apoptose ist ein hochkomplexer Vorgang, die viele verschiedene Ausloser,
Signalwege und Regulationsmechanismen kennt. Die Expression der Apoptosemolekiile
ist nicht mit ihrer Funktionalitit gleich zu setzen. Es bleibt in der Immunhistochemie
unsicher, ob die Proteine letztendlich an ihr Ziel gelangen und dort auch wirken. Die
vorliegende Arbeit zeigt eine Aktivierung des Caspase-unabhédngigen Zelltods iiber die
nukledren Faktoren AIF und Endo G bei gleichzeitiger Herabregulation von aktivierter
Caspase-3 in hochgradigen Gliomen WHO-Grad III und IV. Somit ist aufgrund der
vermehrt vorkommenden Apoptose in diesen Tumoren von einer Aktivierung der
Caspase-unabhingigen Apoptose auszugehen, was zu einer weiteren Erforschung dieser
Art des Zelltods in Astrozytomen, speziell durch therapeutische Interventionen, fithren
sollte. Durch zytotoxische Substanzen oder gentherapeutische Verfahren fiir die
Behandlung von hochmalignen Gliomen sollte zukiinftig die klassische Caspase-
vermittelte Apoptose sowie der Caspase-unabhidngige Zelltod aktiviert werden. Damit
kann ein maximales apoptotisches Niveau in den Tumorzellen erreicht werden, was fiir
eine erfolgreiche Therapie dieser hochmalignen und hiufig chemoresistenten Zellen
vorauszusetzen ist.

Die Analyse der Expression in Rezidivtumoren ergab keine Hinweise auf eine
Beteiligung der drei untersuchten Proteine an einer moglichen Resistenzentwicklung der
Gliomzellen durch die Radiochemotherapie.

Aktivierte Caspase-3 zeigte zusitzlich zur Herunterregulation im Zentrum von WHO-
Grad III und IV Tumoren eine stirkere Expression und damit Beteiligung am Zelltod in
der besser mit Sauerstoff und Energie versorgten Tumorperipherie und in den benignen
pilozytischen Astrozytomen WHO-Grad 1.

Die Expression der in dieser Arbeit untersuchten Faktoren hatte mit dem Uberleben der

Astrozytom-Patienten keine signifikante Assoziation.
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Aus der vorliegenden Arbeit ergeben sich fiir zukiinftige Untersuchungen des

programmierten Zelltods in humanen Astrozytomen folgende Anregungen und

Fragenschwerpunkte:

1.

Der Caspase-unabhingige Zelltod mit der Beteiligung von AIF und Endo G
sollte in Astrozytomen bei genereller Caspasen-Inhibition oder komplettem
knock-out der Caspasenaktivitit untersucht werden. Damit konnten die in dieser
Arbeit erbrachten Hinweise auf eine starke Beteiligung von AIF und Endo G im
Zelltod von hochmalignen Gliomen unterstiitzt werden.

Ein Expressionsmuster der Apoptoseproteine in genotoxisch behandelten
Gliomzelllinien kann bei Korrelation mit den beobachteten, spontanen
Apoptosen die therapeutische Induktion des Caspase-abhédngigen und Caspase-
unabhingigen Zelltods in Gliomen sichern.

Gibt es iibergeordnete Regulationsmolekiile des Caspase-unabhédngigen Zelltods,
die eventuell abhingig von der Zelldichte, dem Energieniveau oder der
Proliferationrate wirken?

Ist Hitzeschockprotein 70 in anaplastischen Astrozytomen und Glioblastomen
hochreguliert und wirkt als Inhibitor von AIF und Endo G sowie des
Apoptosom-Komplexes? Fiihrt Hsp 70 dabei zur vermehrten Expression von
AIF und Endo G und zur reduzierten Aktivierung von Caspase-3?

Kompensieren die anderen Effektorcaspasen-6 und -7 die geringe Expression
von aktivierter Caspase-3 in hochmalignen Astrozytomen?

Die Evaluation der Aktivitit der Caspase-abhingigen DNase (CAD) als
upstream-Target und des Caspase-9-Apoptosom-Komplex als downstream-
Aktivator von Caspase-3 konnten den Verdacht einer gehemmten Aktivierung
von Caspase-3 in hochmalignen Gliomen erhédrten. Dadurch konnte eine
gentherapeutische Applikation von aktivierter Caspase-3 in die Tumorzellen wie
z. B. durch konstitutiv aktive rekombinante Caspase-3 (Srinivasula et al. 1998)
sinnvoll werden.

Ist aufgrund einer besseren Sauerstoff- und Energieversorgung in der
Tumorperipherie der apoptotische Zelluntergang hiufiger und kommen darum

die strichférmigen Nekrosen nur im Tumorzentrum vor?
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8.

10.

1.

12.

Liegt der quantitative Unterschied an spontanen Apoptosen und der Expression
der Apoptoseproteine an der zeitlichen Abfolge der Apoptose oder gibt es
Funktionsverluste und Inhibitoren nach Aktivierung der Faktoren?

Fiihrt der Caspase-unabhingige DNA-Verdau zuverlidssig zu TUNEL-positiven
Zellkernen?

Die Beteiligung von AIF am nekrotischen Zelluntergang sollte weiter definiert
werden. Ist eventuell auch Endo G am nekrotischen Zelluntergang beteiligt?

Hat Endo G eine bedeutende Rolle im neuronalen Zelltod durch Ischdmie oder
Hypoxie wie es die starke Expression in den Neuronen der
Normalhirnkontrollen nahe legt?

Haben AIF und Endo G in Astrozytomen wichtige Apoptose-fremde Funktionen
im Energiestoffwechsel beziehungsweise bei der Replikation und bei der
Zellproliferation, die die apoptotische Interpretation ihrer Expression

verfilschen konnte?
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das momentane Verstindnis von Tumoren in menschlichem Gewebe beinhaltet die
Hypothese, dass Storungen der Regulation apoptotischer Signalwege und damit
verbundene Storungen des Ablaufs der Apoptose fiir die Entwicklung von
Tumorerkrankungen und deren mogliche Resistenz gegeniiber zytotoxischer
Chemotherapie, wie es bei humanen Gliomen der Fall ist, verantwortlich sind.

Um die Rolle der Caspase-unabhingigen nukledren Apoptosefaktoren AIF und
Endonuklease G in Astrozytomen der WHO-Grade I-IV zu evaluieren, wurde in der
vorliegenden Arbeit ihre Expression im Vergleich zu aktivierter Caspase-3 in 194
Astrozytomen und 23 Normalhirnkontrollen immunhistochemisch mit der TMA-
Methode sowie ihre Assoziation mit dem Uberleben der Patienten untersucht.

Fiir AIF und Endo G fanden sich die maximalen Expressionen in hochmalignen
Astrozytomen WHO-Grad III und IV, wihrend sich fiir aktivierte Caspase-3 ein
abfallendes Expressionsmuster mit der niedrigsten Expression in Glioblastomen WHO-
Grad IV zeigte. Diese gegensitzliche Regulation der Proteinexpressionen des Caspase-
abhidngigen und -unabhingigen Signalwegs sprechen fiir eine wesentliche Rolle von
AIF und Endo G im Zelltod von hochmalignen Astrozytomen und fiir eine Hemmung
der Caspase-3-Aktivierung, eventuell durch IAP-Proteine oder Hitzeschockprotein 70.
In den Korrelationsanalysen zeigten sich positive Zusammenhinge in der Expression
von AIF und Endo G in WHO Grad-III, von AIF und aktivierter Caspase-3 in WHO-
Grad IT und von Endo G und aktivierter Caspase-3 in WHO-Grad IV Tumoren. Diese
Ergebnisse deuten auf die Komplexitit der Auslosung, der Regulation und der
Durchfiihrung apoptotischer Prozesse in maligne transformierten Zellen hin, die der
Grund fiir tumorabhiingige Unterschiede in der Expression von apoptotischen Proteinen
sind. Eine genaue Hierarchie unter den zahlreichen Proteinen und einheitliche Ablaufe
der Aktivierung als gesetzartige Vorschrift sind nicht festzulegen.

In der peripheren Infiltrationszone von Glioblastomen wurde eine vermehrte Expression
und damit eine stirkere Beteiligung von aktivierter Caspase-3 am Zelltod in der
Peripherie als in den Tumorzentren ermittelt. Die Analyse von 31 Rezidivtumoren im
Vergleich zu ihren Primértumoren ergab keine signifikanten Unterschiede in der

Expression aller drei Apoptoseproteine. Damit scheinen die untersuchten Faktoren auf
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Expressionsebene nicht an der Entwicklung moglicher Resistenzen durch die
Radiochemotherapie beteiligt.

In den 23 Normalhirnkontrollen zeigten alle drei Apoptoseproteine eine signifikant
hohere Expression in der grauen Substanz als in der weilen Substanz, was ihre
Beteiligung an der neuronalen Reaktion auf ein préifinales ZNS-Ereignis demonstriert.
In den Analysen mit der postoperativen Uberlebenszeit der Astrozytom-Patienten fand
sich keine statistisch signifikante Assoziation der Proteinexpression und damit der
Aktivierung der apoptotischen Proteine auf die Prognose. Das Alter der Patienten zum
Zeitpunkt der Operation stellte sich als der dominierende Faktor fiir das Uberleben
heraus.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Caspase-unabhingigen nukledren
Apoptosefaktoren AIF und Endo G eine wichtige Rolle im Zelltod von hochmalignen
Astrozytomen zu spielen scheinen. Zukiinftige zytotoxische Therapieansitze sollten ihre
Wirksamkeit iiber die Aktivierung des Caspase-vermittelten als auch des Caspase-
unabhingigen Zelltods iiberpriifen. Nur mit einer maximalen apoptotischen Aktivierung
der Tumorzellen konnen sich rasch entwickelnde Resistenzmechanismen vermieden und
Erfolg versprechende zytotoxische Behandlungskonzepte fiir diese hochmalignen

Tumoren gewonnen werden.
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7.1. Abkiirzungsverzeichnis

AIF

ALL
Apaf-1
Bak

Bax
Bcl-2, Bel-xL
Bid

BIR

Bp

CAD

C. elegans
DAB
dATP
DISC
DNA

DR

GFAP
Endo G
H. E.-Farbung
Hsp 70
HTRA2
IAP
ICAD
HC

IMS
MIB-1
kDa

NHL

Apoptosis-Inducing-Factor

akute lymphatische Leukdmie
apoptotic-protease-activating-factor-1
Bcl-2-antagonist/killer
Bcl-2-associated-X-protein

Gruppe der antiapoptotischen ,,b-cell lymphoma 2‘“-Proteine
BH3-interacting-domain death agonist
baculovirus-IAP-repeat

Basenpaare

Caspase-activated-DNase

Caenorhabditis elegans

Diaminobenzidin

desoxy-Adenosintriphosphat
Death-inducing-signalling-complex
Deoxyribonucleic Acid

Death Receptor

glial fibrillary acidic protein (saures Gliafaserprotein)
Endonuklease G

Héamatoxylin-Eosin-Firbung

Hitzeschockprotein 70
high-temperature-requirement protein A2
inhibitor-of-apoptosis-proteins

Inhibitor of CAD

Immunhistochemie

Intermembranespace of mitochondria

Antikorper gegen den Proliferationsmarker Ki-67
kilo Dalton

non-Hodgkin-Lymphom
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pRB
SA-HRP
SV-40
TMA
TNF-alpha
TRAIL
TUNEL

WHO
XIAP
pum

ZNS

z-VAD-fmk

Retinoblastoma susceptibility protein

Streptavidin-Horse Radish Peroxidase

Simian-Virus 40

Tissue Microarray

Tumor-Necrosis-Factor-alpha
Tumor-Necrosis-Faktor-related apoptosis-inducing ligand
Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine
triphosphat (dUTP) biotin nick end-labeling

World Health Organization
x-linked-inhibitor-of-apoptosis

Mikrometer

zentrales Nervensystem

z-VAD-Fluomethylketon
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