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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG
1.1 Hirntumore

Hirntumore sind eine grofRe, heterogene Gruppe von neoplastischen
Verédnderung des Hirns, die nahezu in jeder Hirnregion, bei jedem Geschlecht
und in jedem Alter auftreten kbnnen. Sie teilen sich in primare Neoplasien aller
Differenzierungsgrade und mdoglichen Ursprungs der normal im Hirn
vorkommenden Zellen, Neoplasien die aus embryologischem Gewebe
entstehen, aber auch mesenchymale und sekundéare Neoplasien in Form von
Metastasen (beide nicht hirneigen) aus fast allen im Kdrper vorkommenden
Primartumoren auf. Die Klassifizierung erfolgt unveréndert Histologisch trotz
zahlreichen zusatzlichen Methoden, die heute in der Tumorpathologie
angewendet werden (Kleihues 2007 a). Es sind jedoch auch schon viele
molekulare und zytogenetische Eigenschaften verschiedener Hirntumore
bekannt, die eine prognostisch und therapeutisch relevante Aussagekraft
besitzen (Burger, 2002).

Schwerpunkt der aktuellen Arbeit sind die hirneigenen Astrozytome (WHO Grad

I-1V), die nachfolgend noch einmal detaillierter beschrieben werden.
1.2  Astrozytome und ihre Klassifikation

Astrozytome sind gliale Tumore, die aus der Neuroglia, genauergesagt aus
Astrozyten, den haufigsten Gliazellen des ZNS entstehen. Astrozyten sind
sternférmige Zellen mit faserartigen Fortsatzen, die an BlutgefaRen und
Neuronen anhaften und so das gesamte Interstitium des Neuropil durchziehen.
Sie wirken somit einerseits als Stitz- und Haltezellen im Gehirn, sind aber
aufgrund ihrer spezialisierten Zellkontakte auch wesentlich am Flissigkeits- und
Stoffwechselaustausch im Hirngewebe beteiligt (Love 2008). Durch Stimulation
z.B. durch Verletzungen werden sie hypertroph oder hyperplastisch und werden

vom Erscheinungsbild als ,gemistozytisch” beschrieben (Vinters 1998).

Neoplastische Veranderungen von Astrozyten bilden eine heterogene Gruppe

von Raumforderungen des ZNS. Ihre Klassifizierung wird durch vier
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EINLEITUNG

histologische Parameter (Kernatypien, Mitosen, Gefal3proliferationen und
Nekrosen) vorgenommen, die aus einer alteren Klassifikation der Mayo-Klinik
hervorgegangen sind (Kernohan 1949). Die Einteilung erfolgt dabei in die WHO
Grade I-IV (s. Abbildung 1), wobei Grad | eine Sonderstellung einnimmt (s.u.)
(Burger, 2002). Es zeigt sich auRerdem eine enge Korrelation zwischen dem
Tumorgrad und dem Lebensalter des Patienten, da Astrozytome WHO Grad I
eine Progression tber WHO Grad Il bis hin zum Glioblastom (WHO Grad V)
durchmachen kdnnen. So sind Grad | Tumoren meist ,Tumoren des Kindes®,
Grad Il Tumoren treten in der dritten und vierten Lebensdekade auf, Grad lli
Astrozytome um das 50. Lebensjahr und Glioblastome Grad IV bei &lteren
Patienten ab 60 Jahren. Es gibt jedoch auch viele Ausnahmen, da das
Alterspektrum breit gestreut ist (Burger 2002; Louis 2007; Ohgaki 2007).

WHO Grad |: Pilozytisches Astrozytom

Das pilozytische Astrozytom ist ein relativ gut umschriebener, langsam
wachsender und oft zystisch imponierender glialer Tumor, der meist bei Kindern
und Jugendlichen auftritt und 5-6% aller Gliome ausmacht (Scheithauer 2007).
Es nimmt eine Sonderstellung bei den Gliomen ein, da es uber Jahre und
Jahrzehnte bestehen kann, ohne maligne zu entarten. Aus diesem Grund und
auch weil eine chirurgische Resektion kurativ erfolgen kann, wird er als WHO
Grad | eingestuft (Scheithauer 2007). Das pilozytische Astrozytom tritt
geschlechtsunabhangig meist in den ersten zwei Lebensdekaden auf und
macht hier mit 16-21% (0-19 Jahre) einen Grof3teil der kindlichen ZNS Tumoren
aus (Central Brain Tumor Registry United States 2006). Mit steigendem Alter
nimmt die Haufigkeitswahrscheinlichkeit ab und bei Erwachsenen utber 50
Jahren werden nur noch vereinzelt Astrozytome WHO Grad | beschrieben.
Typischerweise sind sie infratentoriell in der Mittellinie lokalisiert (Scheithauer
2007). Pradilektionsstellen sind der Nervus opticus (Hoyt 1969), der Thalamus,
die Basalganglien (McGirr 1987), das Cerebellum (Cushing 1931; Hayostek
1993), der Hirnstamm (Burger 1996 a; Burger 1996 b; Pollack 1993) und das
Ruckenmark (Minehan 1995; Rauhut 1989; Rossitch 1990). Klinisch reichen die

Symptome von fokalen neurologischen Defiziten, je nach Lokalisation, bis hin
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EINLEITUNG

zu unlokalisierten Zeichen wie z.B. Kopfschmerzen, Macrocephalie,
Endokrinopathie und ventrikularer Obstruktion, die bis zu steigendem Hirndruck
fuhren kann. Ist der Nervus opticus betroffen, kann es zum Sehverlust kommen.
Cerebellar lokalisierte Astrozytomen fihren bei Kindern eher zu Schwindel,
starken Kopfschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen (Scheithauer 2007). Im CT
oder MRT sind pilozytische Astrozytome meist gut umschrieben,
kontrastmittelaufnehmend (Fulham 1993; Lee 1989), zystisch formiert und nur
selten kalzifiziert. Makroskopisch sind sie meist weich, grau, eher eigenstandig
und scharf begrenzt (Scheithauer 2007). Histopathologisch imponieren zwei
Verteilungsmuster. Ein kompaktes mit den typischen namensgebenden
piloiden, bipolaren Zellen mit Rosenthalfasern und ein eher lockeres mit
multipolaren Zellen mit Mikrozysten, ,granular bodies” und hyalinen Trépfchen.
Typischerweise finden sich nur wenige Mitosen, hyperchromatische und
pleomorphe Zellkerne. Gefal3proliferate mit teilweise perivaskularen
Lymphozyten, infarktédhnliche Nekrosen (ohne Pallisadenstellung der Kerne)
und Infiltration in die Leptomeningen sind ebenso mit einem pilozytischen
Astrozytom vereinbar und keine Zeichen von Malignitat (s. Abbildung 1). Das
Tumorwachstum scheint ab dem 20. Lebensjahr abzunehmen (Scheithauer
2007). Es gibt sogar Beispiele von spontaner Regression (Gunny 2005).
Fernmetastasierung ist fast nicht bekannt. Manche Astrozytome streuen jedoch
ins Ruckenmark, noch bevor der eigentliche Primartumor erkannt wurde. Einen
Sonderstatus nimmt hierbei die pilomyxoide Variante ein, die aufgrund ihrer
Rezidivneigung daher als WHO Grad Il eingestuft wird (Tihan 1999).
Pilozytische Astrozytome sind die haufigsten glialen Neoplasien, die mit einer
Neurofiboromatose Typ 1 assoziiert sind. 15% der Patienten mit
Neurofiboromatose Typ 1 entwickeln die Tumore vor allem im Nervus opticus.
Bis zu 33% der Patienten mit einem pilozytischen Astrozytom an dieser Stelle
haben Neurofibromatose Typ 1. Im Allgemeinen sind Neurofibromatose Typ 1-
assoziierte pilozytische Astrozytome, vor allem die im Nervus opticus, noch
weniger aggressiv als nicht Syndrom-assoziierte Astrozytome(Lewis 1984,
Rosser 2002).

15



EINLEITUNG

WHO Grad lI: Diffuses Astrozytom

Das diffuse Astrozytom ist, wie der Name schon sagt, ein diffus infiltrierendes
von der WHO als Grad Il eingestuftes Astrozytom, das meist bei jungen
Erwachsenen, supratentoriell im Marklager auftritt und durch noch relativ gut
differenzierte Zellen und ein langsames Wachstum gekennzeichnet ist. Es hat
die Tendenz zur malignen Progression uber das anaplastischen Astrozytom
(WHO Grad Il s. unten) am Ende hin zum Glioblastom (WHO Grad 1V) (Ohgaki
2007). Es macht 10-15% aller astroglialen Hirntumoren aus und zeigt bei einer
leichten Tendenz zum mannlichen Geschlecht (M:F ratio, 1.18:1) (von Deimling
2007) einen Erkrankungsgipfel in der dritten und vierten Lebensdekade. Das
diffuse Astrozytom kann in allen Regionen des ZNS vorkommen, meist ist es
jedoch im supratentoriellen Marklager des Frontal- oder Temporallappen
gelegen oder auch in Hirnstamm und Ruckenmark. Nur selten findet man es im
Kleinhirn (von Deimling 2007). Klinisch macht sich das diffuse Astrozytom meist
durch Krampfe bemerkbar, aber auch Sprach-, Empfindungs- oder
Sehstérungen sowie motorische Stdérungen sind mdoglich. Bei frontal
lokalisierten Tumoren kann es auch zu Verhaltens- und
Personlichkeitsverdnderungen kommen (von Deimling 2007). Im CT zeigt es
sich als schlecht umschriebene, homogene, kaum kontrastmittelaufnehnmende
Masse mit niedriger Dichte. Teilweise ist auch Kalzifizierung oder cystischer
Umbau zu sehen. Im T1 gewichteten MRT zeigt es sich hypointens, im T2
gewichteten MRT hyperintens. Eine Gadoliniumanreicherung zeigt sich in der
Regel erst bei der Progression zum Anaplastischen Astrozytom (WHO Grad IIl)
(von Deimling 2007). Makroskopisch erscheint der Tumor als grau oder gelblich
weilde Masse mit unklaren Grenzen und Ausdehnung ins angrenzende Gewebe
jedoch ohne Infiltration desselben. Teilweise kdnnen auch zystische oder
granulare Bereiche sowie verhartete aber auch erweichte Zonen vorkommen
und mikrozystische Veranderungen kénnen sich als gallertartige Erscheinungen
aufRern (von Deimling 2007). Histologisch zeigen sich gut differenzierte, fibrillare
oder gemistozytdare Tumorzellen auf einer lockeren, mikrozystischen Matrix
gelegen. Die Zellzahl ist leicht erhoht, es finden sich jedoch bis auf wenige
Ausnahmen keine Mitosen (s. Abbildung 1). Das Vorhandensein von Nekrosen
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oder Gefal3proliferaten ist mit der Diagnose eines diffusen Astrozytoms
unvereinbar (von Deimling 2007). Als histologische Untergruppen sind das
fibrillare, das gemistozytare und das protoplasmatische Astrozytom zu nennen.
Die haufigste ist die fibrillare Variante, die sich durch niedrige bis mittelgradige
Zelldichte, Zellatypien wie z.B. erweiterte, zigarrenférmige oder unregelmafiig
hyperchromatische Nukleoli und schmalem Zytoplasma darstellt (von Deimling
2007). Die Zellen sind in der GFAP- und Vimentin- Immunohistochemie-
Farbung positiv, wobei sich die Vimentinfarbung nur in einem perinukleéren
Randsaum zeigt (Herpers 1986), die GFAP-Farbung jedoch auch im
Zytoplasma sichtbar wird (Kleihues 1987). Das gemistozytare Astrozytom zeigt
eine deutliche, aber variable Anzahl von gemistozytischen, neoplastischen
Astrozyten, die mehr als 20% der Tumorzellen ausmachen muissen (von
Deimling 2007). Histopathologisch dominieren Gemistozyten mit plumpen,
glasigen, eher eckigen eosinophilen Zellkorpern mit zuféllig verteilten
Zellfortsatzen, die ein grobes fibrillares Netzwerk bilden. Die Zellkerne liegen
meist exzentisch und haben deutliche Nukleoli und dichtes Chromatin (von
Deimling 2007). Es zeigen sich oft perivaskulare lymphozytische Infiltrate
(Burger 1985). Elektronenmikroskopisch sieht man im Zytoplasma und in den
Zellfortsatzen reichlich gliale Filamente (von Deimling 2007). Die Gemistozyten
expriemieren durchweg GFAP in ihren Zellkbrpern und Zellfortsatzen (von
Deimling 2007). Teilweise zeigt sich auch eine Expression von p53 Protein und
bcl-2 (Newcomb 1997; Watanabe 1997 b). Die seltenste Variante, das
protoplasmatische Astrozytom, zeichnet sich durch kleine Zellkérper mit nur
wenigen glialen Fillamenten und gleichmaf3ig rund bis ovalen Nukleoli aus. Eine
GFAP Farbung zeigt sich kaum, die Zelldichte ist niedrig und es gibt keine
mitotische Akivitat. Charakteristisch sind auch mukoide Degenerationen und
mikrozystische Veranderungen (von Deimling 2007). Vor allem bei Kindern ist
diese Art von Astrozytom nicht immer leicht vom pilozytischen (WHO Grad 1)
oder pilomyxoiden Astrozytom (WHO Grad Il) zu unterscheiden (Prayson 1995).
Diffuse Astrozytome mit vielen Gemistozyten tendieren zu einer schnelleren
malignen Progression als normale fibrillare Astrozytome (Okamoto 2004;

Peraud 1998). Bei mehr als 60% der Patienten mit diffusem Astrozytom ist eine
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TP53 Mutation zu finden (Okamoto 2004; Reifenberger 1996; Watanabe 1997
a). Bei der gemistozytischen Variante ist dies sogar bei Uber 80% der Patienten
der Fall (Okamoto 2004; Watanabe 1998). Ebenso wird oft eine erh6hte mRNA
Expression von PDGFR festgestellt (Hermanson 1992). Als haufigste
genetische Veranderung wurde ein Fehler auf Chromosom 7q und 8q
festgestellt. Ein LOH auf Chromosom 22q wurde in 17% der Falle beschrieben
und eine Deletion auf Chromosom 6 in 14% (Nishizaki 1998; Schrock 1996;
Miyakawa 2000). Ein Drittel der diffusen Astrozytome zeigten eine pl4ARF
Promotor Methylation (Nakamura 2001 a), 50% eine MGMT Promotor
Methylation, die sogar signifikant mit einer TP53 Mutation assoziiert war
(Nakamura 2001 b) und sogar 72,7% eine IDH1 Mutation (Hartmann 2009). Die
mittlere Uberlebenszeit nach einer Operation betragt, natirlich mit individuellen
Schwankungen, 6-8 Jahre (von Deimling 2007). Die Gesamtdauer der
Erkrankung hangt jedoch stark von der malignen Progression zu héhergradigen
Astrozytomen (Grad IlI-1V) ab, was im Mittel nach 4-5 Jahren geschieht (Ohgaki
2005 b; Vertosick 1991; Watanabe 1997 b). Gerade bei einer TP53 Mutation ist
ein Langzeitiberleben moglich (Ohgaki 1999). Zum Diagnosezeitpunkt junge
Patienten haben meist einen besseren klinischen Verlauf (Okamoto 2004;
Shafqgat 1999), wobei sich eine grof3e Tumorgrél3e eher negativ auswirkt (Karim
1996). Gelingt eine Totalresektion des Tumors, ist die Uberlebenszeit signifikant
hoher (lwabuchi 1999; Peraud 1998; van Veelen 1998). Patienten bei denen
eine Epilepsie das einzige Symptom ist haben eine bessere Prognose als
Patienten mit weiteren neurologischen Defiziten (van Veelen 1998).

WHO Grad lll: Anaplastisches Astrozytom

Das anaplastische Astrozytom ist ein diffus infiltrierender maligner Hirntumor,
der meistens cerebral lokalisiert bei Erwachsenen auftritt und durch erhohte
Zellzahl, ausgepragte Zellatypien und eine signifikant erhéhte Proliferationsrate
gekennzeichnet ist (Kleihues 2007 b). Er wird von der WHO als Grad Ill Tumor
(Kleihues 1993) eingestuft und zeigt eine Tendenz zur Progression zum
Glioblastom (WHO Grad 1V) (Kleihues 2007 c). Das mittlere Erkrankungsalter

liegt zwischen 45 und 51 Jahren mit einer leichten Tendenz zum mannlichen
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Geschlecht (Ohgaki 2005 b). Auftreten kann das anaplastische Astrozytom, wie
auch das diffuse Astrozytom (WHO Grad Il) in allen Bereichen des Hirns, es hat
jedoch eine Praferenz zu den Grof3hirnhemispharen (Kleihues 2007 b). Die
Symptome sind denen des diffusen Astrozytoms (WHO Grad Il) sehr ahnlich.
Wenn das anaplastische Astrozytom aus einem diffusen Astrozytom WHO Grad
II entsteht, kbnnen die neurologischen Defizite, die Krampfanfalle und die
Hirndruckzeichen auch verstarkt auftreten (Kleihues 2007 b). Makroskopisch
zeigt sich eine Infiltration des umliegenden Hirngewebes jedoch ohne offene
Gewebszerstorung und sichtbare Zystenbildung. Makroskopisch ist das Grad IlI
nur schwer vom Grad Il Astrozytom zu unterscheiden (Kleihues 2007 b).
Histologisch zeigen sich eine gesteigerte Zellzahl, nukledre Atypien sowie
mitotische Aktivitat (s. Abbildung 1). Die Interpretation letzterer ist insbesondere
von der Gewebeprobengrol3e abhéngig. Ist in einer kleinen Probe,
beispielsweise aus einer stereotaktischen Biopsie, schon eine Mitose sichtbar
spricht das eher fir ein anaplastisches Astrozytom WHO Grad Ill, als eine
einzige Mitose in einem ganzen Geweberesektat, was durchaus noch mit einem
WHO Grad Il Astrozytom vereinbar wére. Hierbei kann die Ki-67/MIB-1
Immunhistochemie hilfreich sein, die beim anaplastischen Astrozytom
normalerweise zwischen 5-10% liegt, jedoch auch innerhalb desselben Tumors
variieren kann (Coons 1993; Jaros 1992; Karamitopoulou 1994; Raghavan
1990). Regionale oder diffuse Zellzahlerh6hung ist ein wichtiges Kriterium,
korreliert jedoch nicht immer mit hoher mitotischen Aktivitat. Die Varianz in der
nukledren GrolR3e, Form und Verdnderungen des Chromatins nehmen zu, wie
auch die Zahl und Prominenz der Nukleolen (Kleihues 2007 b). Laut Definition
fuhren Nekrosen oder Gefal3proliferate zur Diagnose eines Glioblastoms
(Kleihues 2007 c). Daher ist das anaplastische Astrozytom (WHO Grad IIl)
klinisch, morphologisch und genetisch gesehen eine Zwischenstufe zwischen
dem diffusen Astrozytom (WHO Grad Il) und dem sekundaren Glioblastom
(WHO Grad 1V). Es ist jedoch noch nicht ganz klar, warum manche aus einem
WHO Grad Il Astrozytom entstehen, andere wiederum de novo ohne
erkennbare Vorlasion (Kleihues 2007 b). Die hohe Zahl an TP53 Mutationen

(>70%) (Watanabe 1997 a) lasst jedoch vermuten, dass eigentlich alle Grad lll
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Astrozytome aus einem diffusen Astrozytom entstehen, teilweise jedoch so
schnell progredieren, dass die Vorstufe nicht gefunden wird (Kleihues 2007 b).
Genetisch zeigt sich bei anaplastischen Astrozytomen eine hohe Frequenz von
LOH 17p (50-60%) (Ohgaki 2004; Okamoto 2004; von Deimling 1994), LOH
10gq (35-60%) (Balesaria 1999; Ichimura 1998), PTEN Mutationen (18-23%)
(Davies 1999; Watanabe 1998), LOH 22q (20-30%) (Hartmann 2004) und LOH
69 (33%) (Miyakawa 2000). LOH 19q ist mit 46% signifikant hoher als beim
diffusen Astrozytom (von Deimling 1994). EGFR Amplifikation ist nicht sehr
haufig (<10%) (Kleihues 2007 b). Die Progression zum Glioblastom ist zeitlich
variabel, es zeigte sich jedoch ein mittleres Intervall von zwei Jahren (Ohgaki
2004). Steigendes Alter ist ein ungunstiger Faktor (Kleihues 2007 b) und
Patienten mit einer EGFR Amplifikation haben eine signifikant kirzere
Uberlebenszeit (Jarvela 2006).

WHO Grad 1V: Glioblastom

Das Glioblastom ist der haufigste primére Hirntumor (12-15%) und auch der
bdsartigste und haufigste unter den Astrozytomen (60-75%) (Ohgaki 2005 b).
Er lasst sich operativ nicht komplett entfernen und weniger als die Halfte der
Patienten Uberleben nach der Diagnose langer als ein Jahr (Kleihues 2007 c).
Deshalb ist er von der WHO als Grad IV eingestuft (Kleihues 2007 c). Er
zeichnet sich durch Kernatypien, Zellpleomorphismen, mitotische Aktivitat,
Gefal3proliferationen mit Mikrothromben und Nekrosen aus und kommt meist
bei Erwachsenen in den GroBhirnhemisphéren vor. Es gibt primare
Glioblastome die relativ rasch de novo entstehen und die sekundaren
Glioblastome die sich aus den Astrozyomen der WHO Grade Il und Ill eher
langsam entwickeln. Das Haupterkrankungsalter liegt zwischen 45 und 75
Jahren mit einem Mittel von 61 Jahren (Ohgaki 2004) und einer leichten
Tendenz zum mannlichen Geschlecht (Ohgaki 2005 a), ein Glioblastom kann
prinzipiell aber in jedem Alter auftreten (Kleihues 2007 c). Meist zeigt es sich in
der weil3en Substanz der Grol3hirnhemispharen (31% temporal, 24% parietal,
23% frontal, 16% okzipital), aber auch in den Basalganglien und dem Thalamus

(vor allem bei Kindern) und infiltriert nicht selten in umliegendes Gewebe und

20



EINLEITUNG

sogar Uber den Balken bis in die gegenuberliegende Grol3hirnhemisphare
(Kleihues 2007 c). Intraventrikular (Lee 1997), im Hirnstamm (meist bei
Kindern) (Dohrmann 1976), im Kleinhirn und im Rickenmark wird es dagegen
selten gefunden. Der Symptomverlauf ist, auf3er bei den sekundaren
Glioblastomen, meist kurz (in 50% der Falle unter drei Monaten) und &auf3ert
sich in Form von Hirndruckzeichen wie beispielsweise Kopfschmerzen,
Ubelkeit, Erbrechen und Papillenédem aber auch unspezifische Symptome wie
Personlichkeitsverdnderungen kdnnen vorkommen. Bis zu einem Drittel der
Patienten entwickeln einen epileptischen Anfall (Kleihues 2007 c).
Makroskopisch sind Glioblastome aufgrund ihrer kurzen Symptomdauer, wenn
sie entdeckt werden, meist schon sehr grol3 und infiltrieren einen ganzen
Lappen. Sitzen sie im Balken oder Hirnstamm haben sie sich oft bereits bilateral
ausgebreitet und wirken so sehr symmetrisch (,butterfly glioma*®) (Kleihues 2007
c). Sie sind im Randbereich von gesundem Hirngewebe schlecht abgrenzbar
und haben eine grauliche Farbe mit zentral gelben Arealen, was der
Nekrosezone mit Myelinabbau entspricht und bis zu 80% der Tumormasse
ausmachen kann. Sie zeigen typischerweise auch rote und braune Stellen, die
frischen und &alteren Hamorrhagien entsprechen. Sind makroskopisch sichtbare
Zysten vorhanden, sind diese meist mit einer triben Flussigkeit aus
nekrotischem Tumorgewebe geflllt (Kleihues 2007 c). Glioblastome infiltrieren
sehr schnell das umliegende Hirngewebe (Burger 1988), jedoch selten den
Subarachnoidalraum. Sie metastasieren so gut wie nie Uber den Liquor oder
erfassen extraneuronales Gewebe (Pasquier 1980, Pasquier 1979) und
durchbrechen auch nur sehr selten die Dura, den venodsen Sinus oder den
Schadelknochen (Pedersen 1994; Pompili 1993; Shuangshoti 1987). Es wurden
schon verschiedene molekulare Mediatoren entdeckt, die fur die Invasion von
Glioblastomen verantwortlich sind wie z.B. der TGF- und der AKT Pfad (Wick
2006; Koul 2005), aber auch die Hypoxie die zur HIF-1a Aktivierung fuhrt (Kaur
2005). AulRerdem haben die Tumorzellen eine migrationsfordernde,
extrazellulare Matrix entwickelt (Knott 1998) und sezernieren proteolytische
Enzyme, die die Invasion durch eben diese Matrix erlauben (Kleihues 2007 c).

Uber 90% der Glioblastome entstehen bei alteren Patienten (im Mittel mit 62
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Jahren) de novo und sind somit primare Glioblastome (Ohgaki 2004; Ohgaki
2007). Der Rest, also die sekundaren Glioblastome, entstehen im Mittel mit 45
Jahren aus einem WHO Grad Il Astrozytom, haben sich aus diesem im Schnitt
nach 4-5 Jahren entwickelt (Ohgaki 2005 b; Watanabe 1997 a) und haben eine
signifikant langere Uberlebenserwartung von 7,8 Monaten (im Median) als die
primaren Glioblastome (Median: 4,7 Monate) (Ohgaki 2004; Ohgaki 2005 b).
Sie unterscheiden sich aufRerdem teilweise auch in ihrer Genetik, ihrem
Expressionsmuster (Ohgaki 2005 b) und ihrer Ansprechrate auf eine Therapie,
zeigen jedoch beide eine hohe Frequenz von LOH 10q (Fujisawa 1999;
Fujisawa 2000; Ohgaki 2004; Ohgaki 2007). Sekundare Glioblastome besitzen
meist auch die typischerweise in niedriggradigen Tumoren gefundenen IDH1
oder IDH2 Mutationen (Yan 2009). Das Glioblastom wird typischerweise durch
seine Gewebestruktur klassifiziert, wobei es eine hohe Heterogenitat aufweisen
kann. Es zeigen sich anaplastische, niedrig differenzierte, oft pleomorphe,
astrozytare Tumorzellen mit Kernatypien, sowie Gefal3proliferationen (teilweise
mit Mikrothromben) und/oder Nekrosen (Kleihues 2007 c). Perivasculare
Lymphozytenanreicherungen sind eher selten. Sogenannte ,sekundare
Strukturen® in Form von pallisadenartig aufgestellten Tumorzellen z.B. an
Gefallen, um Neurone herum und an den Nekrosezonen sind dagegen hoch
diagnostisch (Scherer 1940). Gelegentlich enthalten sie auch Abschnitte mit
glandularen und fadenférmigen epithelialen Strukturen mit einem ovalen Kern,
einem prominenten Nukleolus und rundem, scharf begrenztem Zytoplasma
(Rosenblum 1991) (s. Abbildung 1). Manche Glioblastome haben auch
Gemistozyten mit sehr viel glasigem, nicht fibrillaren Zytoplasma, das den Kern
an den Rand der Zelle driickt oder vereinzelt auch gro3e Zellen mit granularem
PAS positivem Zytoplasma (Kleihues 2007 c). Als Untergruppen sind das
kleinzellige Glioblastom mit vielen, kleinen homogenen Zellen mit
hyperchromatischem Kern und einer hohen Proliferationsrate (Perry 2004), das
Glioblastom mit einer oligodendroglialen Komponente und bessere Prognose
als das normale Glioblastom (He 2001; Homma 2006; Kraus 2001) und das
Riesenzellglioblastom mit haufenférmig angeordneten Riesenzellen und einer

hohen Frequenz von TP53 Mutationen (Kleihues 2007 c) zu nennen, sowie das
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Glioblastom mit Granularzellkomponente (Shi 2008). Daneben gibt es noch das
Gliosarkom, das einerseits aus einer glialen, andererseits aus einer
mesenchymalen Differenzierung besteht (Kleihues 2007 c¢) und das maligne
Gliom (,Lipoglioblastom®) mit vielen lipid- oder seifenartigen Tumorzellen
(Kepes 1987; Rosenblum 1991; Tanaka 1989). Glioblastome haben eine hohe
proliferative Aktivitdt und zeigen deshalb auch meist sehr viele, teilweise sogar
atypische Mitosen, die jedoch nicht in allen Tumorbereichen gleich ausgepragt
sein mussen (Kleihues 2007 c). Als bestdurchblutetster Tumor des Menschen
hat er verschiedene Mechanismen zur Vaskularisation entwickelt, wie z.B. die
Ubernahme bereits bestehender GefaRe durch Tumorzellen (Machein 2004)
oder die klassische Angiogenese und Vaskulogenese (Acker 2004; Fischer
2005; Machein 2004). Die Tumorhypoxie ist die grofldte treibende Kraft zur
Gefal3proliferation in Glioblastomen (Acker 2004) und fihrt zur HIF-1a
Aktivierung (Kaur 2005) und in den pranekrotischen Pallisadenzellen zur VEGF
Bildung, die einer der Hauptmediatoren fir die gliomassoziierte vaskulare
Dysfunktion darstellt (Kleihues 2007). Genetische Faktoren in priméren
Glioblastomen sind unter anderem LOH 10q (70%), EGFR Amplifikation (36%),
pl6INK4a Deletion (31%), TP53 Mutation (28%) und PTEN Mutation (25%)
(Ohgaki 2004). In sekundéaren Glioblastomen ist die
Haufigkeitswahrscheinlichkeit der einzelnen genetischen Faktoren etwas
anders, LOH 10q (63%), TP53 Mutation (65%), pl6INK4a Deletion (19%),
EGFR Amplifikation (8%) und PTEN Mutation (4%) (Ohgaki 2004).
Glioblastome sind sehr therapieresistent und nur ca. 20% der Patienten
Uberleben trotz eines aggressiven Operationsregimes, hochdosierter Radiatio
und/oder héchster tolerierter Chemotherapie (z.B. mit Temozolomid) nach der
Diagnosestellung langer als ein Jahr, nur 3% Uuber 3 Jahre (Ohgaki 2004;
Ohgaki 2005 b). Junge Patienten (<50 Jahre) haben eine signifikant bessere
Prognose (Burger 1987) und sekundare Glioblastome eine signifikant langere
Uberlebenszeit als primare Glioblastome (Ohgaki 2004). Auch das
Vorhandensein und die Ausdehnung von Nekrosen (Burger 1987; Hammoud
1996; Homma 2006; Pierallini 1998) und LOH 10q sind mit einer kirzeren
Uberlebszeit verbunden (Ohgaki 2004).
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Abb. 1: HE gefarbte Histologieschnitte mit dem exemplarisc hen Bild von
pilozytischen Astrozytomen (WHO° I), diffuse Astroz ytomen (WHO? Il),
anaplastische Astrozytomen (WHO?III) und Glioblast  omen (WHO°IV), hier

mit pathologischen Gefal3proliferaten.

1.3 Die Rolle von Transmembranrezeptoren in Gliomen

Neben der histologischen Klassifizierung von Gliomen ist, besonders zur
Entwicklung neuer Therapieansatze, auch eine Unterscheidung in
unterschiedliche Signaltransduktionswege  sowie Mutationen derer
Mitgliedsgene moglich. Hierbei zeichneten sich drei Expressions- und
Aktivitditsmuster von Proteinen in Gliom-relevanten Signalwegen ab. Es zeigte
sich je nach Gruppe eine Dominanz der EGFR-Aktivierung, der PDGFR-
Aktivierung oder ein Verlust des Ras-Regulators NF1. Die Klasse der EGFR
zeigte eine bedeutende Aktivierung des Notch Signalwegs durch eine hohe
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Expression von Notch Liganden und Rezeptoren und die Klasse der PDGF-
Rezeptoren hohe Level von PDGFB-Liganden und Phosphorylierung von
PDGFRbeta und NFKB. Der Verlust von NF1 war mit einer erniedrigten
Aktivierung von MAPK und PI3K und relativer Uberexpression des

mesenchymalen Markers YKL40 assoziiert (Brennan 2009).
1.4  Die Notch-Familie

Die Notch-Gene kodieren fur eine Familie von transmembranen Proteinen, die
an vielen Prozessen wie der Differenzierung, Proliferation und Apoptose von
Zellen beteiligt sind (Ronchini 2001). Sie regulieren dabei nicht nur die
embryonale und fetale Organogenese, sondern spielen auch bei der Reifung
und Entwicklung von verschiedenem postnatalem und adultem Gewebe eine
Rolle (Artavanis-Tsakonas 1999). Die Notch Rezeptorenfamilie besteht aus den
bisher bekannten Notch 1 bis Notch 4, die in ihrer vollen Lange und
unbearbeitet  synthetisiert werden und aus einer extrazellularen,
transmembranen und intrazellularen Domane bestehen. An der extrazellularen
Domane sind viele EGF (-like) Repeats gebunden (s. Abbildung 2 A; Leong
2006). Der Notch Rezeptor bildet zwei Untereinheiten. Die erste besteht aus
dem Grofdteil der extrazellularen Domane und die zweite aus der
transmembranen und der intrazellularen Doméne (Blaumueller 1997). Diese
zwei Untereinheiten sind nicht-kovalent assoziiert und bilden an der
Zelloberflache einen heterodimeren Typ | Transmembranrezeptor. Wenn kein
Ligand an diesen Rezeptor bindet, ist er inaktiv (Leong 2006). Die Notch-
Liganden Familie besteht aus Jagged 1 und 2 und Delta-like 1, 3 und 4 (s.
Abbildung 2 B). Auch sie sind Typ | Transmembranproteine (Leong 2006). Da
die Notch Rezeptoren und Liganden membrangebunden sind, lauft ihr
Signalweg uber lokale Zell-Zell Kommunikation ab (Grego-Bessa 2004). Hierbei
fuhrt eine Ligandenbindung zu einer intramembranen Proteolyse des Rezeptors
und resultiert in einem aktiven Notch Fragment. Dieses wandert nun zum
Zellkern und vereint sich dort mit einem intrazellularen Protein, um einen
Transkriptionskomplex zur Aktivierung weiterer Zielgene zu bilden. Diese Art

von Transkriptionsweg wird auch ,canonical pathway“ genannt (Kopan 2009).
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Notch kann je nach Zelllinie die Zelldifferenzierung blockieren oder aktivieren
(Leong 2006). Notch reguliert u.a. die Entwicklung und Differenzierung von
verschiedenen blutbildenden Zelltypen wie T-Zellen (Sambandam 2005), B-
Zellen (He 2003), Monozyten (Ohishi 2000), Makrophagen (Masuya 2002),
dendritische Zellen (Cheng 2003), Osteoklasten (Yamada 2003) und naturliche
Killerzellen (DeHart 2005). So fuhrt z.B. eine Notch Aktivierung zur Inhibierung
der T-Zell Entwicklung (Maillard 2005). Wegen dieser wichtigen Rolle bei der
Blutbildung muss der Notch Signalweg sehr genau reguliert werden, da sich
Stoérungen in diesem System sonst zu hdmatologischen Neoplasien entwickeln
konnen (Leong 2006). Bei Saugetierembryonen sind die Notch Rezeptoren und
Liganden wahrend der Organogenese stark exprimiert (Artavanis-Tsakonas
1999) und spielen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der drei Keimblatter:
Endoderm (Pankreas (Lammert 1999)), Mesoderm (Blutbildendes System
(Milner 1999), Brustdrise (Callahan 2004), Blutgefal3e (Karsan 2005)) und
Ektoderm (ZNS (Yoon 2005)). Eine Notch Aktivierung fuhrt auch zur Hemmung
der Granulozytendifferenzierung (Milner 1996), Myogenese (Luo 2005), Neuro-
(Baker 2000; Nye 1994; Wang 1998) und Oligodendrozytengenese, hat jedoch
keinen Einfluss auf die Astrozytendifferenzierung (Nye 1994; Wang 1998).
Notch kann nicht nur die Differenzierung von neuronalen Stammzellen
blockieren, sondern sie auch spezifisch dazu aktivieren Gliazellen zu
produzieren (Wang 2000; Furnkawa 2000). Hierbei fungiert Notch als Trigger
fur die Differenzierung von drei Arten von Gliazellen: Schwannzellen (Morrison
2000), radiale Glia (Gaiano 2000) und Miullerzellen (Furnkawa 2000). In Vitro
konnte Notch dabei signifikant die Menge und Rate der glialen Differenzierung
von Schwannzellen aktivieren (Morrison 2000). In einer steigenden Anzahl von
soliden Tumoren wie Pankreas-CA (Zavadil 2004), Lungen-CA, Mamma-CA,
Prostata-CA, Colorektales-CA, Uterus-CA und Ovarial-CA (Ramaswamy 2003)
aber auch bei verschiedenen Formen der AML und B-Zell CLL (Radtke 2003;
Tonon 2003) zeigt sich eine deregulierte Expression von Notch Rezeptoren und
Liganden (Grego-Bessa 2004). Notch kann dabei die Tumorzellen an ihrer
Differenzierung hindern und wirkt somit tumorsuppressiv (Radtke 2003). Es

kann jedoch auch die Expression von Cyclin D1 aktivieren, was zu vermehrter
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Zellproliferation fuhrt und somit direkt Faktoren regulieren, die im Zellzyklus und
bei der Zellproliferation eine Rolle spielen (Ronchini 2001). Seine tumorigene
Wirkung wird vermutlich aber auch Uber eine EGFR-vermittelte Aktivierung des
Ras-Protoonkogens gesteuert (Weijzen 2002). Notch kann daher sowohl als
Tumorsuppressorgen als auch als Onkogen wirken (Nicolas 2003; Radtke
2003; Ronchini 2001).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Notch Rezeptoren und Liganden

Familien in Mammalia (Quelle: Leong 2006).

(A) Die Saugetier Notch Rezeptorfamilie besteht aus vier Untergruppen:
Notch 1, Notch 2, Notch 3 und Notch 4.

(B) Die Saugetier Notch Ligandenfamilie besteht aus flnf Untergruppen:
Jagged 1, Jagged 2, Delta-like 1, Delta-like 3 und Delta-like 4.
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1.4.1 Notch 1

Eine deregulierte Notch 1 Expression wurde als Faktor fur die Entstehung von
T-Zell ALL und Lymphomen gefunden (Ellisen 1999). Eine Uberexpression von
Notch 1 und Jagged 1 und 2 wurde auch im primaren multiplen Myelom (Houde
2004; Jundt 2004) gefunden. Auch beim Cervix-CA (Gray 1999; Zagouras
1994; 9-16), Colon-CA, Lungen-CA (Zagouras 1994) und Pancreas-CA
(Miyamoto 2003) zeigte sich eine gesteigerte Notch 1 Proteinexpression. Beim
Mamma-CA zeigte sich Notch 1 als Onkogen (Parr 2004) beim Medulloblastom
(Fan 2004) und Hautkrebs (Nicolas 2003) jedoch eher tumorsuppressiv. Notch
1, Delta-like 1 und Jagged 1 wurden aufRerdem in Gliomen (WHO Grad II-I1V)
nachgewiesen (Abbildung 2; Purow 2005; Cheung 2006). Hierbei zeigte sich ein
hohes Level von Notch 1 im Nucleus bei Gliomen WHO Grad Il und lll, bei
Glioblastomen (WHO Grad IV) war jedoch nur eine geringe nucledre Notch 1
Expression zu finden. Bei allen drei WHO Graden war die zytoplasmatische
Notch 1 Expression sehr gering (Purow 2005). In tumorfreiem, adultem ZNS-
Gewebe wird Notch 1 zwar nur gering exprimiert, ist jedoch in
neurodegenerativen Prozessen im Hippocampus aufreguliert (Berezovska
1998). Die Herunterregulierung von Notch 1 induzierte in verschiedenen
Gliomzellinien die Apoptose und inhibierte die Zellproliferation (Purow 2005),
steigerte jedoch auch die EGFR Rate (Purow 2008). Eine erhohte EGFR Rate
findet sich in vielen aggressiven Gliomen (Libermann 1985) und eine
Behandlung mit EGFR-Inhibitoren zeigte bereits Effekte bei der Behandlung
von hohergradigen Gliomen (Mellinghoff 2005). Notch 1 spielt somit auch eine
Rolle bei der Regulierung von EGFR (Purow 2008).

1.4.2 Notch 2

Das Notch 2 Gen liegt in Zentromerndhe auf Chromosom 1q. In der externen
Kdrnerzellschicht des Cerebellum und im postnatalen Hirn ist eine Notch 2
Exprimierung zu finden. Auch bei vielen Neoplasien ist eine Uberexpression
von Notch 2 nachgewiesen, wie im primaren multiplen Myelom (Houde 2004;
Jundt 2004), bei Leukamien (Hubmann 2002), Hautkrebs (Nickoloff 2003) und
beim Medulloblastom (Fan 2004). Auch beim Cervix-CA (Gray 1999; Zagouras
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1994), Colon-CA, Lungen-CA (Zagouras 1994) und Pancreas-CA (Miyamoto
2003) zeigte sich eine gesteigerte Notch 2 Proteinexpression. Beim Mamma-CA
zeigte sich Notch 2 eher tumorsuppressiv (Parr 2004), bei embryonalen
Hirntumoren jedoch als Onkogen (Fan 2004). Der Verlust des Notch 2
Genabschnitts bei Oligodendrogliomen und Gliomen ging mit einer besseren
Prognose einher (Boulay 2007).

1.4.3 Notch 3 und 4

Im Gegensatz zu Notch 1 und 2 sind die restlichen Familienmitglieder bislang
noch nicht gut untersucht. Eine gesteigerte Notch 3 und 4 Expression zeigte
sich in malignen Melanomen (Nickoloff 2003), beim Pancreas-CA (Miyamoto
2003) und beim Mamma-CA (Callahan 2004). Auch beim CADASIL (Cerebral
Autosomal Dominant  Arteriopathy  with  Subcortical Infarcts and
Leukoencephalopathy) konnte eine Mutation im Notch 3 Gen auf Chromosom
19 festgestellt werden (Delibas 2009). Geeignete Antikorper fur die

Immunhistochemie existieren derzeit noch nicht, sind jedoch in Entwicklung.
1.5 Cycline

Cycline sind Proteine, die am Ablauf und der Regulierung des Zellzyklus
beteiligt sind. Dieser besteht aus der G1-, S-, G2- und der M-Phase in denen
die Zelle sich mitotisch teilt. Nach der M-Phase kann die Zelle auch in die GO-
Phase, die sogenannte Ruhephase tbergehen. Die Cycline aktivieren nun zu
einem ganz bestimmten Zeitpunkt die CDK, die standig in den Zellen zu finden
ist und aktivieren so den Ubergang von einer Phase in die nachste. Cycline sind
nur flr kurze Zeit im Zellzyklus verfigbar und werden sehr genau reguliert.
Wahrend einer Zellzyklusphase werden jeweils die phasenspezifischen
Cyclin/CDK-Komplexe gebildet, die ab einer gewissen Konzentration dann den

Ubergang von einer Phase in die nachste aktivieren (Lullmann-Rauch 2003).
1.5.1 CyclinD1

Cyclin D1 ist in der mittleren bis spaten G1-Phase maximal exprimiert (Scott
2005) und spielt somit, zusammen mit Cyclin E (Sherr 1996), eine Rolle beim
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Ubergang von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus. Da die Menge von Cyclin
D1 dabei ausschlaggebend ist, muss sie sehr genau reguliert werden. Eine
Uberexpression beschleunigt die G1-Phase und regt somit direkt die
Zellproliferation an (Ronchini 2001). In manchen Zelltypen kann Cyclin D1
jedoch auch zum Zellzyklusarrest fuhren (Zwijsen 1996; Del Sal 1996) und/oder
die Apoptose induzieren (Sofer-Levi 1996; Kranenburg 1996). Es konnte
aulRerdem gezeigt werden, das Cyclin D1 ein direktes Ziel von Notch 1 und
Notch 3 im Notch Rezeptor JAG1l vermittelten Notch Signalweg in
Mammakarzinomen darstellt (Cohen 2009). Cyclin D1 spielt zusammen mit
anderen Onkogenen eine wichtige Rolle in der Tumorgenese. Abweichende
Cyclin D1 Konzentrationen wurden bereits in vielen menschlichen Tumoren
gefunden (Hall 1996; Lee 2000; Rimerman 2000; Sherr 1996, Tetsu 1999). Die
Immunhistochemie mit monoklonalen Antikorpern zeigte eine Uberexpression
von Cyclin D1 beim Mamma-CA (Gillett 1994), Kopf- und Hals Squama-CA
(Bartkova 1995; Darzynkiewicz 1996), Osophagus-CA (Jiang 1992; Jiang 1993)
und Rectum-CA (Bartkova 1994). Auch bei Gliomen ist eine Uberexpression
sowohl von Cyclin D1 als auch MIB-1 nachgewiesen, die mit dem
Malignitatsgrad des Glioms ansteigt (Cavalla 1998; Sallinen 1999).
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1.6  Ziel der Arbeit und Fragestellung

Astrozytome bilden eine heterogene Gruppe von neoplastischen
Raumforderungen des ZNS und stellen die haufigsten hirneigenen Tumore dar.
Sie sind zwar im Vergleich zu anderen extrakraniellen Tumorentitaten seltener,
haben jedoch vor allem in hheren WHO Graden eine sehr schlechte Prognose
(Burger, 2002). Bisherige Strategien mit unterschiedlichen Ansatzen wie
Angiogenese, Hemmung der Tyrosinkinase oder Einsatz von Alkylantien wie
Carmustin oder Temozolomid haben nur geringe Verbesserungen hinsichtlich
der Uberlebenszeit erzielen konnen. Von daher ist die Erforschung neuer

molekularer Ansatzpunkte weiterhin vordringlich.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Expression von Notch 1, Notch 2 und
Cyclin D1 in Astrozytomen aller vier WHO-Grade und im Normalhirn auf

Proteinebene mittels immunhistochemischer Methoden.

Da die Notch Proteine an vielen Prozessen wie der Differenzierung,
Proliferation und Apoptose von Zellen beteiligt sind (Ronchini 2001) stellt sich
nun die Frage, ob durch ihre Expression in verschiedenen Astrozytomgraden
eine Uber die histopathologische Klassifizierung hinausgehende Aussage uber
die Agressivitat und die Uberlebenszeit der Patienten gemacht werden kann,
bzw. die Tumore innerhalb der einzelnen WHO-Grade weiter stratifiziert werden
konnen. Aufgrund der in mehreren Studien beschriebenen inversen Korrelation
von verschiedenen Notch Proteinen, untersucht diese Arbeit sowohl Notch 1 als
auch Notch 2 und ihren Zusammenhang in den einzelnen WHO Graden | bis IV
und im Normalhirn. Unter Umstanden koénnte der Notch Signalweg, bei
entsprechender prognostischer Relevanz, einen neuen Ansatzpunkt zur
Gliomtherapie darstellen. Fur die anderen Mitglieder der Notch-Familie, Notch 3
und 4 existieren derzeit keine sicher funktionierenden paraffingangigen
Antikoérper, auch ist bisher keine wesentliche Rolle fir Notch 3 und 4 in
Neoplasien bekannt.

Cycline sind Proteine, die am Ablauf und der Regulierung des Zellzyklus
beteiligt sind (Lullmann-Rauch 2003). Cohen et al. 2009 zeigte, das Cyclin D1
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ein direktes Ziel von Notch 1 und Notch 3 im Notch Rezeptor JAG1 vermittelten
Notch Signalweg in Mammakarzinomen darstellte. Uber ihre Expression in
Astrozytomen gibt es widersprichliche Aussagen (Sallinen 1999; Scott 2005)
und in anderen Geweben fiihrte eine Induktion von Cyclin D1 sowohl zur
Aktivierung als auch zum Zellzyklus Arrest (Zwijsen 1996; Del Sal 1996).
Deshalb wird in dieser Arbeit auch zuséatzlich zu Notch 1 und Notch 2 die Cyclin
D1 Expression untersucht um einen moglichen Zusammenhang zum Notch

Signalweg und zur Malignitat und Prognose in Astrozytomen treffen zu konnen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1  Definition und Auswahl der Gewebeproben

Fur die vorliegende Arbeit wurden 305 in Paraffin eingebettete
Astrozytomgewebeproben aus den Jahren 1991 bis 2007 aus dem Archiv des

Instituts fur Hirnforschung der Universitat Tubingen ausgewabhlt.

Darunter befanden sich 62 pilozytische Astrozytome WHO Grad |, 83 diffuse
Astrozytome WHO Grad Il (16 vom fibrillaren, 4 vom gemistozytaren und 2 vom
protoplasmatischen Typ; 61 waren nicht ndher klassifiziert), 78 anaplastische
Astrozytome WHO-Grad Il und 82 Glioblastome WHO-Grad IV.

Der Altersdurchschnitt der Patienten stieg dabei mit der Malignitat der Tumore
von WHO Grad I-1V an und lag bei den pilozytischen Astrozytomen WHO Grad |
bei 22,50 Jahren (Min-Max: 1-77), bei den diffusen Astrozytomen WHO Grad Il
bei 45,01 Jahren (Min-Max: 18-77), bei den anaplastischen Astrozytomen WHO
Grad Il bei 47,13 Jahren (Min-Max: 10-77) und bei den Glioblastomen WHO
Grad IV bei 57,60 Jahren (Min-Max: 25-85).

In jedem WHO Grad (WHO Grad I-1V) wurden sowohl Primartumore als auch

Rezidive eingeschlossen (s. Tabelle 1).

Tabelle 1: Anzahl der Primartumore und Rezidiviumore der WHO Grade |-
\Y]

WHO?°I WHOII WHOIII WHO° IV
Primartumor 53 68 61 60
Rezidivtumor 8 9 17 22
0. A. 1 6 0 0
gesamt 62 83 78 82
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AuBerdem wurden von allen Tumorgewebeproben, sofern bekannt, der
Entnahmeort dokumentiert und den beiden Hirnhalften sowie Hirnabschnitten

bzw. einen oder mehreren Lappen zugeordnet (s. Tabelle 2).

Tabelle 2: Seiten- und Lappenverteilung der WHO Grade I-IV

WHO?°I WHOII WHOIII WHO°IV
beide Hirnhalften 1 1 1 1
links 23 34 26 30
0. A 25 18 10 2
rechts 13 30 41 49
gesamt 62 83 78 82
frontal - 26 19 20
frontal,parietal 1 - 1 -
frontal,temporal 2 4 5 1
infratentoriell 35 3 1 2
mediobasal 3 - - -
0. A 2 15 8 2
okzipital 3 2 4 10
parietal 2 5 3 4
Stammganglien - 2 - -
parietal,okzipital 2 - 4 2
temporal 8 20 24 36
temporal,okzipital 1 1 1 2
temporal,parietal - 2 1 3
Thalamus 1 2 2 -
ventrikular 2 1 5 -
gesamt 62 83 78 82
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Um die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen an
pathologischem Gewebe mit denen an physiologischem Hirngewebe
vergleichen zu koénnen, wurden 95 Gewebeproben aus unterschiedlichen
Hirnabschnitten von 8 Autopsieféllen aus einer Normalhirnbank des Instituts fur

Hirnforschung der Universitat Tubingen untersucht (s. Tabelle 3).

Tabelle 3: Normalhirnproben (NH) in unterschiedlichen Hirnabs chnitten

NH1|{NH2 | NH3 | NH4 | NHS | NHG6 |NH7|NHS
Frontal-Rinde 1 1 1 1 1 1 1 1
Frontal-Mark 1 1 1 1 1 1 1 1
Temporal 1 1 1 1 1 - - 2
Okzipital-Rinde 1 1 1 1 1 1 1 1
Okzipital-Mark 1 1 1 1 1 1 1 1
Hippocampus 2 1 2 2 2 1 1 2
Subst. Nigra 1 1 1 1 1 1 1 1
Cerebellum 1 - 1 1 1 1 1 1
Pons 1 1 1 1 1 1 1 1
Striatum - - 1 - 1 1 1 1
Cingulum - 1 - - - - - -
Putamen - 1 - 1 1 . - -
L. Coeruleus - 2 - 1 - - - 1
Medulla obl. - 1 1 1 1 1 1 1
gesamt 10 13 12 13 13 10 10 14

Die Tumorgewebeproben wurden von Patienten, die in den Jahren 1991 bis
2007 in der Abteilung fur Neurochirurgie des Universitatsklinikums Tubingen

operiert wurden, gewonnen.

Die Ethikkommission des Universitatsklinikums Tibingen hatte keine Einwande
fur die Verwendung der Paraffingewebeblocke fir diese Arbeit.
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2.2  Mikroskopische und histologische Beurteilung

Die  ausgewdhlten  Tumorproben wurden von mindestens zwei
Neuropathologen, in den meisten Fallen sogar von drei Neuropathologen
mikroskopiert und nach den aktuellsten WHO Kriterien  (Louis 2007)
klassifiziert. Fur die Falle die zusatzlich in das Deutsche Gliomverbundprojekt
eingeschlossen waren, lag zusatzlich eine externe Referenzpathologie aus
dem Hirntumorreferenzzentrum Bonn vor. Es wurden nur Tumorproben in die
Studie eingeschlossen, die eindeutig klassifizierbar waren und bei denen
Primardiagnose und Referenzpathologie (bereinstimmende Ergebnisse

zeigten.
2.3 Herstellung der histologischen Préaparate

Nach der operativen Entnahme der Hirngewebeproben wurden diese direkt in
4%-igem Formalin in phosphatgepufferter Kochsalzlosung fixiert (pH 7.4). Nach
ausreichender Fixationsdauer erfolgte die Uberfiihrung in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70%, 70%, 80%, 96%, 100%, 100%) und zweimaliger
Entwasserung in einem Gemisch aus 100%- igem Alkohol und Chloroform (1:1)
sowie unverdinntem Chloroform. Danach wurden die entnommenen
Gewebeproben in Paraffin eingebettet. Nachdem die Paraffinblocken an einem
Mikrotom (Microm HM 355 S, Walldorf, Deutschland) geschnitten wurden,
wurden die ca. 4 um dicken Schnitte auf Objekttrdger (Superfrost Plus
Objekttrager; Firma R. Langenbrinck, Labor- und Medizintechnik Teningen,
Deutschland) aufgezogen. Die  Vorbereitung der  Schnitte  flr
immunhistochemische Methoden erfolgte durch die dreimalige Entparaffinierung
in Chloroform fur 10 min und anschlieRender Rehydrierung in einer
absteigenden Alkoholreihe (100%, 100%, 96%, 70 %, destilliertes Wasser) fur

jeweils 5 min.
2.4  Konstruktion des TMA-Paraffinblocks

Die Gewebeanordnung der einzelnen Proben mittels eines TMA-Paraffinblocks
(Tissue microarray) bietet die Madglichkeit einer schnelleren und somit

effizienteren  Gewebeaufarbeitung im Rahmen immunhistochemischer
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Untersuchungsansatze. Diese Methode wurde erstmals 1998 (Kononen 1998)
beschrieben und erlaubt die Einbettung, je nach Gewebeart und Blockgrofi3e,
von bis zu 1000 Gewebeproben auf einen Paraffinblock. Somit kdnnen nach
dem Schneiden dieses Blocks mit einer immunhistochemischen Farbung alle
auf diesem Block vorhandenen Gewebeproben gleichzeitig mit derselben
Methode gefarbt werden.

Auf den TMA-Paraffinblocken dieser Arbeit befanden sich bis zu 94
Gewebezylinder, in 33 Fallen wurde mehr als ein Zylinder von demselben

Tumor angefertigt, um etwaige Heterogenitaten erfassen zu kénnen.

Zur Herstellung der TMA-Paraffinblocke wurden zuerst die HE gefarbten
Schnitte der Donorparaffinblécke lichtmikroskopisch beurteilt und an den zu
untersuchenden, reprasentativen Tumorarealen mit Hilfe eines farbigen Stiftes
markiert. Danach wurden die markierten Areale der HE-gefarbten Schnitte
deckungsgleich auf die jeweiligen Donorblocke Ubertragen. Die Markierung der
gewinschten Tumorareale war fur den Ausschluss unerwinschter
Gewebeproben wie z.B. grol3flachige Nekrosen oder Einblutungen unerlasslich.
Im weiteren Verlauf wurden die ausgesuchten Gewebeareale nicht weiter

selektioniert.

Die Tissue microarrays wurden nach der Methode von Kononen et al. (Kononen
1998) mit Hilfe einer TMA-Maschine (Beecher Instruments Inc., Sun Prairie, WI,
USA) hergestellt. Dabei wurden im Abstand von ca 1,5 mm Locher in einen
Akzeptor-Paraffinblock (frischer Paraffinblock) gestanzt, die sofort mit den
ausgewahlten Gewebezylindern aus den Donor-Blocken (Zielgewebe-Blocke)
aufgefullt wurden. Um eine exakte Positionierung des frischen Akzeptor-
Paraffinblocks zu gewahrleisten, wurde dieser durch Festschrauben, mit kleinen
nachjustierbaren Schrauben, auf der Plattform der TMA-Maschine fixiert. Mit
einer dinnen Stanze von 600 ym Durchmesser wurden diinne Gewebezylinder
aus dem Donor-Block herausgestanzt, um dann mit Hilfe von x-y-
Mikrometerschrauben am Akzeptor-Paraffinblock in die gewiinschte Position
gebracht zu werden. Diese Mikrometerschrauben lassen eine exakte
Veranderung und Justierung der Position zu. Um Gewebeverluste beim

37



MATERIAL UND METHODEN

Schneiden des neu entstandenen TMA-Blocks zu vermeiden, wurde die Anzahl
der Gewebeproben auf 110 (maximal 11 Reihen und 10 Spalten) limitiert. Um
ein eventuelles Herausgleiten der Gewebezylinder beim Schneidevorgang zu
verhindern, wurden die fertigen TMA-Blécke zum Schluss mit einem auf 42T

vorgeheizten Objekttrager versiegelt.
2.5 Immunhistochemie
2.5.1 Verwendete Antikorper

Die verwendeten Antikorper sind jeweils gegen die unten aufgefuhrten Antigene
gerichtet. Es wurden fuar alle oben erwédhnten Tumorgewebe- und
Normalhirnproben die immunhistochemischen Farbungen fur die jeweiligen

Antikdrper durchgefihrt (s. Tabelle 4).
251.1 Notch 1

Der Primarantikorper gegen Notch 1 wurde von der Firma Abcam, Cambridge,
UK geliefert (Konzentration 0.20 mg/ml) und in einer Verdinnung mit TBS von
1:100 verwendet. Er ist ein monoklonaler 1IgG2b Antikdrper aus der Maus (s.
Tabelle 4).

25.1.2 Notch 2

Als Primarantikérper gegen Notch 2 wurde ein polyklonaler IgG Antikorper aus
dem Kaninchen verwendet. Die Verdinnung mit TBS betrug 1:500. Der
verwendete Antikdrper wurde von der Firma Lifespan Biosciences, Seattle, WA

(USA) in einer Konzentration von 85 mg/ml geliefert (s. Tabelle 4).
2.5.1.3 Cyclin D1

Der gegen Cyclin D1 gerichtete Primarantikbrper ist ein monoklonaler
Antikdrper der Klasse 1gG2a und wurde in einer Konzentration von 320 mg/l von
der Firma Dako Cytomation, Glostrup, Danemark geliefert. Er stammt aus der
Maus und wurde in einer Verdinnung mit TBS von 1:100 verwendet (s. Tabelle
4).
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Tabelle 4: Verwendete Antikorper und ihre Eigenschaften

Antikorper Notch 1 Notch 2 CyclinD1
Spezifitat polyklonal monoklonal Monoklonal
Konzentration 0,20 mg/ml 85 mg/ml 320 mg/l
Verdinnung 1:100 1:500 1:100
Entwicklungszeit 25 sec 3 min -

von Hand

Entwicklungszeit 30 min 30 min 32 min

mit Maschine

Sekundar Anti-Maus Anti-Kaninchen Anti-Maus
Antikorper

Positivkontrolle Mamma-CA Niere Glioblastom

(s. Abbildung 3A)

(s. Abbildung 3C)

(s. Abbildung 3E)

Negativkontrolle

Glioblastom

(s. Abbildung 3B)

Niere

(s. Abbildung 3D)

Glioblastom

(s. Abbildung 3F)
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Abb. 3: Positiv- und Negativkontrollen der immunhistochemi schen
Farbungen mit Notch 1, Notch 2 und Cyclin D1.

(A)Notch 1 Positivkontrolle Mamma-CA .
(B) Notch 1 Negativkontrolle Glioblastom.
(C) Notch 2 Positivkontrolle Niere.

(D) Notch 2 Negativkontrolle Niere.

(E) Cyclin D1 Positivkontrolle Glioblastom.

(F) Cyclin D1 Negativkontrolle Glioblastom.
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2.5.2 Vorbehandlung und immunhistochemische Farbung

Es wurden zuerst einige Probeschnitte von Kontrollgewebe bestehend aus
Glioblastomen WHO Grad IV, Haut und Niere manuell und mit der
automatischen Farbemaschine (Ventana BenchMark ICH/ISH Farbemodul,
Tucson, AZ (USA)) gefarbt und dann ausgewertet und verglichen. Da der
Kontrast bei den maschinell gefarbten Schnitten besser war, wurden die
eigentlichen Studienschnitte (TMA-Schnitte der WHO Grade I-1V) jeweils mit
einer Positiv- und einer Negativkontrolle (s. Tabelle 4 und Abbildung 3) mit der

Maschine gefarbt.
25.2.1 Manuelle immunhistochemische Farbung

Zur Demaskierung d.h. Freilegung der Antikérper wurden alle entparaffinierten
Schnitte einer Vorbehandlung unterzogen. Hierzu wurden sie nach
absteigender Alkoholreihe und 30 min Chloroformbad in einem Citratpuffer (pH
6) fur 15 min gekocht.

Nach dem Abkuhlen und Waschen wurde die endogene Peroxidase-Aktivitat
mit einem Gemisch aus 190 ml 100%-igem Methanol und 60 ml

Wasserstoffperoxid fir 15 min blockiert.

Nach erneutem Waschen erfolgte die Blockierung der unspezifischen
Bindungsstellen durch das Bedecken der Schnitte mit jeweils 100 ul TBS/BSA
(BSA: 1 mg/ml) mit 10% Schweineserum fir 15 min.

Danach wurde je Schnitt jeweils 100 ul eines Primarantikdrpers (Verdinnungen
s. Tabelle 3) aufgetragen und alle Schnitte im Kuhlraum bei 4C Uber Nacht
inkubiert.

Abhangig von der Spezies des Priméarantikdrpers wurde jeweils wieder 100 pl
des jeweiligen Sekundarantikorpers (DAKO, Glostrup, Danemark)
(Sekundarantikorper s. Tabelle 3) 1:400 mit TBS/BSA verdunnt aufgetragen

und fir 30 min inkubiert.

41



MATERIAL UND METHODEN

Nach einem Waschgang in TBS wurde weitere 30 min mit einem Peroxidase-
gekoppelten Avidin-Biotin-Komplex (ABC, DAKO) inkubiert und dann eine
Entwicklung mit 3,3 -Diaminobenzidin (DAB, Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
(Entwicklungszeiten s. Tabelle 3) zur Sichtbarmachung der Antigen-Antikorper-

Bindung als Chromogen durchgefihrt (Hsu 1981).

Um die Zellkerne sichtbar zu machen, wurden alle Schnitte mit Hamatoxylin
gegengefarbt, um dann, nach einer Differenzierung in HCI-Alkohol (0,1%), in
einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 96%, 100%, 100%) fur jeweils 2 min
sowie dreimal 5 min im Xylolbad entwassert zu werden. Danach wurden die

Schnitte mit einem Deckglas bestickt und mit Eukitt eingedeckelt.

Zur Uberprifung der Spezifitat der Methode wurde in jedem Lauf eine Negativ-
und eine Positivkontrolle (s. Tabelle 3) mitgefuhrt. Die Negativkontrolle wurde
Uber Nacht nur mit einer TBS-L6sung ohne Primarantikdrper inkubiert, sodass
eine unspezifische Bindung des Detektionssystems ausgeschlossen wurde. Die
Positivkontrolle enthielt Gewebe fir das in der Literatur eine Proteinexpression
bekannt war, und somit der jeweilige Primarantikbrper bestimmte Strukturen

binden wirde.

Verwendete Reagenzien

Farbstoffreagenzien

« DAB- Ldsung

95 mg DAB (3,3 Diaminobenzidintetrahydrochlorid (Sigma, Deisenhofen,
Deutschland)) wurden in 180 ml Aqua dest. Gel6st, es folgten 20 ml
Substratpuffer (10-fach) und 700 pl Wasserstoffperoxid (Merck,

Darmstadt).

* Avidin-Biotin-Komplex

Reagenzien: Avidin (A), biotinylierte Meerrettichperoxidase (B) (DAKO,
Glostrup, Danemark), pH 7,2, 5 pl Losung (A) und 5 ul Lésung (B)
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wurden mit 1000 pl TBS-Gebrauchslosung 30 Minuten vor Gebrauch
angesetzt.

LOosungen

Citratpuffer-Stammldsung

21,1 g Zitronensaure-Monohydrat (Merck 244, Darmstadt) geldst in 1000
ml Aqua dest. = 0,1 M und auf pH 6 eingestellt.

Citratpuffer-Gebrauchslésung

Citratpuffer-Stammlésung wurde mit Aqua dest. 1:10 verdinnt.

Schweineserum (Blockierungslosung)

Gebrauchslosung: Verdinnung 1:10 mit TBS/ Albuminpuffer

Substratpuffer (10-fach)

21 g Zitronensaure-Monohydrat (Merck, Darmstadt), 34 g Imidazol
(Fluka, Neu-Ulm) und 29,2 g NaCl wurden in 500 ml Aqua dest. Geldst.
Kontrolle des pH-Wertes auf 7,0.

TBS-Stammldsung

60,69 Tris und 163,6g NaCl wurden in 1500 ml Aqua dest. Geldst und mit
25 % HCI auf pH 7,5 eingestellt.

Danach wurde die L6sung auf 2 Liter mit Aqua dest. Aufgefullt.

TBS-Gebrauchslésung

TBS-Stammlésung wurde mit Aqua dest.1:10 verdunnt.

TBS/ BSA- Puffer

50 mg Albumin Bovine Fraction V (Serva, Frankreich) geldst in 50 ml
TBS-Puffer
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2.5.2.2 Immunhistochemische Farbung mit der Maschin e

Zuerst wurde der Objekttrager auf 75C aufgeheizt und fir 4 min inkubiert.
Dann erfolgte die Zugabe von EZ Prep Vol. (einem Puffer zur Einstellung des
pH-Wertes) und es wurde wiederum 4 min inkubiert. Dieser Schritt wurde noch
zweimal wiederholt. Danach wurde auf 76 erhitzt, wieder 4 min inkubiert,
dann das Deparaffinierungsvolumen ausgeglichen, ein Coverslip (zum

Flissigkeitsausgleich) aufgetragen und bei 42T flr 2 min inkubiert.

Nach dem Waschen des Objekttragers wurde der Cell Conditioner Nr. 1 (EDTA-
Puffer) mittellang und dann zusammen mit dem Coverslip lang aufgetragen und
dann bei 95T fur 8 min inkubiert. Danach wurde die ser Schritt mit einer
Inkubationszeit von 4 min bei 100C noch zweimal wi ederholt und danach ein
EZ Prep CC Adjust (zur pH Korrektur) hinzugefugt und fur weitere 4 min
inkubiert. Fur die Notch 1 Farbung wurde der Cell Conditioner Nr.1 noch
zweimal nach diesem Schema aufgetragen, fur Notch 2 noch zehnmal (nach je
vier Zyklen einmal EZ Prep CC Adjust) und fiir Cyclin D1 noch sechsmal (nach
je vier Zyklen einmal EZ Prep CC Adjust). Danach wurde die Objekttrager-
Heizung ausgeschalten, fir 8 min inkubiert, der Objekttrager gewaschen, das

Volumen angepasst und erneut der Coverslip aufgetragen.

Nach dem Auswahlen des Reaction Buffer wurde wieder 2 min bei 42<C
inkubiert, 1 Tropfen I-View Inhibitor und Coverslip aufgetragen und 4 min
inkubiert. Nach dem Waschen des Objekttragers wurde dann fur Notch 1 und
Notch 2 von Hand der Primarantikorper (s. Tabelle 3) aufgetragen und ftr 30
min inkubiert und fir Cyclin D1 maschinell 1 Tropfen Cyclin D1-Antikdrper (s.
Tabelle 3) und LCS aufgetragen und fir 32 min inkubiert.

Nach erneutem Waschen wurde ein Tropfen Amplifier A aufgetragen,
gewaschen, ein Tropfen Amplifier B aufgetragen, gewaschen und dann mit
zwischenwaschen je noch ein Tropfen Blocker A und Blocker B aufgetragen.
Fur die Notch 1 Farbung wurde der Amplifier A und B Schritt ausgelassen.

Dann wurde 1 Tropfen I-View Biotin Ig (Immunglobulin) und Coverslip
aufgetragen, fur 8 min inkubiert, gewaschen, 1 Tropfen I-View SA-HRP und
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Coverslip aufgetragen, fir 8 min inkubiert, gewaschen, 1 Tropfen I-View DAB
(Diaminobenzidin), 1-View H202 und LCS aufgetragen, fur 8 min inkubiert und
erneut gewaschen. Nach dem Auftragen von einem Tropfen I-View Copper (zur
Kontrastierung) und Coverslip und Inkubation von 4 min wurde nochmal

gewaschen, das Volumen angepasst und erneut der Coverslip aufgetragen.

Zur Gegenfarbung und Sichtbarmachung der Zellkerne wurde 1 Tropfen von
Counterstain 1 (Hamalaun) und LCS benutzt und fir 2 min inkubiert. Danach
wurde der Objekttrager ein letztes Mal gewaschen.

Zur Uberpriifung der Spezifitat der Methode wurde auch bei den Farbungen mit

der Maschine eine Negativ- und eine Positivkontrolle (s. Tabelle 3) mitgeftuhrt.
2.6  Lichtmikroskopische Auszahlung und Auswertung

Die Auszahlung der drei Antikdrper erfolgte an einem Lichtmikroskop (Olympus,
VANOX AHBT3, Hamburg, Deutschland) fir Notch 1 und Cyclin D1 bei einer
200-fachen und fir Notch 2 bei einer 100-fachen VergréRerung.

Mit Hilfe eines Zahlokulars (Olympus, Hamburg, Deutschland) wurde die
Auswertung der TMA-Gewebeproben quantitativ durchgefihrt. Um eine
willkiirliche Auswahl und Doppelzdhlungen zu vermeiden, wurde pro
Gewebestanze kastchenweise von oben links maanderférmig alle Zellen
ausgezahlt, bis genau 100 Zellen gezéhlt waren oder alle Zellen der Stanze,
wenn es weniger als 100 Zellen waren. Eine eindeutige zytoplasmatische

und/oder nukledre Farbung wurden als positiv gewertet.

Zellen in Blutgefallen und wenig positiv gefarbte Strukturen, die nicht eindeutig
einer Zelle zugeordnet werden konnten, wurden bei der Auszahlung nicht

bertcksichtigt.

Die in dieser Arbeit gezeigten Abbildungen wurden mit einer Digitalkamera,
ProgRes10 der Firma Jenoptik (Jena, Deutschland) mit einer Auflésung von 5

Megapixeln aufgenommen.
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2.7  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit der Software: JMP Version 6.0 (SAS
Institute, Cary, NJ, USA) durchgefiihrt. Fir die Vergleiche der Notch 1, Notch 2
oder Cyclin D1 Expression in den einzelnen WHO Graden, des Geschlechts
sowie der Primar- bzw. Rezidivtumore wurde eine univariate Varianzanalyse
und fur den Altersvergleich eine einfache logistische Regressionsanalyse
durchgefuhrt. Zum paarweisen Vergleich der Mittelwerte der einzelnen WHO
Grade wurde ein Student-t Test angeschlossen. Fur die Korrelationsanalysen
der Faktoren untereinander wurde die Multivariatenanalyse  mit
nichtparametrischem Vergleich der Gruppen und nachfolgender Bestimmung
des Spearman- Koeffizienten (Spearman’s rho) verwendet. Aul3erdem wurde
eine parametrische Uberlebenszeitanalyse fiir die WHO Grade Il bis IV unter
Bertcksichtigung des Alters fir Notch 1, Notch 2 und Cyclin D1 durchgefthrt.
Der Vergleich der Kollektive (Teilung der Notch 1-, Notch 2- und Cyclin D1-
positiven Proben in zwei Gruppen durch den Median [Notch 1. Median 67,
Notch 2: Median 3, Cyclin D1: Median 10]) fir die jeweiligen WHO Grade II-1V
erfolgte mit der Kaplan-Meier Methode mit anschlieRender Bestimmung des
log-Rank Wertes. Bei allen Auswertungen wurden p-Werte kleiner als 0,05 als

signifikant und p-Werte kleiner 0,0001 als hochsignifikant gewertet.
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3 ERGEBNISSE
3.1 Notch 1

Immunhistochemisch wurde bei der Notch 1 Expression im Tumorgewebe eine
nukledre Farbung und eine etwas weniger starke, diffuse zytoplasmatische
Farbung beobachtet. Am starksten war die nukleare Farbung in Mitosen
ausgepréagt. Im normalen ZNS waren die Neuronen etwas kraftiger gefarbt als
das Ubrige Neuropil. Sowohl Endothelien als auch kollagene Anteile wurden
ausgespart. Sowohl nuklear gefarbte Zellen, als auch stark zytoplasmatisch
geféarbte Zellen wurden als positiv gewertet.

3.1.1 Vergleich der Notch 1 Expression der einzelne n WHO Grade

Bei der Notch 1 Expression der einzelnen WHO Grade zeigte sich eine stetige
Zunahme des prozentualen Anteiles der Notch 1 positiven Zellen von
pilozytischen Astrozytomen WHO Grad | (35,04%; 95%er Konfidenzintervall
(Cl): 26,56-43,53) uber diffuse Astrozytome WHO Grad Il (59,46%); 95%(CI:
54,56-64,36) und anaplastische Astrozytome WHO Grad IIl (59,93%; 95%CI:
54,43-65,43) zu den Glioblastomen WHO Grad IV (73,55%; 95%CI: 68,35-
78,74). Die Notch 1 Expression war im Normalhirn (43,64%; 95%CI. 38,32-
48,96) hoher als in der Gruppe der pilozytischen Astrozytome WHO Grad |
(35,04%; 95%CI. 26,56-43,53), jedoch noch deutlich unter den
Expressionswerten der diffusen Astrozytome (s. Abbildung 4 und Abbildung 5).
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Abb. 4: Notch 1 Expression (in %) in Abhangigkeit von den einzelnen
WHO Graden | bis IV und im Normalhirn.

Bei dem paarweisen Vergleichen der Mittelwerte zeigte sich ein
hochsignifikanter Unterschied (p<0,0001) von WHO Grad | zu allen anderen
WHO Graden (WHO Grad II-1V) und vom Normalhirn zur Gruppe der diffusen
Astrozytome (WHO Grad Il, WHO Grad Il und WHO Grad IV). In allen Fallen
wiesen die Notch 1 Expressionswerte in den Tumoren der WHO Grade II-IV
signifikant hohere Werte auf. Eine signifikant hohere Notch 1 Expression zeigte
sich aul3erdem in der Gruppe der Glioblastome WHO Grad IV im Vergleich zu
den Astrozytomen WHO Grad Il (p=0,0001) beziehungsweise zu den
anaplastischen Astrozytomen WHO Grad Il (p=0,0005).
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Abb. 5: Notch 1 Expression in der immunhistochemischen Far bung im
pilozytischen Astrozytom WHO Grad | (A), diffusen A strozytom WHO Grad
Il (B), anaplastischen Astrozytom WHO Grad 1ll (C) und im Glioblastom
WHO Grad IV (D).

3.1.2 Vergleich der Notch 1 Expression in Abhangigk eit des Alters

Mit steigendem Alter zeigte sich eine signifikante Zunahme (p=0,0001) der
Notch 1 positiven Zellen im Gesamtkollektiv der Tumore (s. Abbildung 6). Die
Ergebnisse waren jedoch nach Auftrennung des Gesamtkollektives in die
einzelnen WHO Grade fur WHO Grad Il (p=0,6471), WHO Grad Il (p=0,8305)
und WHO Grad IV (p=0,6381) nicht mehr signifikant. Fir WHO Grad | zeigte
sich dariber hinaus sogar mit steigendem Alter eine signifikante Abnahme
(p=0,0399) der Notch 1 positiven Zellen (s. Abbildung 7).
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Abb. 6: Notch 1 Expression im Gesamtkollektiv astrozytarer Neoplasien
(WHO I-1V) in Abhéngigkeit des Alters.
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Abb. 7: Signifikante Notch 1 Expressionsreduktion in der G ruppe der
pilozytischen Astrozytome WHO Grad | in Abhangigkei t des Alters.

3.1.3 Vergleich der Notch 1 Expression der beiden G eschlechter

In Bezug auf die beiden Geschlechter zeigte sich eine nahezu identische

(p=0,9968) Expression von Notch 1. Im Mittel waren bei den Frauen 57,21%
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(95%CI: 52,72-61,71) der Zellen Notch 1 positiv und bei den Ma&nnern 57,22%
(95%CI: 53,51-60,94).

3.1.4 Vergleich der Notch 1 Expression bei Primar-  bzw. Rezidivtumoren

Bei den diffusen Astrozytomen WHO Grad Il zeigte sich kein signifikanter
Unterschied (p=0,2305) in der Notch 1 Expression zwischen Primar- und
Rezidivtumoren. Bei den Primartumoren waren im Mittel 59,00% (95%CI:
53,40-64,60) Zellen positiv, wahrend die Werte der Rezidive mit 68,33%
(95%CI: 53,99-82,68) geringfligig hoher ausfielen.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der niedriggradigen Tumore zeigte die Notch
1 Expression in der Gruppe der anaplastischen Astrozytome WHO Grad Ill eine
signifikant héhere Expression in den Rezidiven (p=0,0463) als in den jeweiligen
Primartumoren. Im Mittel waren bei den Primartumoren 57,28% (95%CI: 52,19-
62,37) und bei den Rezidivtumoren 67,47% (95%CI: 58,84-76,09) der Zellen
Notch 1 positiv.

Innerhalb der Gruppe der Glioblastome WHO Grad IV waren bei den
Primartumoren im Mittel 71,74% (95%CI: 66,98-76,50) der Zellen Notch 1
positiv und fielen bei den Rezidivtumoren mit 79,29% (95%CI. 71,46-87,13)
noch hoéher aus. Es zeigte sich jedoch aufgrund der breiteren Streuung kein

signifikanter Unterschied (p=0,1044) zwischen diesen beiden Gruppen.
3.1.5. Vergleich der Notch 1 Expression nach Lokali  sation

Es zeigte sich initial eine signifikant hohere (p=0,0051) Notch 1 Expression in
den Gewebeproben der rechten Hemisphare (66,48%; 95%CI: 62,14-70,82) als
in denen der linken Hirnhalfte (56,88%; 95%CI: 51,80-61,97). Bei der weiteren
Unterverteilung auf die einzelnen Hirnlappen frontal (62,38%; 95%CI: 56,54-
68,21), temporal (64,01%; 95%CI: 58,91-69,11), parietal (70,75%; 95%CI:
58,26-83,23) und okzipital (76,45%; 95%CI: 63,41-89,50) zeigten sich jedoch
keine Unterschiede mehr (s. Tabelle 5).
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Tabelle 5: p-Werte im Einzelvergleich der jeweiligen Hirnlapp  en

Lappen Lappen p-Wert
okzipital frontal 0,0535
okzipital temporal 0,0812
parietal frontal 0,2321
parietal temporal 0,3252
okzipital parietal 0,5333
temporal frontal 0,6777
3.2 Notch 2

Bei der Analyse der Notch 2 Expression zeigte sich eine starke nukleare
Farbung der Notch 2 positiven Zellen und sehr selten auch eine leichte
zytoplasmatische Farbung. In Gefallen und inflammatorischen Zellen konnte
keine nukledre Expression beobachtet werden. In der Auswertung wurden nur

eindeutig nukleéar gefarbte Zellen beriicksichtigt.
3.2.1 Vergleich der Notch 2 Expression der einzelne n WHO Grade

In der Notch 2 Expression der einzelnen WHO Grade zeigte sich eine
kontinuierliche Abnahme der Notch 2 positiven Zellen von pilozytischen
Astrozytomen WHO Grad | (8,21%; 95%CI: 6,15-10,27) Uber Astrozytome WHO
Grad Il (7,46%; 95%CI: 6,25-8,66) und anaplastische Astrozytome WHO Grad
[l (3,05%; 95%CI: 1,74-4,37) zu Glioblastomen WHO Grad IV (2,35%; 95%CI:
1,10-3,61). Die Notch 2 Expression des Normalhirns (7,60%; 95%CI: 6,36-8,83)
war jedoch niedriger als im WHO Grad | (8,21%; 95%CI: 6,15-10,27) und lag
somit etwa auf dem Niveau der diffusen Astrozytome Grad II WHO (s.
Abbildung 8 und Abbildung 9).
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Abb. 8: Notch 2 Expression der einzelnen WHO Grade | bis | V und im

Normalhirn.

Beim paarweisen Vergleich der Mittelwerte zeigte sich eine hochsignifikante
Abnahme der Notch 2 Expression (p<0,0001) von Normalhirn und
nieddriggradigen Gliomen (WHO Grad | und WHO Grad Il) zu den
hohergradigen Gliomen (WHO Grad Il als auch WHO Grad V).

53



ERGEBNISSE

Abb. 9: Nukledre Notch 2 Expression in der immunhistochemi schen

Farbung in einzelnen Tumorzellen im pilozytischen A strozytom WHO Grad
I (A), diffusen Astrozytom WHO Grad Il (B), anaplas tischen Astrozytom
WHO Grad Il (C) und im Glioblastom WHO Grad IV (D)

3.2.2 Vergleich der Notch 2 Expression in Abhangigk  eit des Alters

Es zeigte sich im Gesamtkollektiv der Tumore kein Zusammenhang (p=0,5008)
zwischen der Notch 2 Expression und dem Alter der Patienten. Diese
Ergebnisse blieben auch nach Auftrennung in die einzelnen WHO Grade fur
WHO Grad | (p=0,0537), WHO Grad lll (p=0,2158) und WHO Grad IV
(p=0,3133) bestehen. Fur den WHO Grad Il (p=0,0435) zeigte sich jedoch eine,
wenngleich geringe, signifikante Zunahme der Notch 2 Expression im Alter (s.
Abbildung 10).
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Abb. 10: Steigende Notch 2 Expression in diffusen Astrozyto m WHO Grad

Il in Abh&ngigkeit des Alters.

3.2.3 Vergleich der Notch 2 Expression der beiden G eschlechter

Im Vergleich der Notch 2 positiven Zellen der beiden Geschlechter zeigte sich
kein wesentlicher Unterschied (p=0,136). Im Mittel waren bei den Frauen 6,08%
(95%CI: 5,05-7,11) der Zellen Notch 2 positiv wahrend den Mannern die Werte
mit 5,06% (95%CI: 4,20-5,92) nur unwesentlich geringer ausfielen.

3.2.4 Vergleich der Notch 2 Expression bei Primar-  bzw. Rezidivtumoren

Die Rezidivtumore (4,14%; 95%CI. 2,65-5,64) der anaplastischen Astrozytome
WHO Grad 1l zeigten eine geringgradig hohere Notch 2 Expression als die
Primartumore (2,74%; 95%CI: 1,91-3,57) dieser Gruppe, es konnte jedoch kein
signifikanter Unterschied (p=0,1059) festgestellt werden.

Bei den diffusen Astrozytomen WHO Grad Il und den Glioblastomen WHO Grad
IV zeigte sich jedoch eine signifikant hohere (p=0,0004) Notch 2 Expression in
den Rezidivtumoren (Grad II: 12,00%; 95%CI. 7,91-16,90; Grad IV: 5,13%;
95%Cl: 3,39-6,86) als in den Primartumoren (Grad Il: 6,78%; 95%CI: 5,13-8,44;
Grad IV: 1,40%; 95%CI: 0,39-2,40) (s. Abbildung 11).
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Abb. 11: Notch 2 Expression bei Primar- bzw. Rezidivtumoren in diffusen

Astrozytomen WHO Grad Il (links) und Glioblastomen WHO Grad IV
(rechts).

3.3 Cyclin D1

Die Cyclin D1 Expression der Zellen zeigte sich meistens in einer kréaftigen
nuklearen Farbung und nur gelegentlich auch in einer diffusen
zytoplasmatischen Farbung. In den Endothelien konnte keine nukleare Farbung
beobachtet werden. Im normalen ZNS Gewebe war nur in einzelnen Kernen der
Kornerzellschicht Cyclin D1 nachweisbar. Es wurden nur Zellen mit starker

Kernfarbung gewertet.
3.3.1 Vergleich der Cyclin D1 Expression der einzel nen WHO Grade

Die Cyclin D1 Expression der einzelnen WHO Grade zeigte eine deutliche
Abnahmen der Cyclin D1 positiven Zellen vom Normalhirn (18,29%; 95%CI:
15,84-20,75) zu WHO Grad 1l (10,84%; 95%Cl: 8,46-13,22), WHO Grad Il
(8,56%; 95%CI: 5,89-11,23) und WHO Grad IV (6,69%; 95%CI: 4,24-9,15),
wobei die pilozytischen Astrozytome WHO Grad | (4,42%; 95%CI: 0,38-8,46)
jedoch den niedrigsten Expressionsgrad aller Gruppen aufwiesen (s. Abbildung
12 und Abbildung 13).
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Abb. 12: Cyclin D1 Expression der einzelnen WHO Grade | bis IV und im

Normalhirn.

Beim paarweisen Vergleich der Mittelwerte zeigte sich eine hochsignifikante
Abnahme der Cyclin D1 Expression (p<0,0001) vom Normalhirn zu allen
Tumorgruppen unabhangig von deren Dignitat (WHO Grad I-1V). Eine
signifikante Zunahme der Cyclin D1 Expression gab es von WHO Grad | zu
WHO Grad Il (p=0,0075) und eine signifikante Expressionsabnahme von WHO
Grad Il zu WHO Grad IV (p=0,0177).
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Abb. 13: Cyclin D1 Expression in der immunhistochemischen F arbung am
Beispiel im pilozytischen Astrozytom WHO Grad | (A) , diffusen
Astrozytom WHO Grad Il (B), anaplastischen Astrozyt om WHO Grad Il (C)
und im Glioblastom WHO Grad IV (D).

3.3.2 Vergleich der Cyclin D1 Expression in Abhangi  gkeit des Alters

Zwischen dem Alter der Patienten und der Cyclin D1 Expression zeigte sich im
Gesamtkollektiv der Tumore (p=0,1123) sowie nach Auftrennung in die
einzelnen WHO Grade fur WHO Grad | (p=0,6358) und WHO Grad |lli
(p=0,5391) kein Zusammenhang. Fir den WHO Grad Il (p=0,0085) zeigte sich
jedoch mit steigendem Alter ein signifikanter Anstieg der Cyclin D1 Expression
und far den WHO Grad IV (p=0,0217) ein signifikanter Abfall der Expression
von Cyclin D1 (s. Abbildung 14).
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Abb. 14: Cyclin D1 Expression diffuser Astrozytome WHO Grad Il und

Glioblastome WHO Grad IV in Abhangigkeit des Alters zum Zeitpunkt der
Diagnose (WHO Grad lllI: keine signifkanten Untersch  iede).

3.3.3 Vergleich der Cyclin D1 Expression der beiden  Geschlechter

In der Cyclin D1 Expression der beiden Geschlechter zeigte sich kein
wesentlicher Unterschied (p=0,2251). Bei den Frauen waren im Mittel 9,91%
(95%CI: 7,74-12,09) der Zellen Cyclin D1 positiv, bei den Mannern 11,66%
(95%CI: 9,84-13,48).

3.3.4 Vergleich der Cyclin D1 Expression bei Primar - bzw.

Rezidivtumoren

Die Cyclin D1 Expression in der Gruppe der diffusen Astrozytome WHO Grad I
zeigte keinen Zusammenhang (p=0,8831) zwischen Prim&rtumoren und
Rezidiven. Im Mittel waren bei den Primartumoren 10.50% (95%Cl: 7,37-13,63)
und bei den Rezidivtumoren 9,89% (95%CI. 2,23-17,55) der Zellen Cyclin D1

positiv.

Bei den Primartumoren der anaplastischen Astrozytome WHO Grad Il waren
bei den Priméartumoren im Mittel 10,81% (95%CI: 7,06-14,55) der Zellen Cyclin
D1 positiv und bei den Rezidivtumoren 8,08% (95%CI: 1,35-14,81). Es zeigte
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sich kein signifikanter Unterschied (p=0,4799) =zwischen diesen beiden
Gruppen.

Bei den Glioblastomen WHO Grad IV war in der Cyclin D1 Expression zwischen
Primar- und Rezidivtumoren kein Zusammenhang feststellbar (p=0,7141). Bei
den Primartumoren waren im Mittel 6,57% (95%CI. 5,09-8,05) Zellen positiv
und bei den Rezidiven 7,13% (95%ClI: 4,46-9,80).

3.4  Korrelationsanalyse von Notch 1, Notch 2 und Cy clin D1 Uber alle
WHO Grade

Es zeigte sich, selbst nach Korrektur fir multiples Testen, eine signifikante
positive Korrelation von Notch 2 positiven Zellen zu Cyclin D1 positiven Zellen
von (p=0,0157; rho=0,1685) und eine signifikant inverse Korrelation von Notch
1 und Notch 2 (p=0,0046; rho=-0,1974). Fur Notch 1 und Cyclin D1 konnte
keine Korrelation nachgewiesen werden (p=0,7844; rho=0,0196).

3.5 Korrelationsanalyse von Notch 1, Notch 2 und Cy clin D1 im

Einzelvergleich fur jeden WHO Grad

Beim Vergleich der Marker in den einzelnen WHO Graden ergab sich nur fur die
diffusen Astrozytome WHO Grad Il ein signifikanter Zusammenhang zwischen
der Notch 2 und Cyclin D1 Expression (p=0,0056, rho=0,3303) (s. Abbildung
15) und eine signifikante inverse Korrelation (p=0,0157; rho=0,2941) fir Notch 1
und Notch 2 positive Zellen. Fir Notch 1 und Cyclin D1 konnte in keinem der
vier WHO Grade, wie auch bereits fir das Gesamtkollektiv beobachtet, ein

signifikanter Zusammenhang gefunden werden.
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Abb. 15: Die Bivariatenanalyse der Notch 2 und Cyclin D1 Ex pression in

diffusen Astrozytomen WHO Grad Il zeigt eine positi  ve Korrelation der

beiden Werte.

3.6  Parametrische Uberlebensanalyse

Fur das Gesamtkollektiv der Tumore (WHO Grad I-IV) zeigte sich in der
parametrischen Uberlebensanalyse mit steigendem Alter eine hochsignifikant
schlechtere Uberlebenszeit (p<0,0001).

Nach der Aufteilung in die einzelnen WHO Grade I-1V zeigte sich fur die WHO
Grade Il (p=0,3262) und Il (p=0,0660) noch keine signifikante Korrelation
zwischen steigendem Alter und kurzerer Uberlebenszeit. Fur die WHO Grad IV
Tumore konnte jedoch eine hochsignifikant kiirzere Uberlebenszeit mit

steigendem Alter (p<0,0001) festgestellt werden.
3.6.1 Notch 1

In der parametrischen Uberlebensanalyse zeigte sich fir das Gesamtkollektiv
der Tumore (WHO Grad I-IV), dass eine hohe Notch 1 Expression mit einer

signifikant schlechteren Uberlebenszeit assoziiert ist (p=0,0010).
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Nach der Auftrennung in die einzelnen WHO Grade I-IV und unter
Berucksichtigung des Alters blieb der signifikante Einfluss auf eine kirzere
Uberlebenszeit der Notch 1 Expression nur fur Grad Il (p=0,0015) bestehen,
wahrend dies bei Grad 1l (p=0,3059) und Grad IV (p=0,4510) nicht mehr der

Fall war.
3.6.2 Notch 2

Eine hohe Notch 2 Expression ging im Gesamtkollektiv der WHO Grad I-IV
Tumore in der parametrischen Uberlebensanalyse mit einer signifikant

besseren Uberlebenszeit einher (p=0,0062).

Die Expression von Notch 2 zeigte jedoch unter Bericksichtigung des Alters
und nach Auftrennung in die einzelnen WHO Grade I-1V keinen Einflu® auf eine
hohere Uberlebenszeit fur Grad Il (p=0,5750), Grad Il (p=0,5148) und Grad IV
(p=0,2538) mehr.

3.6.3 Cyclin D1

Fur das Gesamtkollektiv der Tumore (WHO Grad I-IV) ergab sich in der
parametrischen Uberlebensanalyse fiir die Cyclin D1 Expression und die

Uberlebenszeit kein Zusammenhang (p=0,1135).

Die Expression von Cyclin D1 zeigte jedoch unter Bertcksichtigung des Alters
und nach Auftrennung in die einzelnen WHO Grade I-1V eine signifikant bessere
Uberlebenszeit fur Grad Il (p=0,0042) und Grad Ill (p=0.0172), wahrend dies bei
Grad IV (p=0,6875) nicht mehr gegeben war.

3.7  Survival nach Kaplan-Meier
3.7.1 Notch 1l

Nach der Aufteilung in zwei Gruppen durch den zuvor ermittelten Median von
67% fur Notch 1 positive Zellen zeigte sich im Gesamtkollektiv eine signifikant
hohere Uberlebenszeit fir die Gruppe der niedrig Notch 1-exprimierenden
Tumore WHO Grad I-IV (p=0,0003) (s. Abbildung 16).
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Abb. 16: Kaplan-Meier Uberlebenszeitanalyse fiir hoch (hi = high) und
niedrig (lo = low) Notch 1-exprimierende Astrozytom e im Gesamtkollektiv
(WHO Grad I-1V).

Diese signifikant hohere Uberlebenszeit blieb nach Aufteilung in die einzelnen
WHO Grade I-1V nur fur die Gruppe der niedrig Notch 1-exprimierenden Tumore
des Grades Il (p=0,0012) bestehen, nicht jedoch fir die der WHO Grade |lli
(p=0,7849) und IV (p=0,5647) (s. Abbildung 17).
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Abb. 17: Kaplan-Meier Uberlebenzeitanalyse fiir die nach dem Median
(67%) in hoch (hi = high) und niedrig (lo = low) ge mittelte, Notch 1-

exprimierende Astrozytome unterteilt in die WHO Gra  de ll, lll und IV.

3.7.2 Notch 2

Eine signifikant hohere Uberlebenszeit fur die Gruppe der hoch Notch 2-
exprimierenden Tumore der WHO Grad I-IV zeigte sich nach der Aufteilung in
zwei Gruppen am Median von 3% der Notch 2 positiven Zellen (p=0,0030) (s.
Abbildung 18).
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Abb. 18: Kaplan-Meier Uberlebenszeitanalyse fiir hoch (hi = high) und
niedrig (lo = low) Notch 2-exprimierende Astrozytom e im Gesamtkollektiv
(WHO Grad I-IV).

Nach der Aufteilung in die einzelnen WHO Grade I-IV konnte jedoch kein
Einfluss auf die Uberlebenszeit zwischen der Gruppe der hoch und niedrig
Notch 2-exprimierenden Tumore mehr festgestellt werden (Grad II: p=0,6822;
Grad lll: p=0,3661; Grad IV: p=0,8150) (s. Abbildung 19).
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Abb. 19: Kaplan-Meier Uberlebenzeitanalyse fiur die die nach dem Median
(3%) in hoch (hi = high) und niedrig (lo = low) gem ittelte, Notch 2-

exprimierende Astrozytome unterteilt in die WHO Gra  de I, Il und IV.

3.7.3 Cyclin D1

Nach der Aufteilung in zwei Gruppen durch den fur Cyclin D1 ermittelten
Median von 10% Cyclin D1 positiven Zellen zeigte sich kein signifikanter
Unterschied in der Uberlebenszeit der beiden Gruppen fur die Gesamtheit der
Tumore WHO Grad I-IV (p=0,1049) (s. Abbildung 20).
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Abb. 20: Kaplan-Meier Uberlebenszeitanalyse fir hoch (hi = high) und
niedrig (lo = low) Cyclin D1-exprimierende Astrozyt ome im
Gesamtkollektiv (WHO Grad I-1V).

Nach der Auftrennung in die einzelnen WHO Grade I-1V zeigte sich jedoch bei
den WHO Grad Il Tumoren eine signifikant hohere Uberlebenszeit fir die
Gruppe der hoch Cyclin D1-exprimierenden Tumore (p=0,0133). Fur die WHO
Grade Il (p=0,5141) und IV (p=0,8461) blieb das Ergebnis jedoch unveréndert
nicht signifikant (s. Abbildung 21).
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Abb. 21: Kaplan-Meier Uberlebenzeitanalyse fur die die nach dem Median
(10%) in hoch (hi = high) und niedrig (lo = low) ge  mittelte, Cyclin D1-
exprimierende Astrozytome unterteilt in die WHO Gra  de ll, lll und IV.
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4 DISKUSSION

Zu Beginn werde ich Vor — und Nachteile der in dieser Arbeit verwendete TMA-
Methode darstellen. AnschlieRend soll auf die allgemeinen Ergebnisse, die
Ergebnisse der einzelnen immunhistochemischen Marker und ihre Korrelation
eingegangen werden und ein Vergleich mit anderen Arbeiten zu diesem Thema
erfolgen. Zum Schluss werde ich die Diskussionsergebnisse zusammenfassen

und die daraus resultierenden Schlussfolgerungen naher erlautern.
4.1  Vor- und Nachteile der TMA-Methode

Zuerst mochte ich ndher auf die Vor- und Nachteile der TMA-Methode
eingehen, da diese in einigen Punkten von der normalen

immunhistochemischen Verarbeitungsmethode von Flachenschnitten abweicht.

Vorteile der TMA-Methode:

1. Da bei dieser Methode bis zu 1000 verschiedene Gewebezylinder in
einem Block eingebracht und somit auf einen Objekttrager aufgezogen
werden konnen, erreicht man einfacher und schneller einen héheren
Probenumsatz, der wiederum zu statistisch valideren Aussagen
hinsichtlich der Expression und mdglicher prognostischer Bedeutung
unterschiedlicher Biomarker fuhrt.

2. Durch die Anfertigung serieller TMA-Stanzenschnitte konnen fast
morphologisch  identische  Gewebeareale in  unterschiedlichen
immunhistochemischen  Farbeansatzen bearbeitet werden. Eine
Koexpression bestimmter Proteine kann dadurch besser untersucht
werden.

3. Alle auf einem Objekttrager befindlichen Stanzzylinder werden im selben
immunhistochemischen Ansatz geféarbt, was zu einer gleichméaRigen und
somit standardisierbaren Farbequalitat fuhrt.

4. Durch die kleine GroRRe der einzelnen Stanzzylinder kdnnen diese
weitgehend objektiv ausgewertet werden, was zu einem reliableren

Ergebnis und geringeren subjektiven Auswertungsproblemen fuhrt.
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Nachteile der TMA-Methode:

1. Die TMA-Methode ist durch ihre kleine Stanzzylindergréf3e und die somit
eingeschréankte morphologisch-histologische Untersuchungsmaoglichkeit
besonders in heterogenen Gewebeproben fir diagnostische Zwecke
weitgehend ungeeignet.

2. Ein heterogenes Verteilungsmuster des zu untersuchenden Biomarkers
kann durch die geringe Zylindergréf3e nur ungentigend gepruft werden.

3. Die Herstellung der einzelnen TMA-Blocke stellt einen hohen
organisatorischen Aufwand dar, da jede einzelne Gewebeprobe zuerst
mikroskopiert und markiert werden muss, um dann gestanzt, in den
Block eingesetzt und geschnitten zu werden.

4. Bei Blécken mit einer sehr gro3en Gewebezylinderanzahl kann es vor
allem am Rand des Blockes zu Probenverlusten durch das sehr dinne
Schneiden kommen. Auch ist das Schneiden von TMA-BIlocken aufgrund
der hoheren ,Fragmentierungsneigung” der Probe deutlich schwieriger.

5. Die eigentlich sehr konstante Farbung eines kompletten Objekttragers
(und der darauf befindlichen Gewebezylinder) kann fur die sich am Rand
befindenden Proben eingeschrénkt sein, da hier unter Umstanden eine
standige Benetzung des Gewebes mit den Reagenzien nicht moglich ist.

Um die unter 2, 4 und 5 aufgefihrten nachteiligen Punkte weitgehend
auszuschlieBen wurde die Gewebezylinderanzahl der einzelnen Blécke auf 110
Zylinder (grof3ter Block: 94 Stanzen) begrenzt und in vielen Fallen (33) mehrere
Stanzzylinder aus unterschiedlichen Tumorarealen verwendet um eventuelle
Heterogenitaten zu erfassen. In dieser Arbeit waren die Ergebnisse bei den
multiplen Stanzen des gleichen Falles jedoch nicht signifikant verschieden und
fur die nukledre Auswertung, die grof3tenteils durchgefiihrt wurde, waren die
Unterschiede noch geringer als fur die zytoplasmatische Auswertung. Trotzdem
gab es durch das Schneiden geringe Verluste von Stanzzylinder. So konnten
fur den WHO Grad Il 71 von 83 Proben, fur den WHO Grad 11l 58 von 78
Proben und fir den WHO Grad IV 70 von 82 Proben ausgezahlt werden. Den
grof3ten Verlust gab es bei den WHO Grad | Astrozytomen bei denen insgesamt
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nur 24 von 62 Stanzen gezéahlt werden konnten. Die Statistik zur Notch 1, Notch
2 und Cyclin D1 Expression wurde jedoch nur von den ausgezahlten
Gewebeproben gemacht, sodass eine Verfalschung der Ergebnisse

ausgeschlossen ist.
4.2  Allgemeine Ergebnisse

Bei der Altersverteilung der einzelnen WHO Grade [-IV zeigte sich ein Anstieg
des Altersdurchschnitts mit steigendem Malignitatsgrad (WHO Grad I: 22,50
Jahren (Min-Max: 1-77), WHO Grad II: 45,01 Jahren (Min-Max: 18-77), WHO
Grad Ill: 47,13 Jahren (Min-Max: 10-77), WHO Grad IV: 57,60 Jahren (Min-
Max: 25-85)) was mit den Ergebnissen aus der Literatur Gbereinstimmt (Burger
2002). AulRerdem ergab sich im Gesamtkollektiv der Tumore eine signifikante,
fur die Gruppe der Glioblastome WHO Grad IV sogar hochsignifikant
schlechtere Uberlebenszeit mit steigendem Alter, was ebenso mit den
Ergebnissen mehreren Studien fur diese WHO Grade gut Ubereinstimmt
(Ohgaki 2005 b; Ohgaki 2004; Vertosick 1991; Watanabe 1997 a; Scheithauer
2007). Diese Ergebnisse sprechen fir eine reprasentative Probenauswahl des

hier eingesetzten TMA-Probenkollektives.
4.3  Ergebnisse der einzelnen immunhistochemischen M arker
4.3.1 Notch 1 Expression

Die in dieser Arbeit gezeigte Notch 1 Expressionszunahme von pilozytischen
Astrozytomen WHO Grad | Uber diffuse Astrozytome WHO Grad 1l und
anaplastische Astrozytome WHO Grad Ill zu den Glioblastomen WHO Grad IV
lasst sich durch frihere Studien belegen. Purow et al. 2005 beschrieb
immunhistochemisch eine Notch 1 Uberexpression generell in Gliomen und
Kanamori et al. 2007 eine gesteigerte Expression in Glioblastomen WHO Grad
IV sowohl in einzelnen Zelllinien als auch in priméaren Glioblastomproben mit
der Western Blot Methode. Andere Arbeiten zeigten ebenso eine gezielte
Zunahme der Notch 1 Expression in Astrozytomen mit steigendem Tumorgrad

mit immunhistochemischen Methoden, jedoch einer geringeren Fallzahl
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(Cheung 2006) und immunhistochemischer Farbung und Western Blot Analyse
(Xu 2009).

Da der Notch Signalweg in vielen verschiedenen Zellinien und somit auch
Organ- und Gewebearten eine Rolle bei der Differenzierung, Proliferation und
Apoptose spielt (Ronchini 2001) gibt es auch Arbeiten die eine Notch 1
Uberexpression mit steigendem Tumorgrad in anderen Gewebetypen zeigten,
wie z.B. von hoch zu niedrig differenzierten Mammakarzinomen (Parr 2004) und
normalen Osteoblasten und nicht metastasierten Osteosarkomen zu

metastasierten Osteosarkomen (Hughes 2010).

Andere Studien zeigten ebenfalls eine erhohte Notch 1 Expression unter
anderem in hepatozellularen Karzinomen im Vergleich zu normalem
Lebergewebe (Gao 2008) und in Dysplastischen Naevi und Melanomen

verglichen mit normalen melanozytischen Naevi (Massi 2006).

Die in dieser Arbeit gefundene hochsignifikant niedrigere Notch 1 Expression in
pilozytischen Astrozytomen WHO Grad | zu allen anderen WHO Graden, lasst
sich gut mit der Sonderstellung dieser niedrig malignen Tumore vereinbaren
(Scheithauer 2007) und spricht dafir, dass eine Notch 1 vermittelte
Signalkaskade in diesen Tumoren nicht aktiv ist. Auch zeigt sich unter anderem
eine signifikant schlechtere Uberlebenszeit im Gesamtkollektiv der Gliome mit
steigender Expression von Notch 1. Patienten mit einem pilozytischen
Astrozytom WHO Grad | haben jedoch in der Regel eine sehr lange
Uberlebenszeit und kénnen unter Umstanden sogar kurativ therapiert werden.
In diesem Punkt zeigt sich eventuell eine prognostische Relevanz dieser
Ergebnisse, da unter Umstéanden die Bestimmung der Notch 1 Expression eine
Aussage sowohl Uber die Artdiagnose, also auch iber die Uberlebens- und
Progressionsprognose bestimmter Patienten erlaubt. Den Zusammenhang von
hoher Notch 1 Expression zu kiirzeren Uberlebenszeiten zeigte auch eine
Studie von Parr et al. 2004 fur Mammakarzinome. Zang et al. 2010 konnte
sogar zeigen, dass eine RNAIi vermittelte Hemmung der Notch 1 Expression
das Wachstum von Mamma-CA Zellen inhibierte und die Chemosensibilitat
gegeniber Doxorubicin und Docetaxel heraufsetzte. Purow et al. 2005
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inhibierten experimentell gezielt Notch 1 in Gliomzellen von Mausen, was mit
einem langeren Uberlebensvorteil dieser Mause einherging. Somit konnte der
gezielten Notch 1 Blockade in humanen Gliomen eventuell ein therapeutisches

Potential zukommen.
4.3.2 Notch 2 Expression

Uber die gefundene Notch 2 Expressionsabnahme mit steigendem Tumorgrad
vom pilozytischen Astrozytom WHO Grad | zum Glioblastom WHO Grad IV gibt
es kaum Aussagen in der Literatur. Lediglich Xu et al. 2009 beschrieb eine
Abwesenheit von Notch 2 in Glioblastomen WHO Grad IV und eine nur
sporadische Notch 2 Expression in niedriggradigen Astrozytomen, daftr aber
eine  Uberexpression von Notch 2 in Medulloblastomen in der
immunhistochemischen Farbung und Western Blot Analyse. Dasselbe
Ergebnis, namlich eine Abnahme der Notch 2 Expression von gut
differenzierten zu niedrig differenzierten Mammakarzinomen zeigte Parr et al. in

seiner Studie von 2004 mittels PCR und Immunhistochemie.

Diese Arbeit zeigt immunhistochemisch und somit auf Proteinebene, dass sich
eine Uber den Median hinausgehende Notch 2 Expression positiv auf die
Uberlebenszeit auswirkt. Dies wurde auch in einer Studie fir Oligodendrogliome
und Glioblastome fir einen LOH von Notch 2 herausgefunden, allerdings nur
auf molekularer Ebene mit der Mikrosatellitenmarkermethode (Boulay 2007). In
der Studie von Fan et al. 2010 konnte gezeigt werden, dass die aktive Form von
Notch 2 das Tumorwachstum anregt. Dies ging jedoch auf Kosten der
Tumorstammzellen, deren Anzahl dabei reduziert wurde. Dieser
Verbrauch von Tumorstammzellen erklart eventuell die bessere Prognose von
hoch Notch 2 exprimierenden Tumoren. Hier zeigt sich nun die unter
Umstanden prognostische Relevanz der Notch 2 Expressionrate in
Astrozytomen unterschiedlicher WHO Grade.

Auch fur Mammakarzinome ist mittels PCR und immunhistochemisch

beschrieben, dass eine hohe Notch 2 Expression mit einer besseren
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Uberlebenzeit einherging (Parr 2004). Fir Medulloblastome war das Uberleben
bei hoher Notch 2 Expression jedoch geringer (Fan 2004).

4.3.3 Korrelation der Expressionsrate von Notch 1 und Notch 2

Sowohl die Notch 1, als auch die Notch 2 Expression zeigt fur alle WHO Grade
zusammen eine signifikant inverse Korrelation, bei der die Notch 1 Expression
mit steigendem Tumorgrad ansteigt und die Notch 2 Expression abnimmt.
Dieses Ergebnis stimmt teilweise mit dem von Fan et al. 2004 tberein, der zwar
einen gegensatzlichen Effekt von Notch 1 und Notch 2 auf denselben Tumortyp
zeigte, fur Notch 1 jedoch einen inhibierenden und fir Notch 2 einen
aktivierenden Effekt auf das Wachstum von embryonalen Hirntumorzellen in
Meduloblastomen fand. Fir das Hepatozellulare Karzinom und das
Mammakarzinom zeigte sich jedoch dieselbe hohe Notch 1 Expressionsrate bei

niedriger Notch 2 Expression wie in dieser Arbeit (Gao 2008; Parr 2004).

Da der Notch Signalweg in vielen verschiedenen Organ- und Gewebearten eine
Rolle bei der Differenzierung, Proliferation und Apoptose spielt (Ronchini 2001),
ist es nicht weiter verwunderlich, dass es in neoplastischem Gewebe, sprich in
verschiedenen Tumorarten zu einer gestorten Notch Expression kommen kann.
Dass jedoch die Notch-Untergruppen Notch 1 und Notch 2 in denselben
Tumoren unterschiedliche, antagonistische Effekte bewirken konnen ist
erstaunlich. Es lasst sich auch keine allgemeine Aussage dartber treffen, ob
nun Notch 1 oder Notch 2 generell als Onkogen agiert, was sich durch die
unterschiedliche Notch 1 und Notch 2 Aktivitat in den Stammzelllinien
verschiedener Gewebe erklaren liel3e. Die Wirkung von Notch 1 und 2 scheint
somit gewebsspezifisch zu sein. Deshalb gibt es auch noch keinen einheitlichen
Behandlungsansatz und verschiedene Mdoglichkeiten zur Inhibierung bzw.
Aktivierung der Notch 1 und Notch 2 Expression sind derzeit in Erprobung. Ning
et al. 2008 zeigte, dass eine Aktivierung von Notch 1 , das in medullaren
Schilddriisenkarzinomzellen antiproliferativ und apoptotisch wirkte, mit SBHA
(Suberoyl-bishydroxamic  Acid) zu einer Wachstumshemmung dieser
Karzinomzellen fuhrte und auch durch eine pharmakologische Aktivierung des
Notch Signalwegs im Tiermodell konnte das Wachstum des medullaren

74



DISKUSSION

Schilddrtisenkarzinoms erfolgreich gehemmt werden (Cook 2010). Greenblatt et
al. 2007 zeigte ebenfalls eine Aktivierung des Notch 1 Signalwegs durch
Valproinsadure (das vor allem zur Epilepsiebehandlung genutzt wird) mit
dadurch induzierter Apoptose und somit Wachstumshemmung in Zellen des
medullaren  Schilddrisenkarzinoms. In  einer anderen Studie, die
Glioblastomzelllinien mit 1,25(0OH)(2)D(3) behandelte, konnte jedoch kein Effekt
auf die Schlisselkomponenten im Notch Signalweg gefunden werden
(Reichrath 2010). Ob diese Behandlungsansatze auch im Kklinischen Alltag
bestehen wiurden ist allerdings fraglich, da die systemische Behandlung zu
einer allgemeinen Inhibierung bzw. Aktivierung bestimmter Notch
Signalwegkomponenten fihren wirde und sich somit in unterschiedlichen
Gewebearten unterschiedlich auswirken kdnnte. In einer laufenden Phase-I
Studie zur Behandlung von T-Zell ALL mit dem Gamma-Sekretaseinhibitor
MKO0752 (Merck), der am Notch Signalweg ansetzt, stehen die Ergebnisse noch
aus. Es zeigte sich jedoch, dass es durch die generelle Inhibierung aller Notch
Rezeptoren, die sich jedoch in verschiedenen Zelltypen unterschiedlich
verhalten, zu unerwinschten Nebenwirkungen kommen kann, wie z.B. zur
Metaplasie von Goblet Zellen im Interstitium (Wong 2004). AulRerdem sind
Gamma-Sekretaseinhibitoren nicht Notch spezifisch und greifen wahrscheinlich
auch an anderen Zielrezeptoren an (Stockhausen 2010). Wu et al. 2010
entwickelte wegen der unerwinschten Nebenwirkung der interstitielle Toxizitét
bei der gemeinsamen Inhibierung von Notch 1 und Notch 2 einen
hochspezifischen Antikorper zur gezielten Inhibierung genau eines dieser
beiden Rezeptoren und konnte dadurch die Gefahr der interstitiellen Toxizitat
vermindern. Diese  Ergebnisse zeigen einen eventuell neuen
vielversprechenden, gezielten Behandlungsansatz zur Gliombehandlung am
Notch Signalweg auf.

Diese Arbeit zeigt jedoch die durchaus mdgliche prognostische Relevanz der
Notch 1 und Notch 2 Expression in Gliomen WHO Grad | bis WHO Grad IV, vor

allem auch in Kombination durch ihre signifikante inverse Korrelation.
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4.3.4 Cyclin D1 Expression

Die Cyclin D1 Expression zeigt eine hochsignifikante Abnahme vom Normalhirn
zu allen vier WHO Graden. Es zeigt sich jedoch ebenso eine signifikante
Zunahme der Cyclin D1 Expression vom pilozytischen Astrozytom WHO Grad |
zum diffusen Astrozytom WHO Grad Il. Dies spricht fur eine Proliferations- und
somit auch Malignitatszunahme von WHO Grad | zu WHO Grad Il Tumoren und
unterstreicht erneut die Sonderrolle dieser niedrig malignen Astrozytome WHO
Grad | (Scheithauer 2007). Eine Studie von Sallinen et al. 1999 zeigte jedoch
eine signifikant mit dem Proliferationsstatus assoziierte Cyclin D1 mRNA
Expressionszunahme in hohergradigen Gliomen vor allem WHO Grad 1V, die
mit einem aggressiveren Verhalten korrelierte und eine schlechtere
Uberlebenszeit aufwies. Auch in dieser Arbeit konnte ein Trend zu kirzeren
Uberlebenszeiten von hoch Cyclin D1-exprimierenden Tumoren zu niedrig
exprimierenden Tumoren festgestellt werden. Sallinen et al. beschreibt jedoch
auch eine hohe intratumorale Heterogenitdt des Cyclin D1 mRNA
Expressionsmusters in Glioblastomen Grad IV, sodass eine rein objektive
Auswertung sehr schwer sein sollte. Die teilweise widersprichlichen Ergebnisse
zu dieser Arbeiten lassen sich aber auch durch die kleine Fallzahl der Sallinen
et al. Studie und die unterschiedlichen Methoden erklaren. Die mRNA
Expression von Cyclin D1 zeigte eine gute, jedoch keine signifikante
Ubereinstimmung mit der immunhistochemischen Cyclin D1 Expression, was
daflr spricht, dass es eventuell noch zu einer posttranskriptionalen Regulierung
von Cyclin D1 kommen kann. Zwijsen et al. 1996 und Del Sal et al. 1996
beschrieben, dass eine Induktion von Cyclin D1 sowohl zur Aktivierung als auch
zum Zellzyklus Arrest fuhren kdnne. Eine weitere Studie von Scott et al. 2005
beschrieb keinen Anstieg der immunhistochemischen Cyclin D1 Expression von
Gliomen WHO Grad Il bis WHO Grad IV und auch keinen Zusammenhang zur
klinischen Prognose. Sie berichten auRerdem uber eine grof3e variable Breite
der Anti-Cyclin D1 Antikdrper je nach Methode. Auch in dieser Studie war die

Fallzahl deutlich geringer als in dieser Arbeit.
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In den Korrelationsanalysen konnte eine positive Korrelation von Cyclin D1 zu
Notch 2 gefunden werden. Beide nahmen mit steigendem Tumorgrad ab.
Zwischen Cyclin D1 und Notch 1 konnte keine Korrelation gefunden werden.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Expression von Cyclin D1 einem
positiven Regulationsmechanismus von Notch 2 unterliegen kénnte, wahrend
die direkte Wirkung von Notch 1 in Gliomen im Gegensatz zu
Zellkulturexperimenten durch das Einwirken anderer, bisher noch nicht

bekannter Faktoren abgeschwécht sein kdnnte.

Generell gilt, den aktuellen Ergebnissen zufolge, dass Cyclin D1 kein wirklich
guter Malignitdtsmarker in Astrozytomen ist und auch prognostisch nicht
geeignet ist um Tumore hinsichtlich ihres moéglichen Wachstums stratifizieren
zu koénnen. Im Zusammenhang mit anderen Zellzyklus-Markern oder eventuell
Notch 2 lassen sich jedoch vielleicht bessere Aussagen zu Malignitat und
Prognose bestimmter Gliome geben und zusammen z.B. mit MIB-1 sogar
Aussagen Uuber das Wachstumsverhalten bzw. Agressivitat mancher

Astrozytome machen (Sallinen 1999).
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4.4

Zusammenfassende Ergebnisse und Schlussfolgerun gen

Wichtige Ergebnisse und Schlussfolgerungen, die aus dieser Arbeit

hervorgehen sind:

1.

Die Expressionsrate von Notch 1 zeigt eine stetige Zunahme von
Astrozytomen WHO Grad | bis 1V, wobei die pilozytischen Astrozytome
WHO Grad | eine hochsignifikant niedrigere Notch 1 Expression als alle
anderen Tumorgrade aufweisen, was zu ihrer Sonderrolle als benigne
Tumoren passt.

Fur die Notch 2 Expression zeigte sich eine kontinuierliche Abnahme mit
steigendem Tumorgrad von WHO Grad | zu IV. Diese Abnahme war fur
niedriggradige Gliome (WHO Grad | und WHO Grad IlI) zu
hohergradigen Gliomen (WHO Grad Il als auch WHO Grad 1V)
hochsignifikant.

Eine inverse Korrelation von Notch 1 zu Notch 2 konnte, wie bereits in
anderen Studien, an einem grél3eren Tumorkollektiv validiert werden. Die
Ergebnisse deuten auf eine antagonistische Aufgabe von Notch 1 und 2
im selben Gewebe hin.

In den Uberlebensanalysen nach Kaplan-Maier konnte fiir niedrige Notch
1 und hohe Notch 2 exprimierende astrozytdre Tumore eine prognostisch
bessere Uberlebenszeit gefunden werden, was bislang fiir beide Marker
nur in Mammakarzinomen beobachtet wurde.

Die signifikante Abnahme der Cyclin D1 Expression von Gliomen WHO
Grad Il Uber WHO Grad Il zu WHO Grad IV, sowie die signifikante
Zunahme von WHO Grad | zu WHO Grad Il stehen in teilweisem
Widerspruch zu friheren Studien, was jedoch durch methodische und
strukturelle Unterschiede der einzelnen Arbeiten zu erklaren ist.

Es zeigte sich eine positive Korrelation der Cyclin D1 Expression zu
Notch 2, was auf eine positive Regulation innerhalb der Signalkaskade
spricht. Die fehlende Korrelation von Cyclin D1 und Notch 1 spricht
hingegen far das Vorliegen weiterer involvierter

Regulationsmechanismen innerhalb des Zellzyklusses.
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7. Fur die diffusen Astrozytome WHO Grad Il zeigte sich in der
Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier ein langeres Uberleben fiir hoch
Cyclin D1 exprimierende Tumore. Diese Wirkung kehrt sich in
hohergradigen Gliomen um: Fir die WHO Grade Ill und IV wird, wie
bereits in anderen Studien auch, fir hoch Cyclin D1 exprimierende
Gliome ein Trend zu kiirzeren Uberlebenszeiten gefunden beobachtet.
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S ZUSAMMENFASSUNG

Astrozytome stellen die h&aufigsten hirneigenen Tumore dar und bilden eine
heterogene Gruppe von neoplastischen Raumforderung des ZNS. Sie sind zwar
im Vergleich zu Tumorentitdten anderer Organe eher selten, haben jedoch vor

allem bei hherer Malignitat eine sehr schlechte Prognose.

Die Hauptaufgabe dieser Arbeit war es, die Expression von Notch 1, Notch 2
und Cyclin D1 in 305 Astrozytomen/Glioblastomen aller vier WHO-Grade und in
95 Normalhirnproben von 8 Patienten zu untersuchen, um so eine mdgliche
diagnostische, prognostische und therapeutische Relevanz hinsichtlich ihres
Expressionsprofils im ,Zielgewebe“ néaher zu charakterisieren. Dabei wurden
immunhistochemische Verfahren in Kombination mit der TMA-Methode
eingesetzt.

Die Proteine des Notch Signalwegs sind an vielen Prozessen wie der
Differenzierung, Proliferation und Apoptose von Zellen beteiligt und wirken auf
Cycline, die als Proteine am Ablauf und der Regulierung des Zellzyklus beteiligt
sind. Deshalb stellte sich nun die Frage, wie die einzelnen Rezeptoren des
Notch Signalwegs Notch 1 und Notch 2 und Cyclin D1 in Gliomen der WHO
Grade | bis IV in Abhangigkeit von prognostischen Parametern wie

Uberlebenszeit exprimiert werden.

Die statistische Auswertung ergab fur die Expressionsrate von Notch 1 eine
stetige Zunahme bei Astrozytomen WHO Grad | bis 1V, wobei die pilozytischen
Astrozytome WHO Grad | eine hochsignifikant niedrigere Notch 1 Expression
als alle anderen Tumorgrade aufwiesen, was zu ihrer Sonderrolle als niedrig
maligne Tumoren passt. Fur die Notch 2 Expression zeigte sich eine Abnahme
mit steigendem Tumorgrad von WHO Grad | zu IV. Eine inverse Korrelation von
Notch 1 zu Notch 2 konnte, wie bereits in anderen Studien, gezeigt und somit
ihre unterschiedliche Aufgabe sogar im selben Gewebe belegt werden. In den
Survival Analysen nach Kaplan-Meier konnte fir niedrig Notch 1 und hoch

Notch 2 exprimierende Astrozytome eine bessere Uberlebenszeit gefunden
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werden. Diese Ergebnisse sprechen fur eine onkogene Wirkung von Noch 1
und eine Tumorsuppressive Wirkung von Notch 2 in Gliomen.

Die signifikante Abnahme der Cyclin D1 Expression von Gliomen WHO Grad I
Uber WHO Grad Ill zu WHO Grad IV, sowie die signifikante Zunahme von WHO
Grad | zu WHO Grad Il stehen in teilweisem Widerspruch zu friheren Studien,
was jedoch durch methodische und strukturelle Unterschiede der einzelnen
Arbeiten zu erklaren ist. Es zeigte sich eine positive Korrelation von Cyclin D1
zu Notch 2. Fir Cyclin D1 und Notch 1 konnte jedoch keine Korrelation
nachgewiesen werde. Fur die diffusen Astrozytome WHO Grad Il zeigte sich in
der Uberlebenszeitanalyse nach Kaplan-Meier ein langeres Uberleben fiir hoch
Cyclin D1 exprimierende Tumore. Fir die WHO Grade IIl und IV konnte, wie
bereits in der Literatur beschrieben, fur hoch Cyclin D1 exprimierende Gliome
ein  Trend zu kirzeren Uberlebenszeiten gefunden werden. Die
unterschiedlichen Expressionsergebnisse von Cyclin D1 lassen jedoch noch

wenig Ruckschlisse Uber seine genaue Wirkung in Astrozytomen zu.

Diese Arbeit zeigt, dass der Notch Signalweg mit seinen Rezeptoren Notch 1
und Notch 2 durchaus Potential fir immunhistochemische Untersuchungen zu
diagnostischen, prognostischen und vielleicht sogar therapeutischen Zwecken
besitzt. Die Ergebnisse der Cyclin D1 Expression sind jedoch weniger
aussagekréftig. Um einen genauen Ansatzpunkt flir therapeutische

Maflinahmen zu finden, werden weitere Studien nétig sein.
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