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A Vorwort

Die Intention dieser Dissertation war es, tiefere Einblicke im molekularen
Verhalten der sporadischen Vestibularisschwannome zu erhalten.

Im Besonderen spielen komplexe Ablaufe auf molekularer Ebene fir die
Atiologie und Pathogenese eine wichtige Rolle. Durch die folgenden Ergebnisse
wird es uns ermdglicht, denkbare Entstehungsmechanismen besser
nachvollziehen zu koénnen. Dadurch kann entscheidend Einfluss auf die
Therapie genommen werden. Zudem st denkbar, dass mdgliche
Screeningverfahren daraus entwickelt werden kdnnen. Nach einem kurzen
Uberblick zum aktuellen Stand der Forschung auf dem Gebiet der
Vestibularisschwannome, werden anschlielend, neben der Methodik, die
Ergebnisse und daraus resultierende Hypothesen im Diskussionsteil vorgestellt.

B Einleitung
1. Vestibularisschwannome
1.1 Allgemeine Informationen zu Vestibularisschwannomen

Vestibularisschwannome (VS), auch im gangigen Klinikjargon als
Akustikusneurinome bekannt, sind histopathologisch benigne Tumore die aus
den Schwannzellen des VIII. Hirnnerven hervorgehen (1-4).

Andere Bezeichnungen dafir sind Neurinom (5, 6), Neurilemmom (7) und
Schwannom (6). Sie stellen mit 80-86% die haufigste Raumforderung im
Kleinhirnbriickenwinkel dar (8).

VS sind in 3 Kategorien einzuteilen: unilateral sporadische VS, bilateral
Neurofiboromatose Typ 2 assoziierte VS und zystische VS (1, 9). Letztere stellen
eine schnell und aggressiv wachsende Untergruppe der sporadischen Form
dar, die neben soliden Tumoranteilen, zystische Komponenten enthalt (10).
Beim hereditaren Tumorsyndrom, der Neurofibromatose Typ 2 (NF Typ 2),

treten neben anderen klinischen Manifestationen, typischerweise im Laufe der



Zeit, bilaterale VS auf. Somit stellt dies ein pathognomonisches und
wegweisendes Merkmal fir die Diagnostik der Erkrankung dar (1, 11).
Charakteristisch daflr ist zudem eine Manifestation der VS in jingeren Jahren.
Hingegen erkranken Patienten bei der sporadischen VS meist im
durchschnittlichen Alter von 50 Jahren (1).

VS sind langsam wachsende Tumore (2, 12, 13) mit einer jahrlichen
Wachstumsrate zwischen 0.2 - 2mm (8). Die klinische Symptomatik bewegt sich
im oto-neurologischen Bereich (14, 15) und wird nicht durch den histologischen
Grad und nicht nur durch die Gréf3e (16), sondern andere Faktoren bestimmit,
wie beispielsweise die Tumorwachstumsrate (5). Es kommt zu
Kompressionssymptomen und in entsprechendem Ausmall durch ein
expansives Wachstum auch zur Hirnstammkompression bis hin zum Tod (12,
17, 18).

1.2 Epidemiologie

VS reprasentieren mit einem Anteil von 80-86% die héaufigste Raumforderung
im Kleinhirnbrickenwinkel (8, 19). Sie machen ca. 6 — 10 % der intrakraniellen
Tumore (8, 19, 20) und 25 - 33% aller Neoplasien der hinteren Schadelgrube
aus (8).

Die Inzidenz betragt 10 pro 1.000.000 Einwohner pro Jahr (17).

95% der VS sind unilateral sporadisch auftretend (1, 17), in diesem Fall werden
sie hauptsachlich zwischen dem 30.- und 70. Lebensjahr, mit einem
Manifestationsgipfel um das 40.- und 60. Lebensjahr, symptomatisch (12). 5%
der VS sind mit der Neurofibromatose Typ 2 assoziiert. Hierbei kommen sie
typischerweise bilateral vor (17) und werden charakteristischerweise bereits im
jungen Erwachsenenalter symptomatisch (21, 22).

Unter den Geschlechtern sind Frauen im Vergleich zu Mannern haufiger von VS
betroffen. Zudem werden Frauen erst zu einem spateren Zeitpunkt
symptomatisch (14). Kasantikul et al. wiesen nach, dass Frauen mit einem
Anteil von 58%, im Vergleich zu 42% bei den Mannern, nicht nur haufiger von

VS betroffen sind, sondern zudem eine kiirzere Krankheitsdauer aufweisen.



Aul3erdem besitzen sie gréf3ere Tumore, histologisch eine geringere Zelldichte
und der Tumor ist starker vaskularisiert (2, 12). Ein Grund fur diesen
Unterschied kénnen hormonelle Ursachen sein (12). In der Schwangerschaft

kann das Tumorwachstum deutlich beschleunigt sein (2).

1.3 Tumortypen

Die 3 Formen der VS unterscheiden sich einerseits darin, dass sie multiple oder
singular auftreten. Andererseits konnen sie Bestandteil eines hereditaren
Tumorsyndroms sein oder kommen sporadisch vor. Zudem kdnnen regressive

Veranderungen vorkommen, die das Wachstum entscheidend beeinflussen.

1.3.1 Sporadische

Die meisten Befunde und wissenschaftlichen Erkenntnisse beziehen sich auf
die sporadische Form dieser Tumore, deshalb soll in diesem Kapitel nicht naher

darauf eingegangen werden.

1.3.2 Zystische

Die Formation von zystischen Anteilen in VS tritt mit Inzidenzen zwischen 7.6%
und 24% auf (23).

Sie stellen eine aggressivere, das umliegende Gewebe verdrangende,
Unterform der unilateral sporadischen VS dar (1). Charakteristisch ist eine
schnelle expansive Volumenzunahme (19, 24), die durch die Zunahme der
zystischen Komponente, nicht durch eine Vermehrung der Tumorzellen
zustande kommt (24). Diese Expansion erfolgt sehr schnell und fuhrt zur
rapiden Exazerbation der Klinik mit Kompressionssyndromen in der hinteren
Schadelgrube und der umgebenden Strukturen (19, 24). Deshalb weisen
Patienten mit dieser Tumorform eine kurze, meist initial atypische Klinik auf
(25).



Oft ist durch das Tumorwachstum der N. facialis betroffen und es kommt zu
typischen Ausfallerscheinungen dieses Nervs (24).

Zystische Komponenten dieser Tumore entspringen aus dem lockeren Antoni B
Gewebe (1, 26, 27). Hier wird vermehrt myxomattses Material in den kleinen
zystischen Arealen produziert. Letztere konfluieren dann zu gréReren Zysten
und komprimieren, sowie verdrdngen, das umliegende Antoni A Gewebe.
Gleichzeitig werden aus dem Antoni A Gewebe kapselartige oder
membranahnliche Strukturen gebildet (24, 28).

Immunhistochemisch gesehen befindet sich im Antoni A Gewebe der
zystischen VS grol3e Mengen an S-100 Protein, Fibronektin, Vimentin und
Laminin-positive Fasern. Diese histologischen Merkmale finden sich weniger im
Antoni B Gewebe (24).

Radiologisch kénnen zystische VS von den soliden VS sehr gut durch das MRT
unterschieden werden (s. Abb. 1). In der T2-gewichteten Aufnahme zeigt sich
eine Kombination aus hyperintensen Zysten und isointensem Tumorgewebe (1,
19). Das Letztere stellt sich wie bei der soliden Form dar. In Gadolinium-
haltigen T1-Aufnahmen weisen die Zysten keine Affinitat fur das Kontrastmittel
auf. In der Nativaufnahme des MRT stellt sich ein isointenser Tumor mit
hypointensen Arealen dar (1, 19).



Abb. 1. MRT-Aufnahmen eines zystischen Vestibularisschwannoms.

(A) Tl-gewichtete, axiale Aufnahme mit dem Kontrastmittel (KM) Gadolinium.
Als KM-affine Raumforderung stellt sich rechtsseitig ein VS mit zentraler
Signalabschwéchung dar, welche am ehesten den zystischen Komponenten
entspricht, die sich nicht mit KM anreichern. (B) T2-gewichtete, axiale
Aufnahme mit hier untypischer gesteigerter Intensitdt im Vergleich zu
sporadischen VS. Gewohnlich zeigt sich der Tumor isointenser. Zudem liegen
Arealen mit Hyperintensitat vor, die den Zysten entsprechen (1).

Quelle: Neff et al. 2006 (1)

Therapeutisch gesehen muss gehandelt werden. Konservative Behandlung ist
nicht empfehlenswert, denn die Wachstumsrate ist unvorhersehbar und das
Risiko zur schnellen Expansion der Zysten ist hoch (24). Nicht nur die Therapie
auch evtl. Resttumor unterscheidet sich zur soliden Form. Kameyama et al.
beschrieb, dass Resttumore der zystischen VS im Vergleich zu den Residuen
der soliden Form zu einem erneutem, erhdhten und beschleunigtem
Wachstumspotential neigen und oft mit vielen weiteren Sekundéareingriffen
behaftet sind (13).
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1.3.3 Neurofiboromatose Typ 2 assozierte

Die Neurofiboromatose Typ 2 (NF2) ist ein autosomal-dominant vererbtes
Tumorsyndrom (21, 29). Es tritt mit einer jahrlichen Inzidenz von 1:25.000
Lebendgeburten und einer Pravalenz von 1 in 60.000 Einwohnern in
Erscheinung (30).

Symptomatisch werden die Patienten vor allem im frGhen Erwachsenenalter,
zwischen 20-22 Jahren mit Symptomen wie Schwerhorigkeit, Tinnitus und
Gleichgewichtsstorungen (21, 22). Als autosomal dominantes Krankheitsbild
liegt mit 60 Jahren eine vollstandige Penetranz vor (29). Durch unterschiedliche
Mutationsmechanismen wird bei diesem Krankheitsbild das
Tumorsuppressorgen NF2, das sich auf dem Chromosom 22912 befindet,
inaktiviert (29). Dadurch kommt es zur fehlerhaften bzw. mangelhaften Funktion
seines Proteinprodukts Merlin (4). Charakteristisch ist fr die NF 2 das mit 96%
dotierte Auftreten von bilateralen VS (11), meist vom N. vestibularis superior
(21) ausgehend. Daneben treten weitere Tumore, wie Schwannome anderer
Hirnnerven, peripherer und spinaler Nerven auf. Zudem kommen intraspinale
und intrakranielle Meningeome und niedrigmalige Tumore des ZNS, wie
Ependymome und Gliome, vor. Aul3erdem sind okulare Symptome, in Form von
Katarakten moglich. Kutane Manifestationen, wie subkutane nodulare Knoten
und Café-au-Lait Flecken sind ebenso haufig anzutreffen (s. Abb. 2) (4, 17, 21,
22, 29).
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Abb. 2: Klinische Manifestationen bei der Neurofibromatose Typ 2.
Quelle: Asthagiri et al. 2009 (31)
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Die Diagnose einer NF 2 wird klinisch (neurologisch, ophthalmologisch und
dermatologisch), radiologisch und molekulargenetisch gestellt (29). Dazu gibt
es einerseits signifikante Klassifikationssysteme, wie die Manchester Kriterien
(s. Tab. 1) (21), oder T1/T2-gewichtete MRT-Aufnahmen, die vor allem die VS
gut darstellen (s. Diagnostik der VS). Zudem kann eine postive
Familienanamnese mit den zugehdrigen Symptomen auf eine NF 2 hindeuten
(29).

Tab. 1: Kriterien zur Diagnose der Neurofibromatose Typ 2 nach Manchester.
Quelle: Evans et al. 1992 (21)

A: bilaterale Vestibularisschwannome (VS) oder

B: Verwandter 1. Grades mit NF Typ Il und einseitigem VS oder Folgendem:
Meningeom, Schwannom, Gliom, Neurofibrom, juvenile posteriore

subkapsuléare Linsentribung

C: einseitiges VS und 2 der folgenden Erscheinungen: Schwannom, Gliom,

Neurofibrom, juvenile posteriore subkapsulére Linsentribung

D: multiple Meningeome ( 2) und einseitiges VS oder 2 der folgenden

Erscheinungen: Schwannom, Gliom, Neurofibrom, Katarakt

Symptome werden jeweils durch den Befall der betroffenen Strukturen
ausgelost (21), jedoch im Falle des VS sind die initialen Erscheinungen
Horverlust, Tinnitus und Gleichgewichtsstérungen. Diese treten einzeln oder in
Kombination miteinander auf. Meist ist das erste Symptom ein unilateraler
Horverlust, den ein Tinnitus begleitet oder vorausgeht. Erst spéater
beziehungsweise weniger haufig zeigen sich Symptome wie Ubelkeit und
Erbrechen, sowie Schwindel (21, 29).

Die Hauptdifferentialdiagnose der NF 2 ist die Schwannomatose, eine
Neurofiboromatose-ahnliche Erkrankung, bei der jedoch auch unilaterale VS
auftreten kdnnen (29, 32).

Die hohe Komorbiditdt und schwere Morbiditat ist fur den Patienten sehr
belastend und schréankt ihn in seiner Lebenserwartung enorm ein (17, 29). Mit
70 Jahren sind 100% der NF 2 Patienten verstorben (21). Die Therapie ist

13




dementsprechend nicht kurativ, sondern funktionserhaltend und palliativ
ausgerichtet (29).

1.4 Lokalisation, Mikroskopie und Makroskopie

VS werden dem WHO Grad | (20) zugeordnet und sind histopathologisch
benigne Tumore, die von den peripheren Schwannzellen des VIII. Hirnnerven
ausgehen (1, 2, 4, 7, 13, 17). Die Bezeichnung Vestibularisschwannom ist
treffender und histologisch korrekter, da sie vom vestibularen Anteil, sowohl
vom N. vestibularis superior, als auch vom N. vestibularis inferior
gleichermal3en ausgehen (1, 17, 33). VS entstehen an einer Transitionszone,
auch Redlich-Obersteiner Zone genannt. Sie befindet sich ca. 8-12 mm von der
Pons entfernt und markiert den Ubergang vom zentralen ins periphere Myelin.
Somit stellt sie die Grenze zwischen dem ZNS und PNS dar (4, 8, 16, 17, 34).
Von der Tumorstruktur ausgehend werden 2 Anteile unterschieden, ein Schaft
der im Meatus acusticus internus liegt und ein extra-temporaler Anteil, der den
Hauptteil des Tumors bildet (s. Abb. 3) (5).

L hmer

Abb. 3: Makroskopische Lokalisation eines Vestibularisschwannoms.
Quelle: Nager et al. 1969 (5)
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Makroskopisch gesehen sind VS gut abgrenzbare, bekapselte Tumore, die eine
blasse Farbe und eine harte, derbe Konsistenz aufweisen (5). Durch myxoide
Degenerationen wird eine gelbliche Schnittflache sichtbar (6). Kleine Tumore
differenzieren sich von gréRReren dadurch, dass sie spheroidal lokalisiert sind
und milchig-weil3, sowie elastisch erscheinen. Hingegen sind grél3ere VS in
ungleichmafdige Lobuli unterteilt (5). Die Farbe variiert je nach dem Anteil der
regressiven Veranderungen. Blutige, hyalin-degereative, 6dematdse, fettige und

zystische Veranderungen sind vorzufinden (5).

In VS finden sich zwei histologische Subtypen, die nach Antoni in Typ A und B
eingeteilt werden (19, 20, 24).

Antoni Typ A Gewebe ist ein faserreiches Areal mit kompakter Struktur
(s. Abb. 4) (6, 20, 24). Die Tumorzellen sind spindelférmig, faszikular und
gebindelt angeordnet und besitzen eine ovale bis langliche Form (6, 7, 20, 24,
35). Das Zytoplasma ist eosinpophil (35). lhre Zellkerne sind oft zug- und
wirbelférmig oder dicht nebeneinander in Palisadenstellung angeordnet. Liegen
die Kerne dicht Seite an Seite, dann werden sie auch als Verocay-Korperchen
bezeichnet. Durch die Zytoplasmafortsatze, die die Zellkerne voneinander
trennen, erscheint das Gewebemuster fischzugartig. Die Zellen sind insgesamt
sehr unscharf voneinander abgrenzbar, dicht gepackt und erscheinen
konfluierend (7).

Im Gegensatz dazu weist das Antoni Typ B Gewebe eine sehr lockere, faser-
und zellarme Struktur auf (s. Abb. 5) (6, 7, 20). Das Gewebe erscheint
kleinzystisch und enthalt sternformige Tumorzellen (24, 35). Daneben finden
sich  dafur typische regressive Verdnderungen in  Form  von
Makrophagenansammlungen, Verfettungen, Hyalin- und
Hamosiderinablagerungen (24). Aul3erdem ist die myxoide Matrix schwach
anfarbbar (7).

Der Anteil an Antoni Typ A und B Gewebe ist innerhalb des Tumors sehr
variabel (35).
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Immunhistologisch gesehen exprimieren Schwannome typischerweise das
S100 Protein. Zusatzlich jedoch auch Vimetin und manchmal sind sie auch

positiv fir das saure Gliafaserprotein (GFAP) (7, 35).

A \ ~ : T = = “.lr:'.: SRR N

Abb. 4: Histologischer Schnitt mit Antoni Typ A und B Gewebe. Fibrillares,
kompaktes Antoni Typ A Gewebe neben faserarmen, retikularen Antoni Typ B
Gewebe. Quelle: Nager et al. 1969 (5)

= e R RN

Abb. 5: Retikulare Struktur des Antoni Typ B Gewebes im histologischen
Schnitt. Quelle: Nager et al.1969 (5)

1.4.1 Immunzellinfiltrate

In Vestibularisschwannomen finden sich neben dem Antoni Typ A und B

Gewebe, histologische Korrelate fur chronische Entziindungsprozesse, wie
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beispielsweise Immunzellen (36). Rossi et al. wiesen durch monoklonale
Antikdrperanfarbung das Vorhandensein spezifischer Immunzellsorten in VS
nach. Danach waren in 96% der Falle Makrophagen, zu 87% CD8+ T-Zellen, zu
23% CD4+ T-Zellen und zu einem geringeren Prozentsatz auch B-Zellen
vorhanden. Naturliche Killerzellen waren in den Praparaten nicht anzutreffen
(37). Daneben finden sich zahlreiche Blutgefal3e, narbige Deformationen und
auch Thromben (36).

VS enthalten zudem sogenannte Tumor assoziierte Antigene (TAA) auf. Dies
sind Oberflachenmembranantigene, die auf normalem Gewebe nicht exprimiert
werden (38).

1.4.2 Makroskopisches Klassifikationssysteme

Es gibt verschiedene Klassifikationssysteme, die anhand der Makroskopie und
Radiologie die VS einteilen kdnnen. Ein weit verbreitetes Klassifikationssystem
ist die Hannover-Klassifikation nach Samii et al. 1997
(s. Tab. 2, s. Abb. 6) (39).

Auf einem Konsensusmeeting in Tokyo, 2003, wurde ein weiteres einheitliches
System von Kanzaki et al. 2003 entwickelt (s. Tab. 3) (40).

Tab. 2. Einteilung der Tumorstadien mittels Hannover-Klassifikation nach Samii
et al. 1997 (39).

Tl |a Intrameatal , mediale Halfte der IAC
b Ausdehnung laterale Halfte des IAC, den Fundus nicht erreichend
C Erreicht den Fundus bis in die Cochlea oder die Bogengéange
d Infiltriert die Cochlea oder die Bogengéange
T2 Intra- und extrameatal
T3 |a Fullt die cerebello-pontine Zisterne
b Erreicht den Hirnstamm
T4 |a Komprimiert den Hirnstamm
b Verlagert den Hirnstamm und komprimiert den 4. Ventrikel,

Liguoraufstau (Hydrozephalus)
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Tab. 3: Klassifikationssystem nach Kanzaki et al. 2003 (40).

Grad Definition Kriterium

1 Small 1-10 mm extrameatal
2 Medium 11-20 mm

3 Moderately large 21-30 mm

4 Large 31-40 mm

5 Giant >40 mm
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T1 intrameatal

(A) T3a: filllt die zerebellopontine Zisterne (A) T4a: komprimiert den Hirnstamm

T2 intra-und extrameatal (B) T3b: erreicht den Hirnstamm (B) T4b: verlegt schwerwiegend den Hirnstamm und
komprimiert den 4. Ventrikel

Abb. 6: Radiologische Einteilung der Tumorstadien in T1-T4 anhand der Hannoverklassifikation. Quelle: Samii et al. 1997 (39)
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1.5 Klinische Symptomatik

Bei den VS wird die Klinik nicht nur durch die Grof3e der Tumoren bestimmt
(16). Sie ist wesentlich abhéngig von der Tumorwachstumsrate, der
Ausdehnung des Kleinhirnbrickenwinkels, der Zisternengrdl3e und der Relation
des Hirnvolumens zur Grol3e des Schadels (5).

Bei den Symptomen handelt es sich um Kompressionsymptome der direkt
involvierten und umliegenden  Strukturen. Davon betroffenen  sind
beispielsweise die Hirnnerven N. vestibulocochlearis, N. trigeminus und N.
facialis (s. Abb. 7). Auch angrenzende Strukturen wie der Hirnstamm, das
Kleinhirn und die Liquorabflusswege sind miteinbezogen (12, 17, 18). Dabei
reicht das Ausmal} von leichten Horstérungen bis zur vollstédndigen Verlegung

des Hirnstamms mit bis zu lebensbedrohlichen Ausmalf3en (17).

Abb. 7: Beziehung des
Vestibularisschwannom zu
den umliegenden
Hirnnerven (V, VII-XI).
Quelle: Cohen-Gadol et al.
2001 (41)

Branches X X 7\1 - \

Meistens treten in 95% akustische Symptome auf (14, 15, 42). Diese aul3ern
sich in Form einer einseitigen Horminderung, die schleichend, progredient oder
akut, als einmaliger oder rezidivierender Hérsturz auftreten kann (16, 21, 29,
42).

Teilweise geht dem Horverlust ein Tinnitus voraus oder begleitet ihn (21, 29).
Folglich ist der Othologe meist die erste Anlaufstelle fir die primare Diagnostik

eines Akustikusneurinoms (16).
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Zusatzlich, leiden 61% der Patienten unter vestibularen Symptomen (14, 15).
Diese konnen sich als Gleichgewichtsstorungen &uf3ern, die vor allem im
Dunkeln, durch Wegfall des visuellen Ausgleichs auftreten. Oder sie treten in
Form einer Schwindelsymptomatik auf, die sich vorwiegend als
Schwankschwindel zeigt (16).

Der Trigeminus wird in 9% der Falle befallen und seine Stérungen umfassen
Hypéasthesien und abgeschwachte Kornealreflexe (14, 15, 18).

Mit einem Kkleineren Anteil von 6% liegen Fazialispathologien, wie
beispielsweise Paresen, vor (14, 15). Die Einteilung der Fazialisstérung wird
pra- und postoperativ anhand der House und Brackmann Klassifikation
eingeteilt und bewertet (s. Tab. 4) (43).

Bei groen Tumoren 3cm ist es mdglich, dass durch die Hirnstamm und
Hirnnervenkompression ein ataktisches Gangbild, Doppelbilder,
Schluckstérungen und Liquoraufstau hervorgerufen werden (18). Auch Zeichen
eines erhohten Hirndrucks, wie Ubelkeit und Erbrechen, sind vorzufinden (29).
Jedoch zu einer geringeren Haufigkeit und zu einem spateren Zeitpunkt (21).
Die Dauer der Symptome ist sehr unterschiedlich. Gro3ere Tumoren haben
meist eine kirzere und pragnantere Symptomdauer als kleinere Tumore.
Letztere machen mit 80% den Grol3teil der Tumoren aus und deshalb leidet die
Mehrzahl der Patienten sehr lange unter den Symptomen. Teilweise erstreckt

dies sich tber einen Zeitraum von 2 Jahren und mehr (12).

1.6 Diagnoseverfahren

Wie schon erwahnt wurde ist die Diagnostik des VS ein multidisziplinares
Verfahren zwischen HNO-Arzten, Neuroradiologen und Neurochirurgen. Dabei
spielt die ausfihrliche Anamnese eine ebenso wichtige Rolle wie ein MRT der
Schadelbasis. Primare Anlaufstelle stellen meist die HNO Arzte dar, denn die

akustischen Symptome stehen anfanglich im Vordergrund.
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1.6.1 Neuro-Otologische Diagnostik

Initiales Symptom ist meist ein unilateraler, progressiver und asymmetrischer
sensoneuraler Horverlust der sich im Hochtonbereich vorfindet. Dieser Befund
findet sich bei > 95% der Patienten mit Vestibularisschwannom (44, 45). Durch
das Vorhandensein einer Schallempfindungsstérung zeigt sich im
Stimmgabelversuch nach Weber eine deutliche Lateralisation zur gesunden
Seite (45, 46). Gemald einer intakten Schallleitung ist der Rinne Versuch
beidseitig positiv (45-47). Die erste Diagnostik, die veranlasst wird, ist das
Reintonaudiogramm (18, 42, 45, 46). Hier findet sich eine Hochtonschwéache
oberhalb von 1000Hz (45, 46). Jedoch liegt nur bei 1 von 1000 Patienten mit
diesem Befund ein VS vor (45). Sie wird auch zur Beurteilung des
Krankheitsverlaufs angewendet. Die Sprachdiskrimination gibt das grobe
Horvermbgen des Patienten wieder. Sie wird weniger als Basisdiagnostik
verwendet, sondern eher im Verlauf der Erkrankung oder innerhalb der
Therapie getestet. Zusammen konnen die Reintonaudiometrie und die
Sprachdiskrimination mit der Klassifikation von Gardner und Robertson beurteilt
werden (s. Tab. 4) (45, 48).

Tab. 4: Gardner & Robertson Klassifikation.
PTA = Pure Tone Audiogram, Reintonaudiometrie
SDS = Speech Discrimination Score, Sprachdiskrimination

dB = Dezibel

Quelle: Gardner et al. 1988 (48)

Klasse Beschreibung PTA (dB) SDS (%)
1 gut bis sehrgut | 0-30 70 - 100
2 alltagsdienlich 31-50 50 - 59
3 alltagsuntauglich | 51 - 90 5-49

4 schwach 91 - maximaler Verlust 1-4

5 fehlt nicht testbar 0

Ein wichtiges Verfahren zur objektiven Messung des Horvermogens, ist die

Messung der Hirnstammpotentiale friher Latenz (FAEP = friihe akustisch
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evozierte Potentiale, englisch: BAEP = brainstem auditory evoked potentials,
BERA = brainstem electric response audiometry, ABR = auditory brainstem
responses). Bei deren Messung werden die Potentiale der anatomische
Wegstrecke des Hornervs und des Hirnstamms in Form von 6 Wellen abgeleitet
um Pathologien zu erkennen (s. Abb. 8) (46). Sie ist immer noch der
Goldstandard in der Audiologischen Diagnostik des VS (44). Fallt hier ein
pathologischer Befund auf, ist die Indikation zur MRT gegeben (44). Sie wird
vor allem auch zur Detektion von kleinen Tumoren 15mm eingesetzt (45).

Als pathologische Zeichen finden sich vor allem verlangerte Interpeaklatenzen
der Wellen I-1ll und I-V (18, 45). Primaér ist jedoch der Befund der BAEP wichtig
fur die prognostische Beurteilung des Horvermégens (45).

Abb. 8: BERA
(Hirnstammaudiommetrie). Sie
besteht aus 6 Wellen (I-VI), die jeweils
anatomische Gebiete der Horbahn
wiederspiegeln.

Quelle: Behrbohm et al. 2009 (46)
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Tumoren in der Region des N. vestibularis inferior kénnen durch die VEMP
(Vestibular Evozierte Potentiale) und im Bereich des superioren Teil durch die
ENG (Elektronystagmographie) entdeckt werden (45). Bei der thermischen

Labyrinthprifung wird die Schwindelsymptomatik durch eine Untererregbarkeit
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des Labyrinths aufgedeckt (46). Die Beurteilung des N. facialis kann in der

Initialdiagnostik sowie im Verlauf durch die House und Brackmann Klassifikation
beurteilt werden (s. Tab. 5) (4, 43, 45).

Tab. 5: Klassifikation der Fazialisfunktion nach House & Brackmann (43)

Grad Parese Charakteristik

1 Keine Normal

2 Leicht Geringe Schwache, Ruhesymmetrie, geringe
Mundasymmetrie bei Innervation

3 MafRig Leichte Asymmetrie, Lidschluss mit Anstrengung,
leichte Mundastschwéche

4 Ausgepragt | Stirnast plegisch, inkompletter Lidschluss,
asymmetrischer Mundast bei maximaler Anstrengung

5 Schwer Ruheasymmetrie, inkompletter Lidschluss, geringe
Bewegung der Mundwinkel

6 Plegie Keine Bewegung

Bei der neurologischen Untersuchung sollten alle relevanten Symptome

abgefragt und im Speziellen die Hirnnerven V, VII-XI gepruft werden. Auch auf

klinische Zeichen einer NF Typ 2 muss geachtet werden (4). Weitere

diagnostische Mittel sind in Tab. 6 aufgefuhrt.

Tab. 6: Zusétzliche Diagnostik. Quelle: Lumenta et al. 2007 (4)

Untersuchung Symptom bzw. Indikation

EMG des N. facialis Fazialisparese

Spinale MRT Bei Patienten < 35 Jahren zur
Abklarung einer NF 2

Motorisch evozierte Potentiale Ataxie, Hemiparese

(MEP) und somatosensorisch

evozierte Potentiale (SSEP)

Trigeminus-SEP

Funktionsstérung des N. trigeminus

Vestibularisfunktionsprifung

Zur Abklarung der Vestibularisfunktion
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1.6.2 Radiologische Diagnostik

Mit einer Spezifitat und Sensitivitdt von nahezu 100% ist das MRT das Mittel
der Wahl in der VS Diagnostik (16, 18, 42, 49). In den T1-gewichteten
Aufnahmen stellt sich das VS hypo-isointens dar und zudem reichert es sich
nach Gadolinium-Injektion stark mit dem Kontrastmittel an (49). In den T2-
gewichteten Aufnahmen, die vor allem das neurovaskulare Bindel und dessen
topographischen Lageverhéltnisse zum Tumor aufzeigen, zeigt sich das VS
hyperintens (49).

Indiziert ist ein MRT immer dann, wenn eine unklare einseitige Ho6rstérung
vorliegt (16). AulBerdem werden Zusatzerscheinungen wie Mikroblutungen (50),
Zysten (1, 19) und bei ein Flnftel auch ein Hydrozephalus abgebildet (49).
Letzterer kommt entweder durch eine Liquorablflussverlegung oder durch eine
Sekretion von eiweishaltigem Material aus dem Tumor zustande (49). Als
Ersatzdiagnostik und zur Kontrolle der postoperativen Gegebenheiten, ist auch
das CT ein dienliches Mittel. Zudem werden hierbei die knéchernen Strukturen
und die gegebenen anatomischen Verhdltnisse visualisiert, die fir den
Operateur praoperativ eine wichtige Rolle spielen. Dies sind z.B. die Aufweitung
des inneren Gehodrgangs und die genaue Lage der Bogengange und der
Cochlea. Auch komplizierende Faktoren, wie eine Hochstand der Bulbus venae
jugularis und eine dorsal ausgepragte Pneumatisation der Mastoidzellen
konnen dadurch festgestellt werden(4, 18, 49).

1.7 Differentialdiagnose

Die Hauptdifferentialdiagnose des Vestibularisschwannoms ist das Meningeom
des Kleinhirnbriickenwinkels (KHBW) (18, 45, 47). Es ist neben dem VS der 2.
haufigste Tumor in diesem Gebiet (20). Weniger haufig finden sich
Epidermoide, Dermoide und Schwannome anderer Hirnnerven, wie z.B. im
Foramen jugulare (IX, X, XI) oder das Trigeminusneurinom. Auch
differentialdiagnostisch  selten anzutreffen sind Gliome, Ependymome,

Medulloblastome, Glomustumore und Metastasen (18, 47).
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Neben den Differentialdiagnosen (DD) des KHBW missen die DD der
typischen Symptome des VS beriucksichtigt werden. Dazu zahlen der
klassische Horsturz, die Morbus Meniére Erkrankung und eine Presbyakusis.
Zudem kommen entzindliche Erkrankungen, wie die Neuronitis vestibularis,

oder vaskulare Ursachen, sowie vertebrobasilare Insuffizienzen in Frage(4).

1.8 Therapie

Es gibt eine Vielzahl von Mdglichkeiten und Indikationen (s. Tab. 7) VS zu
behandeln. Dabei missen verschiedene Kriterien, wie das Alter, der
gesundheitliche Ausgangszustand des Patienten, der Tumortypus, die Klinik,
das Tumorwachstum und natirlich der Wunsch des Patienten berticksichtigt
werden (3, 8, 51). Generell unterscheiden wir zwischen den vier
Therapiemodalitéaten der Mikrochirurgischen Resektion, der Beobachtung, auch
~Wait and Watch* Methode genannt, der Radiochirurgie und der fraktionierten
Radiotherapie (51, 52). Es gibt verschiedene Empfehlungen unter welchen

Bedingungen eine Therapie eingesetzt werden sollte (s. Tab. 7).
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Tab. 7: Therapieempfehlungen unter Standardbedingungen. HN = Hirnnerven.
Quelle: Lumenta et al. 2007 (4)

Situation Therapieentscheidung Begriindung

Kleines, intrameatales Beobachtung Therapierisiken nicht

VS, gutes Horvermogen gerechtfertigt. 20-50%
Risiko eines

Horverlustes bei Op

Kleines, intrameatales Beobachtung Aktuell keine

VS, erloschenes Therapienotwendigkeit
HGOrvermogen

Kleines intrameatales Operation Entlastung des N.

VS; Fazialisparese facialis

Grol3es VS, Operation oder Vitale Bedrohung, hohes

Hirnstammkompression Kombination Operation + | Tumorvolumen

Bestrahlung

Extrameatales VS, gute Bestrahlung oder Therapie indiziert, in
HN-Funktion Operation dieser Situation oft
geringeres Risiko der

Radiochirurgie

1.8.1 Operative Verfahren und Zugangswege

Operative Verfahren werden von Neurochirurgen und HNO Arzten durch
unterschiedliche Operationszugénge durchgefiihrt. Die operative Resektion
eines VS stellt die beste Mdglichkeit dar, das Tumorvolumen zu reduzieren (16,
53). Es wir vor allem bei groBeren Tumoren eingesetzt, die zu
Kompressionssyndromen, Obstruktionen und Verschiebungen der umliegenden
Strukturen fuhren kénnen (53).

Aul3erordentliche Operationsindikationen stellen ein Verschlusshydrozephalus
im Bereich des 4. Ventrikels und grof3e, zystische Tumore dar. Zystische VS

kénnen zu Einblutungen und zur raschen Zystenexpansion fiihren (18).
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Hauptsachlich gibt es drei Zugangswege, den retrosigmoidal-subokzipitalen,
den translabyrintharen und den subtemporal-extraduralen Zugangsweg (51).
Letzterer wird auch als transtemporal-extraduraler Zugangsweg bezeichnet. Der
retrosigmoidal-subokzipitale Zugangsweg ist der am haufigsten verwendete
Zugangsweg in der Vestibularisschwannomchirurgie (s. Abb. 9). Im Folgenden
soll vor allem auf diesen Zugangsweg detailliert eingegangen werden, da dieser
hauptsachlich von den Neurochirurgen durchgefihrt wird.

Grundsatzlich hangt die Entscheidung fir einen der Zugangswege von der
TumorgroRe, des Tumorausmasses, dem praoperativen Horvermégen und der
Expertise des Chirurgen ab (42). Das Hérvermégen kann beim retrosigmoidal-
subokzipitalen und dem subtemporal-extraduralen Zugangsweg erhalten
werden. Der translabyrinthdre und retrosigmoidale-subokzipitale Zugangsweg
ist fur jegliche Tumorgrof3e geeignet, wohingegen der subtemporal-extradurale
Zugangsweg, vor allem fur intrakanalikular lokalisierte und kleine Tumore
verwendbar ist (42). Ziel in der VS Chirurgie ist, die komplette Tumorentfernung
unter Erhalt der neurologischen Funktionen, vor allem des N. acousticus und N.
facialis (16, 51). Dabei kann auch eine subtotale Entfernung ausreichen, wenn
dafur die Funktionen, wie beispielsweise des N. facialis, erhalten werden
kénnen (16, 33).

- Abb. 9: Haufigkeiten der

| E:;iﬂiﬁ;ﬂf:ﬁ’ verschiedenen
Wik Zugangswege von
” 1990 - 2001 an der
. Universitats-HNO-Klinik
A Wirzburg.
= Quelle: Schwager et al.
20 2011 (16)
10
] [
1990-1994 1995-2001
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1.8.1.1 Retrosigmoidal-Subokzipital

Dieser Zugang wird meist von der neurochirurgischen Disziplin durchgeftihrt
und ist der haufigste Zugangsweg in der Akustikusneurinomchirurgie (s. Abb. 9)
(16, 18).

Unter einem kontinuierlichen Neuromonitoring, dass aus den SEP, MEP,
Fazialismonitoring und den AEP Ableitungen besteht, wird der
Operationsverlauf kontrolliert (18, 47).

Der Patient befindet sich bei groReren Tumoren, je nach anéasthesiologischer
Expertise, in halbsitzender Lage.

Bei offenem Foramen ovale, schwerwiegenden kardiovaskularen
Vorerkrankungen und kleineren Tumoren bis zu 2 cm wird die Seitenlage
(s. Abb. 10:) bevorzugt (18).

optional spinal drainage

place a pillow
between the legs

b TNy T S TR T

axillary
roll |

Abb. 10: Lagerung in Seitenlage (Parkbankposition). Der Thorax wird um 10-
15° angehoben. Es kann auch eine Lumbaldrainage, bei vor allem grél3eren

Tumoren, gelegt werden. Quelle: Greenberg et al. 2010 (45)

Der Kopf ist geneigt und um 30 Grad in Richtung der betroffenen Seite rotiert.
Unter vertikaler Schnittfihrung wird hinter dem Mastoid, ca. 2 Querfinger vom
Ohransatz entfernt, eine medial ausgedehnte Kraniotomie vorgenommen
(s. Abb. 11) (18, 45, 47).
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Abb. 11: Retrosigmoidaler
Zugang. Hautschnitt,

Bohrloch, Craniotomie.

S. petrosus
superior

Lageverhaltnisse zwischen
Sinusvenen, Hautinzision und
Craniotomie. Landmarken:
Mastoidspitze, Asterion,
auRRerer Gehorgang.

Quelle: Holper et al. 2007 (47)

S. sigmoideus

Proc. mastoideus

Die Kraniotomie sollte den Winkel zwischen den beiden Sinus transversus auf
der kranialen und dem Sinus sigmoideus auf der lateralen Seite freilegen. Die
Dura wird lateral konvex, entlang des Verlaufs des Sinus inzidiert und erdéffnet.
Die Zisternen werden dargestellt und zur Liquorentlastung wird die
zerebromedullare Zisterne er6ffnet. Das Zerebellum wird mit einem Spatel
retrahiert. Somit wurde die Sicht auf den Hirnstamm und die hintere Wand des
IAC (Internen auditorischen Kanal), worin der extrameatale Tumoranteil liegt,
freigelegt. Die Dura wird am posterioren Teil des IAC entfernt und der Kanal
wird mit einem Diamantbohrer, unter Respektierung des Bulbus v. jugulare und
der posterioren und lateralen semizirkukaren Kanéle, eroffnet. Dies stellt die
Basis der schrittweisen Tumorentfernung im IAC dar. Anschlielend wird der
extrameatale intrakapsulare Anteil entfernt. Je nach Vergesellschaftung des
Tumors mit dem 8. Hirnnerven kann der Tumor oft komplett entfernt werden.
Die neuralen Strukturen und Geféaf3-Nerven-Biindel werden unter Zuhilfenahme
einer Pinzette dargestellt. Unter kontinuierlichem Neuromonitoring wird auch
zuletzt noch der intrameatal gelegene Anteil des Tumors unter Erdffnung des
IAC entfernt (18, 45, 47).

Wahrend der Operation wird die Hamostase von der anasthesiologischen Seite
aus kontrolliert. Dadurch kénnen mogliche Komplikationen wie beispielsweise

Luftembolien, die vor allem in der halbsitzenden Position vorkommen koénnen,
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vorgebeugt und frih diagnostiziert werden. Am Schluss werden noch offene
Mastoidzellen am IAC durch Muskelstiickchen und mit Hilfe von Gewebekleber,

sowie die Dura mater, wasserdicht verschlossen (18, 39, 47).

1.8.1.2 Translabyrinthar

Dieser Zugang ist meist fir taube Patienten geeignet, da durch die Zerstérung
der vestibularen Anteile des Innenohrs und beim Er6ffnen des Vestibulums, das
Gehor nicht erhalten werden kann (16, 47). Er wird primar von den
Otochirurgen durchgefuhrt und stellt eine Mdglichkeit dar, Tumore zu
resezieren, die sich vorwiegend intrameatal ausdehnen und rezidiviert haben.
Zudem kann er fir Tumore mit einer atypischen Lage verwendet werden (16,
18). Zusatzlich bleibt auch durch die Ferne Lage des N. facialis vom
Operationsgebiet, dieser Nerv nahezu unberthrt. Lediglich der mastoidale
Anteil des Nervs kann tangiert werden.

Bei Patienten, deren HOrnerv erhalten werden kann, gibt es die Moglichkeit ein

Cochleaimplantat einzusetzen (16).

1.8.1.3 Subtemporal-extradural/Transtemporal-extradural

Dieser Zugang ermdglicht es tber die mittlere Schadelgrube vor allem kleinere,
intrameatal gelegene Tumore zu erreichen, die bei den Patienten das
Horvermoégen noch nicht gravierend beeinflusst haben (47).

Er wird auch typischerweise von Otochirurgen durchgeftuhrt. Neben der
horerhaltenden Tumorentfernung, kénnen zudem auch, nach der erweitenden
Form nach Wigand, grol3ere Tumore damit exzidiert werden. Der innere
Gehorgang wird von der oberen Seite erdffnet, der N. cochlearis liegt im
unteren, der N. facialis im oberen Bereich. Letzterer muss zur Seite verlagert
werden, sodass es oft zu passageren Frihparesen kommen kann. Diese sind
jedoch meistens reversibel (16).

Weitaus kritischer anzusehen ist das Anheben des Temporallappens bei

diesem Eingriff. Hierbei kann es zu Komplikationen kommen, die lasionellle und
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strukturelle Veradnderungen nach sich ziehen. Auch ist es moglich, dass

kognitive Einschrankungen und affektive Funktionsstérungen auftreten (16, 54).

1.8.1.4  Neuromonitoring

Das intraoperative Monitoring ist dazu da, bestimmte Strukturen, die bei dieser
OP tangiert oder beschadigt werden konnen zu Uberwachen. Es hilft
Komplikationen vorzubeugen und Ruckschliisse auf das Outcome zu ziehen.
Ein wichtiger Aspekt bei der Vestibularisschwannomchirurgie ist der Erhalt der
Funktion des N. facialis (33). Er besitzt eine enge Lagebeziehung zum Tumor
und berthrt oder haftet an diesem an (33). Durch Zug oder Manipulation am
Nerven wahrend der Operation kann es zur ddemattsen Schwellung kommen
und der Nerv kann verletzt werden (55).

Das Monitoring des N. facialis erfolgt tGber die elektrische Stimulation des Nervs
(s. Abb. 12) (33). Dies kann uber ein kontinuierliches, frei-laufendes spontanes
Elektromyogramm (EMG) erfolgen (33, 56, 57), bei dem fortlaufend Potentiale
abgegeben werden. Oder aber der Nerv erhalt diskontinuierliche elektrische
Stimuli die seine Funktion testen (33).

Das EMG erfolgt Uber subkutane Nadelelektroden, die in den M. frontalis und
den M. orbicularis oculi und oris eingebracht werden (18, 33, 58). Zudem
befindet sich eine Oberflachenelektrode im Gesicht des Patienten um
Bewegungen der mimischen Muskulatur zu registrieren (58). In 67 - 94% der
Falle konnte bei Uberwachten Patienten ein anatomischer Erhalt des Nervs
verzeichnet werden (56, 57). Im Vergleich dazu wird bei Verzicht auf das
Monitoring nur in 33% der Féalle die Anatomie des Nervs erhalten (56).

Die Funktion des Nervs kann mit Hilfe der House und Brackmann (HB)
Klassifikation bemessen werden (s. Tab. 5) (43). Neff et al. 2005 stellten fest,
dass nach dem 1. postoperativen Jahr, 89% aller operierten Félle einen HB
Grad | oder Il aufwiesen (55). Zusammenfassend konnte durch die
Uberwachung des Fazialisnervs die Inzidenz der postoperativen Paresen

gesenkt werden (55). Jedoch muss bedacht werden, dass durch die
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kontinuierliche, frei-laufende EMG-Ableitung nicht die Lokalisation und das
Ausmal’ des Schadens angegeben werden kann (55).

Neben dem N. facialis ist es vor allem wichtig das Horvermoégen zu
kontrollieren. Dies kann durch eine Hirnstammableitung (engl. BAEP) erfolgen
(s. Abb. 8) (58, 59).

Es besteht eine Korrelation zwischen den BAEP und dem postoperativen
Horvermogen (60). Sie zeigen einen Schaden oder Funktionsstérung des
Ohres, des VIIl. Hirnnerven, des Hirnstamms, bis zum Mesencephalon, an.
Wird der N. vestibulocochlearis mechanisch oder thermisch gereizt, findet sich
eine Verzogerung der Welle Il und V vor. Die Welle I bleibt normgerecht.
Bereits bei der Praparation kann es intraoperativ zu Latenzen kommen. Wird
das Kleinhirn und der Hirnstamm retrahiert, kommt es automatisch zu Dehnung
des N. vestibulocochlearis. Dann finden sich verzogerte Interpeaklatenzen
zwischen der Welle | und Ill, die jedoch meist reversibel sind (59).

Liegen vor allem grofRe Tumore vor, erscheint es von Vorteil den N. trigeminus
zu Uberwachen (58). Hier wird eine Elektrode im M. masseter platziert, die
wahrend der Operation stimuliert werden kann (s. Abb. 12) (18, 58). Auch
andere Hirnnerven konnen mit Elektroden kontrolliert werden. Zur Ableitung von
Potentialen fur den N. glossopharyngeus werden Elektroden in die
Pharynmuskulatur eingefiihrt (18). Elektroden in der Zungenmuskulatur geben
die Funktion des N. hypoglossus wieder. Mdchte man nahere Informationen
Uber den Hirnstamm gewinnen konnen die Medianus SSEP
(Somatosensorischen Evozierten Potentiale) abgeleitet werden (18). Das
Monitoring ist ein wichtiger Bestandteil und zur Routine in der

Vestibularisschwannomchiurgie geworden.
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TRARSTYMPANIC {active)
ELECTRODE FOR ECochQ

TUBE FOR DELIVERING

EARLOBE (reference} CLICKS TO EAR
ELECTRODE FOR
cowawasers | UL
MASSETER MUSCLE ELECTRODE
Abb. 12: Abbildung  eines  Neuromonitoring ~ wahrend  einer

Vestibularisschwannomoperation. Die Funktion des N. facialis wird durch das
EMG (Elektromyogramm) kontrolliert. Hierbei werden Elektroden in den M.
orbicularis oris und oculi eingebracht und ein Bewegungssensor wird am
Gesicht platziert. Bei groReren Tumoren wird der N. trigeminus Uber Elektroden
im M. masseter Uberwacht. Zudem wird Uber die BAEP (brainstem auditory
evoked potentials; deutsch: Hirnstammaudiometrie) und eine
Elektrocochleografie (ECochG) der Erhalt des Ho6rvermdgens kontrolliert.
Quelle: Ojemann et al. 2001 (58)

1.8.1.5 Komplikationen

Meist erfolgt die mikrochirurgische Resektion sehr erfolgreich. Jedoch kdnnen
auch voribergehende und dauerhafte Schaden entstehen. Die haufigste
Komplikaton ist eine Liquorfistel, die sich in Form einer Rhinorrhoe auf3ert. Ca.
4,27% der Patienten besitzen solch eine Komplikation postoperativ. Diese kann
in 6% der Falle in eine Meningitis minden und gelegentlich fordert sie einen
Sekundareingriff. Die hochste dauerhafte Morbiditat bringen vaskulare

Folgeschaden, wie Ischamien und Blutungen, in der hinteren Schéadelgrube mit
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sich. Nicht als sehr haufig anzusehen sind kaudale Hirnnervenstérungen, die
sich beispielweise als Schlickstérungen auf3ern. Auch Stérungen der
Hirnstammfunktion in Form von Hemiparesen und Vigilanzminderungen,
kénnen vorkommen. Als Folge eines Liquoraufstaus kann es auch zum Anstieg
des intrakraniellen Drucks kommen. Desweiteren liegen in 11 - 22% der Félle
vorubergehende oder dauerhafte Funktionsstorungen des N. trigeminus vor (18,
61). Die haufigste Komplikation bei einem retrosigmoidal-subokzipitalen
Zugangsweg ist ein persistierender Kopfschmerz nach der Operation (62).

Noch wahrend der Op, kann es bei Lagerung in halbsitzenden Position durch
Aspiration von Luft ins ventse Unterdrucksystem zu einer Lungenembolie
kommen. Dieser kann jedoch durch eine transésophageale Echokardiographie

vorgebeugt werden (63).

1.8.2 Fraktionierte Radiochirurgie und Radiotherapie

Die Stereotaktische Radiochirurgie (SRS) und die Fraktionierte Stereotaktische
Radiotherapie (FSR) stellen eine adaquate, nicht-invasive Alternative im
Vergleich zum operativen Verfahren dar. Sie eignen sich vor allem fir Tumore
mit einer Maximalgrée von 3 cm. Dieses GréfRRenlimit wurde deshalb
festgelegt, da es bis zu einem Jahr nach der Bestrahlung zu einer
postradiogenen Odembildung kommen kann. Diese fiihrt zur voriibergehenden
VergroRerung des Tumors und kann zu einer Kompression des Hirnstamms
fuhren (64).

Die SRS besteht aus der Gamma-Knife Radiochirurgie (GKRS, Leksell 1951
(65)), der LINAC-Technologie und aus dem Cyberknife (Adler 1997 (66)) (64,
67). Sie ist eine einzeitige, von bis zu maximal 5 Sitzungen ablaufende
Methode, die mit einer gezielt hohen Strahlendosis im gewiinschten Areal
arbeitet (64, 67). Das umliegende Gewebe wird verschont (64). Ein
stereotaktischer Rahmen oder &hnliche Systeme am Patienten helfen bei der
Durchfihrung mit dieser Methode (64, 67, 68). Die Randdosis betragt zwischen
12 und 13 Gy mit einem durchschnittlichen Wert von 12 Gy bei der Gamma-
Knife Bestrahlung (3, 42, 64, 68). Die Methode per se erzielt bessere
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Ergebnisse im Bezug auf behandlungsbedingte Folgeschaden im Vergleich zur
Mikrochirurgie. Auch neuropathische Nebenwirkungen aufgrund der
Bestrahlung treten selten auf (64). Die FSR ist eine Methode, die
typischerweise mehrzeitig in 5-10 Sitzungen durchgefuhrt wird. Die Randdosis
betragt hier 5 — 3 Gy (64, 69).

Ziel von beiden Verfahren ist es das Wachstum des Tumors zu stoppen bzw. zu
kontrollieren und parallel die neurologischen Funktionen aufrecht zu erhalten
(64, 68, 69). Die Begriffe sind in der Literatur sehr schwammig beschrieben. Als
Radiotherapie wird sowohl die FSR und die SRS mit ihren Unterformen der
Gamma-Knife-, der LINAC- und der Cyberknife - Methode (64). Die FSR kommt
im Bereich der VS Therapie nur wenig zum Einsatz und beruht Gberwiegend auf
der LINAC - Methode. Insgesamt ist GKRS fir den N. facialis schoneneder und
auch das Horvermoégen wird eher mit der SRS, als mit der Mikrochirurgie
erhalten (70, 71). Die Nebenwirkungen der SRS und FSR sind
postinterventionelle Kopfschmerzen und Ubelkeit, die vorriibergehend fiir einige
Tage auftreten. Es wird keine Verschlechterung der praoperativen Kilinik
verzeichnet. Nur in ca 4% der Falle kommt es zum erneuten Grol3enwachstum
nach dieser Intervention. Bei dieser Behandlungsmethode sind jahrelange
postoperative Nachkontrollen mittels MRT erforderlich (s. Abb. 13) (64).

Abb. 13: MRT Beurteilung der radiochirurgischen Behandlung. Axiale T1-
gewichtete Gadolinium-angereicherte MRT-Aufnahme (A) vor der Cyberknife
Radiochirurgie und (B) nach der Behandlung. Es zeigt sich 6 Jahre spéater keine

GroRRenprogrendienz. Quelle: Sakamoto et al. 2009 (52)
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1.8.3 Beobachtung

Die Mehrheit der VS stagniert im Wachstum und ein kleiner Prozentsatz bildet
sich sogar zuriick (18, 42). Aufgrund dieser Tatsache kénnen die Tumore, ohne
groReren Schaden anzurichten, beobachtet werden. Dies erfolgt durch
regelmalBige MRT Serien und klinische Verlaufbeobachtungen, die in einem
definierten Zeitraum erfolgen (72).

Indiziert ist diese Methode bei kleinen-mittelgroBen Tumoren und bei alteren
Patienten. Auch bei Patienten, die in schlechter gesundheitlicher Verfassung
sind, sowie zahlreiche Komorbiditaten aufweisen wird diese Methode verwendet
(42, 73, 74). AulBerdem wird sie angewendet bei Patienten mit einer NF Typ 2,
die einseitig ertaubt sind und bei Patienten, bei denen das einzige, oder besser
horende Ohr vom Tumor befallen ist. Nattrlich muss auch eine ablehnende
Haltung des Patienten gegentiber der Operation bertcksichtigt werden. Hier
stellt die Observation neben der Bestrahlung eine weitere Alternative dar (18,
72).

Entscheidend fur die Prognose ist die initiale Gréf3e bei Diagnosestellung und
das Wachstumsverhalten im ersten Jahr, unter radiologischer Kontrolle (74).
Aktive Therapiemodalidten werden dann eingeleitet, wenn ein signifikantes
Wachstum Uber einem Zentimeter pro Jahr radiologisch nachweisbar ist. Auch
wenn die Symptomatik sich progressiv entwickelt oder der Patient es winscht,

kann das aktive Verfahren eingeschlagen werden (18, 42).

1.9 Outcome

In diesem Abschnitt soll primar auf das Outcome der chirurgischen Therapie
eingegangen werden.

Ziel der operativen Therapie ist im Bereich der Akustik ein Erhalt des
Horvermbégens (16). Mit steigender Tumorgro3e, nimmt jedoch diese
Wahrscheinlichkeit ab, dass dieses erhalten werden kann (16). Ca. zwei Drittel
der Patienten erleiden postoperativ einen Horverlust (18). Dabei kann ein
funktioneller Erhalt des cochleédren Anteils in 39,5% und ein anatomischer

Erhalt in 68% der Falle erreicht werden (39). Zudem muss berucksichtigt
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werden, dass die Mehrheit der Patienten bereits préoperativ ein
eingeschréanktes Horvermégen aufweist (16). Kleinere Tumore sind gunstiger
hinsichtlich der Horfunktion anzusehen, denn nach deren Entfernung besteht
bei 60% das vorherige Horvermégen (75). Je grofier der Tumor ist, desto
grof3er ist der Horverlust (16). Meist liegt auch ein Tinnitus am betroffenen Ohr
vor, der zu einem Viertel verschwindet und in 10% sich progredient
verschlechtert (76).

Ein Teil des vestibularen Nervs muss gezwungenermal3en durchtrennt werden,
somit wird eine Schwindelsymptomatik ausgelost, oder verschlechtert. Je
starker der Schwindel vor der Operation vorhanden war, desto schwéacher ist
die Symptomatik postoperativ und umgekehrt (16). Persistierende und
beeintrachtigende Gleichgewichtsstérungen, die vor allem im Dunkeln
bestehen, zeigen sich in 10% der Falle (77). Eine Restitutio ad integrum findet
hierbei nicht statt. Der Zustand kann lediglich durch RehabilitationsmalRnahmen
verbessert werden (16).

Uber postoperative Cephalgien klagen ein Drittel der Patienten (16). Meist sind
diese nach retrosigmoidalen Eingriffen vorzufinden (78). Mit einer
Wahrscheinlichkeit von 10% bleiben diese bestehen (16, 51).

Die Einteilung Uber das Ausmald der Fazialisfunktion pré- sowie postoperativ
erfolgt Uber die House und Brackman Klassifikation (s. Tab. 5) (16, 43).

Der Erhalt der Fazialisfunktion hangt vor allem von der Tumorgrof3e ab (79-82).
Kleinere Tumore tragen nur eine geringere Fazialisschadigung davon im
Vergleich zu gréReren Tumoren (18, 79-82). Auch das Alter des Patienten, der
chirurgische Zugangsweg und das intraoperativen Monitoring nehmen Einfluss
auf die Fazialisfunktion (79). Patienten mit zystischen oder Neurofibromatose
Typ 2 assoziierten VS haben hinsichtlich des N. facialis eine unginstigere
postoperative Prognose (17, 55, 83). Bei dlteren Patienten (> 65 Jahren) ist die
Prognose des Fazialiserhalts glinstiger, als bei jungeren Patienten (< 65
Jahren). Nach der chirurgischen Interventionstechnik hat der transtemporale
Zugangsweg das beste Outcome mit 85% Nervenerhalt (79). Im Vergleich zum
operativen Eingriff schneidet die Radiochirurgie hinsichtlich des Erhalts des N.
facialis besser ab (80% vs. 90%) (18).
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Ein Monitoring des N. Facialis intraoperativ fihrt zu einer geringeren Rate an
Folgeschaden (s. Abb. 14) (79).

80 -
70 -

Percentage 50 7

of 40
Patients

I II II1 Iv v VI
m HB grade

Abb. 14: Postoperative Fazialisfunktion 1 Jahr nach Operation. Die Funktion
wurde anhand der House und Brackmann Graduierung (HBG) (43) in HBG I-VI
eingeteilt. Quelle: Neff et al. 2005 (55)

1.10 Genetik

1.10.1  Genetik der Neurofiboromatose Typ 2

Die Tumorgenese unterscheidet sich bezuglich der 2-Treffer-Hypothese nach
Knudson [Alfred Knudson, 1971] mit jener der sporadischen VS. Bei den NF
Typ 2 assoziierten VS findet sich im 1. Allel entweder eine vererbte
Keimbahnmutation oder eine de novo Mutation, die im postzygotischen Stadium
ihren Ausgang nimmt (84). Das 2. Allel wird durch eine somatische Mutation
inaktiviert (31, 85). Insgesamt kommt es durch die biallelische Inaktivierung zu
einem Abbruch der Proteinsynthese. Bezogen auf das Krankheitsbild muss in
diesem Fall mit einem folgenschwereren Phanotypen gerechnet werden, als bei
jenen Inaktivierungen, die nicht zum Abbruch der Synthese fiihren. Diese
Genotyp-Phéanotyp Korrelation wird bei der NF Typ 2 durch Punktmutationen,
wie Nonsense und Frameshift Mutationen, hervorgerufen (1, 29).
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Im Gegensatz dazu kommt es bei den sporadischen VS sowohl im 1., als auch
im 2. Allel zu somatischen Mutationen, die wiederum nicht zum Abbruch der
Proteinsynthese fuhren und deren Krankheitssymptomatik weniger schwer
ausgepragt ist (84, 85).

Hierbei handelt es sich hauptsachlich um kleine Deletionen (1).

Unter den de novo Mutationen des 1. Allels finden sich 33 - 60% Mosaike. Ein
Betroffener mit Mosaik zeigt hinsichtlich des Phanotyps keine bis milde
klinische Auspragungen. Lediglich die Weitervererbung ist angespannt zu
betrachten, denn es besteht ein nahezu 50% Risiko der Nachkommen ein
somatisches Mosaik zu erben. Dann jedoch ist bei diesem Patienten die
Mutation in allen Zellen anzutreffen und dadurch entwickelt sich ein
gravierendes Krankheitsbild (29, 31).

1.10.2 Das NF 2 Gen

Bei allen 3 Typen der VS ist ein Gen vorhanden, das fur die tumorale Genese
aulRerst wichtig erscheint, das NF 2 Gen. Dieses, als Tumorsuppressorgen
fungierende Gen, befindet sich auf dem langen Arm von Chromosom 22
(22912) (9, 31, 86). Es besteht aus 17 Exonen, die sich durch alternatives
SpleiRen in verschiedene Transkripte abwandeln (s. Abb.15) (1, 87).

Allen voran sind die Isoformen | und Il. Bei der Ersteren finden sich alle 17
Exone wieder, Isoform Il lasst das Exon 16 missen. In einer milden Form der
NF 2 ist ausschlie3lich eine 3. Isoform vorhanden, deren Exone 15 und 16
durch Deletionen abhanden gekommen sind (s. Abb. 15) (88).
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NF2 Isoform
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delE15/16 |

Abb. 15: Die Isoformen der transkribierten mRNA des NF 2 Gens. Durch
alternatives SpleiBen entstehen verschiedene mRNA Transkripte oder
Isoformen. Isoform |, Il und delE15/16 sind die am haufigsten anzutreffenden
Isoformen in Vestibularisschwannomen. Quelle.: Neff et al. 2006 (1)

Ein wichtiger Schritt in der Formation der VS ist die Inaktivierung des Gens,
einerseits Uber Mutationen, andererseits Uber den Verlust der Heterozygositét
(89, 90).

Hauptsachlich finden sich pathogene Mutationen in den ersten 15 Exonen (85).
Vor allem betroffen sind hier die Exone 2 und 3. Diese beiden sind wichtig fur
seine Funktion als Tumorsuppressorgen. In den Exonen 16 und 17 kommt es
zu keiner Veranderung des Erbguts, denn sie bestimmen die jeweilige Isoform
(92).

1.10.3  Das Proteinprodukt Merlin

Das NF 2 Gen kodiert fur ein Protein mit dem Namen Merlin, auch
Schwannomin, oder Neurofibromin 2 genannt. Der Name leitet sich ab von den
mit ihm verwandten homologen Proteinen Moesin, Ezrin und Radixin (Moesin-
Ezrin-Radixin-like-Protein) (9). Diese gehdren zur Familie der ERM-Proteine
und sind untergeordneter Bestandteil der Protein 4.1 Superfamilie (85, 87).
Strukturell sind diese, sowie Merlin, identisch aufgebaut und bestehen aus 3
Doméanen: der FERM Domane am N-Terminus mit konservierten Sequenzen,
direkt gefolgt von einem alpha-helix Abschnitt mit dem sich anschliel3endem C-
Terminus (s. Abb. 16) (1, 31, 89).
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FERM domain - helix-domain

Abb. 16: Doméanen der ERM-Proteine.
E = Ezrin, R = Radixin, M = Moesin, Ser518 = Serinrest 518

Sie sind involviert in Prozesse, die die Zellmembran und das Zytoskelett
miteinander verbinden und sind in kortikalen Aktinzytoskelettstrukturen nahe
der Plasmamembran anzutreffen (89, 92). Aufgrund dieser Lokalisation wirken
sie Uber Kontakte mit Proteinen des Zytoskeletts und der Zellmembran an
Umgestaltungsvorgangen der Zelle mit (1).

Die Proteine der ERM-Familie besitzen die Fahigkeit intramolekulare,
intermolekulare und Merlin-assoziierte Interaktionen zu tatigen (87, 89). Auch
Merlin nimmt solche Fahigkeiten wahr und verandert seine Konformation tber
bestimmte, enzymatisch induzierte Veranderungen an seiner molekularen
Struktur. Dabei wird der Serinrest (Ser 518) am C-Terminus phosphoryliert,
oder dephosphoryliert und dies ermdglicht so ein Ubertreten in verschiedene
Aktivitatsgrade (s. Abb. 16) (1, 9).

1.10.3.1 Konformations- und Aktivitatszustand

Uber eine Veranderung der raumlichen Anordnung der alternativ gespleiRten
Transkripte, besitzen diese die Fahigkeit modulierend auf
Proliferationsprozesse einzuwirken. Letztendlich hat dies Auswirkungen auf die
Tumorsuppressorfunktion von Merlin. Infolge einer Dephosphorylierung wird die
Isoform | in eine aktive, strukturell geschlossene Form tberfihrt (s. Abb. 17) (9,
93). In dieser Gestalt inhibiert Merlin proliferative, neoplastische Prozesse (9).
Das Enzym, welches diesen Schritt katalysiert, ist die Myosinphosphatase
(MYPT-1-PP1 ) (91, 94).
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Umgekehrt phosphorylieren die Gegenspieler PKA, PAK (PAK 1, PAK 2) und
Mitglieder der Rho GTPase Familie (Rac 1, Cdc 42) die Isoform Il und
transferieren diese in eine inaktive, die Proliferation fordernde, offene
Konformation (9, 84, 93). Wann Merlin den jeweiligen Zustand einnimmt, hangt
von Bedingungen ab, die fir oder gegen eine Progression sprechen. Generell
fuhren eine hohe Zelldichte, ein Verlust der Zelladh&sion und eine
Serumdeprivation den hypophosphorylierten Aktivitdtszustand herbei (84, 89) .

MYPT-1-PP1
Inaktive, offene Form- FO mAktive, gesc seQe Form
g
PKA/IPAK  «—

Tumorsuppressoraktivitat gent  verloren!

Abb. 17: Konformationszustand von Merlin abhangig vom
Phosphorylierungsgrad. In der aktiven dephosphorylierten Form nimmt Merlin
einen geschlossenen Zustand an und kann nicht als Tumorsuppressorgen

agieren.

1.10.3.2 Zellzykluskontrolle, Apoptoseinduktion und Genregulation
VS weisen eine Vielzahl von Genen auf, die im Vergleich zu gesundem,
vestibularem Nervengewebe unterschiedlich hoch- oder herunterreguliert
werden. Zu den hochregulierten Genen zahlen der Angioneogenesefaktor
Osteonectin, die Rho GTPase zur Induktion der Phosphorylierung und
Endoglin, ein Endothelmarker zum Nachweis der Angioneogenese.
Im Unterschied zu den anderen VS wird Endoglin in den zystischen VS jedoch
nicht hochreguliert (1).

Gleichermal3en wird das Gen fur die PKB/Akt in VS hochreguliert. Dieses
Enzym ist Bestandteil des PI3 Kinase/Akt Signalwegs, ein Signalweg, der in
vielen Tumoren, so auch in den VS, aktiviert wird. Er ist in komplexe

Mechanismen einbezogen, die die Zellproliferation, das Zellwachstum- und
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Uberleben, die Apoptose und die Tumorgenese betreffen. Merlin verhindert Uber
eine Bindung mit PIKE-L die Aktivierung der PI3K, die normalerweise uber eine
Aktivierung der Akt die Einleitung der Apoptose hemmt. Somit wirkt Merlin im
aktiven Zustand als Apoptoseinduktor (9, 91).

Auf der anderen Seite gibt es in den VS eine Reihe an herunterregulierten
Genen, wie Ezrin, aber auch LUCA-15, ein TSG, welches bei
Bronchialkarzinomen anzutreffen ist (1, 10).

Auch das Gen fur die CDK 2, ein Enzym des (pRb)-cyclin-dependent kinase
(CDK) Signalwegs, wird in VS herunterreguliert. Dieser beeinflusst durch seine
involvierten Enzyme die Progression von der G1 in die S-Phase. Demzufolge ist
der regelrechte Zellzyklus in VS gestort (1, 95).

2 Informationen Uber das Immunsystem
2.1 Angeborenes und Erworbenes Immunsystem
2.1.1 Angeborenes Immunsystem

Die angeborene, natirliche Immunitat ist die erste direkte Instanz in der Abwehr
von Pathogenen, die in den Organismus eingedrungen sind. Sie kommt in der
frthen Phase der Immunantwort zum Einsatz (96-98). Immunzellen der
natdrlichen Abwehr sind Makrophagen, Granulozyten, Dendritische Zellen (DC)
und Naturliche Killerzellen (NK). Sie eliminieren die Erreger direkt Uber
Phagozytose, uber die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies oder
Nitrogenspezies. Vor allem Dendritische Zellen und Makrophagen eliminieren
Pathogene Uber Phagozytose (96, 97). Pathogene besitzen fir sie spezifische
Strukturen, die PAMPs (Pathogen Associated Molecular Pattern), wodurch sie
von den Rezeptoren der Immunzellen, den PRR (pattern recognition receptors)
erkannt werden. Zu den PRR gehotren Oberflachenrezeptoren, wie die Toll-like
Rezeptoren (TLR) und zytosolische Rezeptoren, wie die NLR (NOD-like
receptors, nucleotide-binding domain) und die RLR ((RIG-I)-like receptors,

retinoid acid-inducible gene 1) (96-98). Durch sie kann das Immunsystem
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zwischen eigen und fremd unterscheiden (96-98). Ihre Aktivierung induziert eine
intazellulare Signalkaskade, die die Genexpression aktiviert und zur Synthese
von Zytokinen, Chemokinen, Zelladhasionsmolekilen und Immunrezeptoren
fuhrt (96, 97). Diese Produkte sind wichtig, dass Entzindungszellen in den
entztindlichen Herd rekrutiert werden und ins Gewebe migrieren (98).
Entziindungszellen sind Neutrophile Granulozyten, Monozyten/Makrophagen,
Natirliche  Killerzellen und  zytotoxische T-Lymphozyten (96, 99).
Chemotaktische Signale und Zelladhasionsmolekile locken die Leukozyten an,
sie rollen durch Adhasionsmolekile gesteuert am Gefal3endothel entlang und
migrieren schliel3lich zwischen den Endothelzellen hindurch ins Gewebe (s.
Abb. 18) (98, 99).

e====> Blutstrom Rollen Adhision Endothel:
=i = A P-Selektin, durch

N gV X Exozytose exponiert

RV 7 T Chemokine E-Selektin,
. { | \ " F P neu synthetisiert
N ;. 4 Gl = [

5 o i o ) Adhasionsmolekiile,
i _AA LA A L1\ Enin vom aktivierten

. v~ 4 N ) f - 4 ’ i ||| dothel h
J 3 LA y Endothel Endothel vermehrt
2 w N f' l__'__ L synthetisiert
R — - ; 2 i 7'7 — — — — § T irrr———
; /1/' Diapedese Leukozyt:
Stimulus A Selektin-Ligand
(Glykoprotein)

z.B.

- Bakterienstoffe Migraticn /\{ () Integrin,

- Stoffe aus toten Zellen schlecht passend
- Zytokine aus Fibro- Chemokine Il Intearin
blasten, Mastzellen, < qut gasgend
Makrophagen usw. P U

Abb. 18: Transmigration der Leukozyten.

Die Leukozyten werden durch Zytokine aus dem Interstitium angelockt und das
Endothel wird aktiviert. Letzteres exprimiert dadurch Adhé&sionsmolekile, wie
Selektine, und es findet eine Leukozyten-Gefal3endothel-Verbindung statt. Die
Leukozyten adherieren am Endothel und es werden Integrine auf den
Leukozyten aktiviert. Es folgt die Transmigration, auch Diapedese genannt,
durch die Endothelzellen hindurch ins Interstitium. Hier locken Chemokine die
Leukozyten an den Ort der Entziindung. P = Pseudopodium, U = Uropodium
Quelle: Lullmann-Rauch 2006 (99)
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2.1.2 Erworbenes Immunsystem

Das erworbene Immunsystem wird vor allem durch B- und T-Zellen
reprasentiert. Charakteristisch fur diese Zellen ist die Th2-abhangige
Aktivierung von B-Zellen mit Plasmazellbildung und Bildung von spezifischen
Antikérpern durch B-Zellen. Aul3erdem werden infizierte Zellen durch CTL
(CD8+ T-Zellen) eliminiert und durch Thl Zellen werden Makrophagen aktiviert
die Pathogene vermehrt phagozytieren (100).

Reife T-Zellen exponieren an ihrer Oberflache den TCR, den spezifischen CD3
Komplex und CD Molekuile zur Bindung von MHC Molekiilen (100-102).

Durch Bindung an das MHC Molekil im Lymphknoten werden sie aktiviert und
von naiven zu reifen Effektorzellen. CD4+ T-Zellen binden MHC Klasse I
Molekule auf Makrophagen oder B-Zellen und werden zu T Helferzellen. CD8+
T-Zellen binden an MHC Klasse | Molekule auf Dendritischen Zellen und
werden zu Zytotoxischen T-Zellen (CTL) (100, 101, 103). Je nach MHC
Molekiiltyp werden unterschiedliche Erreger prasentiert. Uber die MHC Klasse |
Molekule werden meist intrazellulare Erreger, wie z.B. Viren prasentiert.
Extrazellulare Erreger, wie beispielsweise Bakterien werden tber MHC Klasse
Il Molekile prasentiert.

T Helferzellen kbnnen noch weiter differenziert werden in Thl und Th2 (100,
101).

Neben dem TCR und seinen Korezeptoren CD4 und CDS8, gibt es noch den
Korezeptor CD28, der spezifisch seine kostimulatorischen Liganden CD80 (B7-
1) und CD86 (B7-2) auf Antigenprasentierenden Zellen bindet. Dieses Signal ist
wichtig fir die vollstandige Immunzellaktivierung (100, 104, 105).

Die Th Zellaktivierung und Differenzierung erfolgt, je nach Zytokintyp,
Antigentyp, Antigendichte, Form der Antigenpréasentierenden Zelle und Art des
kostimulatorischen Molekuls in Th1l oder Th2 (s. Abb. 19) (98, 106-108). Bei der
Anwesenheit von IFN-gamma und IL-12 entstehen Thl Zellen, die widerum IL-
2, IFN-gamma, TNF-alpha und TNF-beta exprimieren. Dadurch werden vor
allem intrazellulare Pathogene (z.B. Viren) beseitigt und die zellulare Antwort in
Gang gesetzt. Liegt das Zytokin IL-4 vor und fehlt IL-12, dann werden Th2
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Zellen gebildet, die IL-4 und IL-5 exprimieren und zur Aktivierung von B-Zellen
beitragen und die humorale Immunantwort stimulieren. Sie ist vor allem wichtig

fur die Elimination von extrazellularen Pathogene (98, 103, 106-108).

Th-Zellen sind wichtig fir die Differenzierung und Aktivierung von B-Zellen und
somit die Bildung von Antikérpern. Die naive B-Zelle nimmt ein Antigen auf,
prozessiert es und prasentiert es den Th2 Zellen Gber MHC Il Molekile.
Zusammen bilden sie ein T-B-Konjugat. Durch die Bindung bildet die Th2 Zelle
ihre Zytokine und stimuliert die B-Zelle zur B-Zellklonbildung und zum
Antikdrperklassenwechsel. Auch Thl Zellen kdnnen mit B-Zellen interagieren,
jedoch mit geringerer Affinitat als Th2 Zellen. Je nach Zytokintyp entstehen bei
Th2 Typ und IL4 Expression IgE Antikorper, bei Thl Typ und IFN-gamma
Eypression vorwiegend 1gG2 und 1gG3. B-Zellen, die in groRen Mengen

Antikdrper produzieren, werden als Plasmazellen bezeichnet (100, 101).
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Abb. 19: T Helferzelldifferenzierung.

Durch Antigen-MHC Komplexe auf Antigenprasentierenden Zellen werden die
T-Zellrezeptoren (TCR) auf naiven T-Zellen aktiviert. Es kommt zur
Differenzierung in Thl oder Th2 Zellen. Bei Thl wird Uberwiegend IFN-gamma
und bei Th2 vorwiegend IL-4 exprimiert. Je nachdem kommt es dann zur
zellularen (Thl) oder humoralen (Th2) Immunantwort und zur Elimination von
intrazellularen (Th1) oder extrazellularen (Th2) Pathogenen.

Quelle: Macian et al. 2005 (107)

2.2 Immunantwort und Tumore

Die Anti-Tumorantwort erfolgt hauptsachlich Gber Zytotoxische T-Zellen (CTL),
die die Fahigkeit besitzen Tumorzellen direkt durch Lyse abzuttten. Diese
Zellen kénnen durch Thl und Th2 Zellen aktiviert werden (103, 109, 110).
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AulRRerdem findet eine Aktivierung Gber Tumorantigene statt, die hauptsachlich
intrazellulare Proteine darstellen und tGber MHC Klasse | den CTL prasentiert
werden.

Th Zellen sezernieren IL-2, was direkt aktivierend, wachstumsfordernd und
proliferierend auf CD8+ T-Zellen wirkt (103, 110).

Intrazellulare Proteine kénnen nicht nur tber MHC Klasse | sondern auch tber
MHC Klasse Il Moleklle prasentiert werden, was den CD4+ T-Zellen eine
groRere Bedeutung zukommen lasst. Vor allem die Thl Zellen, spielen eine
wichtige Rolle in der Tumorantwort. Sie konnen diese direkt, Uber die
Freisetzung von Zytokinen, die wiederum Todesrezeptoren, wie FAS, auf der
Tumorzelloberflache aktivieren, abtéten. Zudem induzieren sie eine Aktivierung
von APC und es werden Antikorper freigesetzt, die opsonisierend auf den
Tumorzellen andocken und zur vermehrten Aufnahme von diesen in APC
fuhren. Dadurch werden mehr Tumorzellen, oder auch infiziierte Zellen
phagozytiert und prozessiert. Zusatzlich rekrutieren sie die Antigen-
spezifischen-Efektorzellen und die Zellen der angeborenen Immunabwehr, wie
Makrophagen und Mastzellen (103, 111). Die tumorantigen-spezifischen Th
Zellen werden indirekt tber APC oder direkt iber MHC Klasse Il exprimierende
Tumore aktiviert (103). Tumore besitzen die Fahigkeit MHC Klasse | und I
Molekule auf ihrer Oberflache zu exprimieren (103, 110). Durch die MHC Il
Expression fungieren sie somit als APC. Obwohl die meisten Tumorzellen keine
MHC Il ausbilden, besitzt jedoch ein signifikanter Anteil der Tumorzellen ein
oder mehr Gene an MHC Klasse Il Gene. Tumoren, fur die dies zutrifft, sind
Melanome, Bronchial- und Mammakarzinome und Osteosarkome (103, 112,
113).

Die Hilfe von B-Zellen bekommen Th Zellen, indem Th2 Zellen diese zur
Antikérper- und Plasmazellbildung aktivieren. Hier werden dann tumor-
spezifische Antikérper produziert, die zur antitumoralen Immunitat beitragen
(110).

Die Antitumorantwort von Th Zellen wird Uber verschiedene Mechanismen
ausgelost. Einerseits exprimieren sie Zytokine, die das Immunsystem

verstarken, direkt zytotoxisch auf die Tumorzellen wirken oder aber sie
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stimulieren und rekrutieren die CTL. Aul3erdem werden daduch Immmunzellen
der angeborenen Abwehr angelockt und aktiviert. Somit wird eine Tumor-
Mikroumgebung geschaffen, die aus verschiedenen Immunzellen, ihren

Produkten den Zytokinen und den Tumorzellen besteht (s. Abb. 20) (103).
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Abb. 20: Die Rolle der Th Zellen in der Tumor-Mikroumgebung. Th Zellen
interagieren mit Effektor-Immunzellen und Tumorzellen Uber einen Kontakt-
abhangigen und einen Kontakt-unabh&ngigen Mechanismus. Ein Positivzeichen
tragt zur antitumor-Antwort, ein Negativzeichen einen pro-tumoralen Effekt.
Treg = Regulatorische  T-Zelle; DC = Dendritische  Zelle.
Quelle: Knutson et al. 2005 (103)
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2.3 NFAT (Nuclear Factors of Activated T Cells) —

Transkriptionsfaktoren in T-Zellen
Nuclear factors of activated T cells (NFAT) sind eine Proteinfamilie, die aus 5
Mitgliedern, NFAT 1-5, besteht. Vier von ihnen werden durch den
Calcium/Calcineurin Signalweg (NFAT1, 2, 4 und 5) reguliert. Die Mitglieder
NFAT1 (auch als NFATp oder NFATc2 bekannt), NFAT2 (bezeichnet als
NFATc oder NFATcl) und NFAT3 (NFATc4) werden in T-Lymphozyten
exprimiert (107, 114-116). Uber die Regulation der Zytokinexpression und
andere T-Zell-aktivierende Molekile nehmen sie an verschiedenen T-Zell-
Prozessen teil. Sie regulieren die Aktivierung, Differenzierung (107, 115, 117,
118), Proliferation (115, 117, 119), Apoptose (107, 114, 115, 119, 120), Anergie
(107), und den Zellzyklus (107, 114, 119, 121) in diesen Zellen. Vor allem in
Immunzellen ist die Funktion und Regulation der NFAT Molekile am Besten
untersucht, obwohl sie auch in Tumorzellen oder anderem Gewebe exprimiert
und reguliert werden (107, 122). Insbesondere in T Helferzellen werden NFAT1
und NFAT2 beschrieben. Beide finden sich gleichermal3en in Thl und Th2
Zellen, aber Uben dort unterschiedliche Funktionen aus, worauf im
Diskussionsteil naher eingegangen wird (107, 115, 118, 123).
Bei der Aktivierung der T-Zelle wird der T-Zellrezeptor (TCR) aktiviert. Dies
stellt den Ausgangspunkt zur Einleitung des Calcium-Calcineurin-NFAT-
Signalwegs dar. NFAT Proteine regulieren die Expression einer Reihe von
Genen, wie den Zytokinen IL-2 (114, 115, 117, 119, 124-126), IL-3 (114, 119,
126) und
GM-CSF(126). Auch die Expression der drei Th2 Zytokine (115, 117, 126)
IL-4 (114, 115, 119, 126), IL-5 (114, 115, 119) and IL-13 werden von NFAT
Molekilen reguliert. Desweiteren steht auch die Expression von IFN gamma
(114, 119), einem Thl Lymphokin und das proinflammatorische
TNFA (115, 126) unter der Kontrolle der NFAT Gene.
Neben der Zytokinexpression unterstiitzen sie aul3erdem die Transkription von
Genen, die fur die Oberflachenrezeptoren CD40L (115), FASL (115),
CD5 (126), IgK (126) und CD25 (126) kodieren. Auch die Chemokine IL-8 (126)
und MIP-1alpha (126) und das Gen COX2 (115, 126) wird Uber sie reguliert.
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In Kooperation mit ihren transkriptionellen Partnern AP-1 (107, 115, 124), EGR1
and EGR4 (107, 115), MAF (107), CEBP (107), MEF2 (107) und IRF4 (107,
127), induzieren sie die Expression von Zytokinen und anderen T-Zell-

aktivierenden Proteinen.

3 Fragestellung und Zielsetzung der Studie

Bis zum jetzigen Zeitpunkt gibt es nur wenige cDNA Microarray Studien auf
dem Gebiet der Vestibularisschwannomforschung. Hinsichtlich der Interaktion
mit dem Immunsystem sind sehr wenige Studien vorhanden. Haupsachlich wird
hier der histologische Aspekt betrachtet und weniger die Molekularbiologie. Bei
den cDNA Microarray Studien gibt es noch keine Studie, die vorwiegend die
Auswertung mit der Software Ingenuity Pathway Analysis ausfuhrt. Auch
werden primér Kandidatengene untersucht und die Gene werden nicht bei den
funktionellen Interaktionen, in Form von Signalwegen und Netzwerken,
beobachtet. Somit kann in dieser Studie wenig Bezug auf andere Studien
genommen werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es eine Ubersicht tber die molekularen
Interaktionen zwischen den unterschiedlich exprimierten Genen zu erhalten und
daraus eventuell Rickschlusse auf die Genese zu ziehen. Auch werden die
Differenzen zwischen den Vestibularisschwannomen und gesundem
Nervengewebe auf molekularer Ebene deutlich.

Insbesondere soll durch diese Arbeit die Wechselbeziehung zwischen den
Tumor- und Immunzellen hervorgehoben werden, die sich in der

unterschiedlichen Genexpression und in molekularen Kaskaden wiederspiegelt.

Methodisch sollte hierfir die Software Ingenuity Pathway Analysis
(www.ingenuity.com) genutzt werden. Sie ermdglicht es durch ihre zahlreichen
Funktionen, wie beispielsweise durch Signalweg- und Netzwerkanalysen, eine

breite Sicht auf die molekularbiologischen Interaktionen zu erhalten.
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Insgesamt soll durch diese Thesis ein Anreiz fur zukinftige Studien gesetzt
werden, an die vorliegenden Erkenntnisse anzuknupfen, sie auszubauen und

weitere Interaktionen auf molekularer Ebene ausfindig zu machen.

C Problemstellung

Die Genese von Vestibularisschwannomen ist noch, mit Ausnahme der
genetischen Forschung am NF 2 Gen, grof3tenteils ungeklart.

Durch den Vorteil innerhalb einer Microarray ein breites Spektrum an Genen
hinsichtlich ihrer Expression zu screenen, nahm die Anzahl der Microarray
Studien in den letzten Jahren enorm zu.

Bei einer Microarray resultiert eine grol3e Datenmenge, die der Interpretation
keine Grenzen mehr setzt. Gleichzeitig besteht die Gefahr sich in der Datenflle
zu verlieren. Die Methode per se ist heutzutage ein standardisierter Vorgang,

bei dem, aus technischer Hinsicht, nahezu keine Einschrankungen bestehen.

Ein weitaus schwierigeres Unterfangen stellt die Auswahl des Kontrollgewebes
fur Microarrayuntersuchungen dar. Als optimales Gewebe erscheint nicht-
neoplastisches, vivides Gewebe des Nervus vestibularis. Eine ethisch
vertretbare und den Patienten schonende Gewinnung gelingt nur bei der
Neurektomie des Nervus vestibularis innerhalb der Therapie der Morbus
Meniére Erkrankung (92, 128, 129).

Hier wird der Nervus vestibularis im meatalen Segment exzidiert unter
Erhaltung der cochleédren Funktion (130). Dennoch wird eine Exzision des
Nervus vestibularis erst empfohlen, wenn die konservativen MalRnahmen
ausgeschopft sind (130).

Eine andere Mdglichkeit ist es innerhalb der Tumorresektion angrenzendes,
gesundes Nervengewebe, das histologisch gesichert wurde, zu gewinnen (131,
132). Zudem kobnnen im Zuge von Autopsien den Verstorbenen schonend,
Gewebeproben entnommen werden (133). Daneben gibt es publizierte

Ergebnisse im Vergleich mit anderen Nerven, wie beispielsweise des Nervus
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tibialis (134), Nervus ischiadicus (129), Nervus auricularis magnus (129),
Nervus glossopharyngeus (92), Nervus vestibulocochlearis (132) und dem
Ganglion vestibulare (Scarpa ganglion) (128). Des Weiteren wurde nicht-
neoplastisches, postmortales Hirngewebe (34) und periphere Blutproben (135)
eingesetzt. Oft wurde auch eine Kombination aus mehreren Gewebearten
verwendet (34, 92, 129) wie beispielsweise Hirngewebe, Blutproben und
peripheres Nervengewebe (136). Das Letztere wird im Rahmen von
Amputationseingriffen (134) und bei Autopsien gewonnen (136).

Zur immunhistochemischen Anfarbung wurden solitare, periphere Nerven (134),
das Scarpa ganglion (128) und andere Hirnnerven, wie der Nervus cochlearis
(129) und Nervus glossopharyngeus verwendet. Letzterer wurde im Zuge einer
Neuralgie-Operation (92) entnommen.

Von grol3er Bedeutung fur eine erfolgreiche cDNA Microarray-Analyse sind
quantitativ ausreichende RNA Mengen und eine qualitativ hochwertige RNA.
Die Uberaus sensitive RNA, die durch eine vorzeitige Degradierung die
Ergebnisse negativ beeinflussen kann, stellt eine Herausforderung dar.
Degradierungen entstehen durch RNasen, die ubiquitar vorkommen (137). Bei
Postmortemgewebe gilt es 2 wichtige Einflussfaktoren zu beriicksichtigen: der
Postmortem-Intervall (PMI) und die Agonale Phase (138, 139). Letztere
beschreibt die Ereignisse, die sich beim Patienten pra- und perimortal
abspielen, wie beispielsweise Hypoxie, Koma (138-140) und Hyperpyrexie
(139). Der PMI ist das Zeitintervall vom Todeszeitpunkt bis zum Einfrieren bzw.
Fixieren des Gewebes (139). Es wird vermutet, dass der PMI im Vergleich zur
Agonalen Phase einen geringeren Einfluss auf die RNA ausubt (140).

Einige Studien beschreiben, dass kein Zusammenhang zwischen dem RNA
Zerfall und dem PMI besteht, er somit keinen Einfluss auf die RNA Qualitat
nimmt (141, 142).

Beim PMI werden generell Zeiten bis zu 48h toleriert, ohne das Auswirkungen
auf die RNA zu beflirchten sind (143). Andere Studien tolerieren PMIs von bis
zu 118h (141) oder 120h (144). Mengod et al. vermutet, dass Uber einen PMI
von 36 - 48h Abfélle in den mRNA Betragen zu verzeichnen sind (145). Auch
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bei Catts et al. fallt innerhalb von 48h der RNA Gehalt betrachtlich ab. Zudem
sinkt der pH Wert als Reaktion auf den steigenden PMI (137). Ob und wiefern
der PMI Einfluss auf die RNA nimmt ist noch unklar.

Ein guter Parameter die RNA Quanti-und Qualitat zu messen ist die RNA-
Integritatsnummer (RIN). Sie korreliert vor allem in den unteren RIN Bereichen
(< 7) mit dem PMI und generell mit dem pH-Wert, der als Marker fir die
Gewebequalitat dient (139).

Eine gute Gewebequalitéat findet sich bei niedrigen Postmortem-Intervallen
(< 24h) und hohen RINs (> 7) (139). Von vormals 10 Kontrollproben fielen 3
Proben wegen RIN Werten von 2, 4; 3,3 und 4,4 aus der Analyse. Die restlichen
verwendeten Kontrollproben besalRen RIN von mindestens 5,1 bis maximal 6,5
(s. Abb. 21). Tumorproben zeigten RIN Werte von 7,1 - 9,8. RIN von < 5,1
wurden nicht mehr zur Analyse toleriert. Grund fur die Akzeptanz des mittleren
RIN Bereichs bei den Kontrollen war einerseits, dass niedrige RIN Betrage
durch Verwendung von erhéhten RNA Ertragen ausgeglichen werden konnten
und andererseits die Gewinnung von Proben mit RIN Werte >7 schwer

durchfiihrbar war
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Abb. 21: RNA-Integritatsnummer (RIN) der Kontrollproben.
K = Kontrollprobe.

Mit einem durchschnittlichen PMI von 42,2h und einer Spannbreite von 20h bis

maximal 72h liegen die Werte der Kontrollproben im oberen PMI Bereich (s.
Tab. 8). Durch die mittelmaR3igen RIN Werte, ist es moglich, dass ein RNA
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Zerfall bereits stattgefunden hat. Inwieweit sich dies auf die Analyse ausgewirkt
hat ist nicht untersucht worden.

Tab. 8: Alter und Postmortem-Intervall (PMI) der Kontrollproben. Fett unterlegte
Proben wurden aus der Analyse wegen zu niedrigen RIN Werten
ausgeschlossen. Die Kontrollproben, die zur Analyse zugelassen wurden

besalen einen mittleren PMI von 42,2h.

Proben - Alter bei Todeszeitpunkt Postmortem -Intervall (PMI)
Nr. in Jahren in Stunden (h)
ES 21/10 62 20
ES 31/10 64 45
ES 32/10 4 40
ES 34/10 70 45
ES 43/10 43 72
ES 45/10 71 o4
ES 51/10 53 20
ES 15/09 38 18
ES 33/10 |33 26
ES 42/10 0,2 2
D Material und Methoden
1. Vorbereitung und Planung der Studie

Diese Studie wurde durch die Ethik-Kommission unter vorheriger
Antragsstellung gepruft und genehmigt (Prifungsnummer: 236/2009B0O2).

Bei der operativen Aufklarung erteilten die Patienten ihr schriftliches
Einverstandnis, einen Teil des Gewebes fir die hiesige Studie verwenden zu
lassen. Das restliche Gewebe wurde im Rahmen der routinemaRig
durchgefuhrten neuropathologischen Untersuchung, unter histologischen
Gesichtspunkten auf das Vorhandensein eines Schwannoms mit WHO Grad |

Uberpruft und abgesichert.
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1.1 Studiendesign
Die vorliegende Studie wurde als Fall-Kontroll-Studie durchgefiihrt, um die
genetischen Unterschiede zwischen den beiden Gruppen aufzuzeigen. Dazu

wurden 2 Gruppen betrachtet:

Tumorgruppe:

Von Juli 2007 — Juli 2010 wurden an der Neurochirurgischen Klinik der
Universitdt Tubingen 36 Patienten rekrutiert, die an sporadischen
Vestibularisschwannomen Uber einen retrosigmoidal-subokzipitalen operiert
wurden.

Keiner der Patienten wurde praoperativ auf der ipsilateralen Seite
radiochirurgisch oder radiotherapeutisch behandelt. Durch die préoperative
MRT Bildgebung und die Kklinische Untersuchung konnten Patienten mit
zystische Komponenten und mit dem Tumorsyndrom der Neurofiboromatose Typ

2 ausgeschlossen werden.

Kontrollgruppe:
Die Kontrollproben wurden von der Abteilung fir Neuropathologie der
Universitat Tubingen fir diese Studie zur Verfigung gestellt. Hierzu wurde bei
10 Verstorbenen einseitig der Nervus vestibulocochlearis (VIIl.) innerhalb einer
Autopsie exzidiert und untersucht.

1.2 Tumorgruppe

Die Diagnose der sporadischen VS wurde durch anhand der neurologischen
und otologischen Symptomatik aufgestellt. Dazu gehéren Symptome wie
Horminderung, Horsturz, Tinnitus, Gleichgewichtsstérungen, Schwindel,
Fazialisparesen und Symptome anderer kaudaler Hirnnerven (14-16, 18, 21,
29). Mit Hilfe der neuroradiologischen Bildgebung wurde die Diagnose bestatigt.
Die praoperative Symptomatik der Patienten wird nachfolgend néher

ausgefuhrt. Hinzugezogen wurden zudem funktionelle Tests, wie Ton- und
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Sprachaudiometrie, die Messung der Akustisch Evozierten Potentiale (AEP) um
die Symptomatik weiter zu objektivieren.

Um eine einheitliche Klassifikation zu erlangen, wurden alle Tumore mittels des
Hannover-Klassifikationssystems (s. Abb. 6, s. Tab. 2) (39) fur
Akustikusneurinome von Tumorgrad T1 - T4, sowie deren Unterteilungen,
normiert. Es wurden 11 Tumore der Gré3e T3 und 25 Tumore der Grol3e T4
ausgewahlt (s. Abb. 22). Der Fokus lag auf T3 und T4 Tumore, da hierbei die
grofite Gewebemenge zur Verfigung stand.

Die TumorgroRe nach der Hannoverklassifikation (39) war bei der Auswahl der
Tumorproben entscheidend, die Klinik war hintergrindig.

Direkt nach der Tumorresektion wurde ein Teil des Gewebes in einem
polypropylenhaltigen Reaktionsgefa? mit Schraubverschluss mit 0,9% NaCl
eingelegt. Unmittelbar nach Entnahme wurde das Gewebe bei -80°C
eingefroren und bis zur Analyse in diesem Zustand gelagert. Der restliche Anteil
wurde zur histologischen Diagnostik der Neuropathologie zugesandt und dort

histologisch auf das Vorliegen eines Schwannoms mit WHO Grad | untersucht.

T3
30,6%

T4
69,4%

Abb. 22: Einteilung der Tumorproben anhand des Hannover-

Klassifikationssystems (39).

Weiter setzte die Gruppe sich aus 13 Frauen und 23 Mannern (s. Abb.: 23)

Zusammen.
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Frauen
36,1%

Manner v

63,9%

Abb. 23: Verhaltnis zwischen Frauen und Mannern unter den Tumorproben.
Im Durchschnitt waren die Patienten bei der Diagnosestellung 45,14 Jahre alt

und die Altersspanne erstreckte sich Uber eine Breite von 25 — 76 Jahren.

1.2.1 Klinische Symptomatik und Befundung der Tumorproben
Die praoperativen, klinischen Daten der Patienten wurden aus den
praoperativen, operativen und postoperativen Patientenakten entnommen.
Die Befunde wurden aus der praoperativen Anamnese und
Aufnahmeuntersuchung, sowie  der  objektiven, otologischen und
neurophysiologischen Untersuchungen herausgelesen. Bei diesen apparativen
Untersuchungen wurden AEP-Messungen, Sprach- und Tonaudiometrien sowie
EMG-Messungen des Nervus fazialis durchgefthrt.
Alle Symptome beziehen sich jeweils auf die vom Tumor betroffene Seite.
Die Daten wumfassen samtliche Symptomatik, die innerhalb des
Krankheitsprozesses bis zum Zeitpunkt der Operation aufgetreten ist.
Spezifische Informationen, die sich explizit auf die Abbildungen und Tabellen
beziehen werden separat aufgefuhrt. Teilweise gibt es unter den Befunden
Diskrepanzen uber das Ausmal’ der Symptomatik. Jegliche Abweichung wird in
der Abbildung mit aufgefuhrt, oder erwahnt.
Weitere Befunde werden im Folgenden nicht grafisch und tabellarisch
aufgefihrt:

Hydrozephalus, Gangataxie

Dysdiadochokinese, Bradidiadochokinese
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Dysmetrie

Mudigkeit

Kognitionsstérungen

Kopfschmerzen

Intrakranielles Druckgefuhl
Schluckstérungen

Heiserkeit

Deviation des Gaumensegels oder Parese
Dysosmie

Abgeschwachter/Erloschener Wirgereflex

Doppelbilder

1.2.1.1  Abbildung Akustische Symptome

Unter den 36 Tumorpatienten befand sich ein Patient, der eine beidseitige,
audiologisch bestétigte Normakusis hatte, die anderen waren alle in ihrem
Horvermogen eingeschrankt. Im Folgenenden wird eine Ubersicht zu den
akustischen Symptomen (s. Abb. 24), zur Hypakusis (s. Abb. 25), zum Tinnitus
(s. Abb. 26), zum Horsturz (s. Abb. 27) und zur Anakusis (s. Abb. 28) gegeben.

13,9%

33,3%

91,7%

47,2%

O Hypakusis B Tinnitus O HOrsturz O Anakusis

Abb. 24: Ubersicht Gber den Anteil der Akustischen Symptome unter den

Tumorpatienten.
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2,8%

8 Hypakusis
B Keine Hypakusis
O Unsichere Angabe

91,7%

Abb. 25: Anteil der Tumorpatienten mit Hypakusis.
Unsichere Angaben beziehen sich auf die Patienten-/Arztangaben. Eine

eindeutige Diagnose war hier nicht moglich zu stellen.

E Tinnitus

52,8% o
B Kein Tinnitus

Abb. 26: Anteil der Tumorpatienten mit Tinnitus.

33,3%

O Horsturz vorhanden

W Horsturz nicht
vorhanden

66,7%

Abb. 27: Anteil der Tumorpatienten mit Horsturz.
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8,3%

/61,1% O Anakusis komplett

B Angrenzende
Anakusis

O Keine Anakusis

86,1%

Abb. 28: Anteil der Tumorpatienten mit Anakusis.

Eine in den Patientenakten erwahnte inkomplette Anakusis wurde zur
Hypakusis gezahlt.

1.2.1.2  Abbildung Fazialisparameter

8,3%

16,7%

75%

O Grad | B Grad Il OGrad I/l

Abb. 29: Anteil der Tumorpatienten mit Fazialisparese. Einteilung nach der
House und Brackmann Graduierung (HBG) (43). Bei minimalen Veranderungen
hinsichtlich H&B Grad | und Il, wurden bei unklarer Anamnese, jeweils beide
Befunde aufgefiihrt. H&B: House und Brackmann.
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/2,8%

25,6%

\2,8%

@ Lidschluss eingeschrankt
B Dysgeusie _
O Tranensekretion gesteigert

Abb. 30: Einteilung und Anteil der Fazialispathologien unter den
Tumorpatienten.

1.2.1.3  Abbildung Trigeminusparameter

Die folgenden Patienten zeigten eine Affektion in den Qualitdten (Hypéasthesie,

Parasthesie und Neuralgie) und Reflexeinbindung des N. trigeminus.

5,6%
2,8%
8,3%
33,3%

8,3%
@ Hypasthesie W Parasthesie
O Neuralgie O Kornealreflex angeschwécht
B Kornealreflex erloschen

Abb. 31: Anteil der Trigeminuspathologien unter den Tumorpatienten.
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1.2.1.4  Abbildung Vestibularisparameter

11,1%
2,8%

2504 52,8%

16,7%

O Schwindel B GWS OGUS 0OGangataxie B Nystagmus

Abb. 32: Anteil der Vestibularispathologien unter den Tumorpatienten.

GUS ¢Gangunsicherheit, GWS ¢Gleichgewichtsstérung.

1.3 Kontrollgruppe

Als Vergleichsgruppe wurden 10 Proben an Nervi vestibulocochlearis (VIII.) von
der Neuropathologie der Universitat Tubingen zur Verfigung gestellt. Die
Proben wurden bei Autopsien, die im Zeitraum von Februar 2009 - September
2010 stattfanden gesammelt. Die Patienten waren zwischen 0,2 und 71 Jahre
alt, mit einem durchschnittlichen Todesalter von 43,8 Jahren. Darunter
befanden sich 3 Frauen und 7 Manner (s. Abb. 33).

Bis zur Entnahme der Probe post mortem vergingen 2 — 72 Stunden
(Durchschnitt: 34,2 Stunden).

Im Anschluss an die Biopsie wurden die Proben in Kryorbhrchen bei —80°C

eingefroren und gelagert.
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Frauen
30%

N

Manner
70%

Abb. 33: Das Verhdltnis von Frauen zu Mannern unter den Kontrollproben.

2. Genexpressionsanalyse

Die Analyse der Tumor- und Kontrollproben wurde durch die Microarray Facility
Tldbingen (MFT Services) der Abteilung fir Medizinische Genetik der Universitat
Tldbingen durchgefuhrt. Dort fanden die Isolation der Gesamt-RNA mit
anschlieBender cDNA Microarray Analyse, die statistische Bearbeitung der
Rohdaten und die Einspielung der Daten in die Software, Ingenuity Pathway
Analysis, statt. Initial wurden 10 Kontrollproben analysiert. Aufgrund von zu
niedrigen RNA-Integrititsnummern wurden 3 Proben nach der RNA
Qualitatsanalyse aussortiert und die verbleibenden 7 Proben weiter analysiert.
RIN ist die RNA Integritatsnummer, die die Qualitat der Gesamt-RNA
wiederspiegelt (146). Auf sie wird an einem spatern Abschnitt naher

eingegangen.

2.1 Gesamt-RNA Isolierung mittels eines Kit Systems

Fur die Isolierung der Gesamt-RNA aus den humanen Gewebeproben wurde
das RNeasy Microarray Tissue Mini Kit System der Firma Qiagen (Qiagen,
Hilden, Germany) benutzt. Der Versuchsablauf orientierte sich streng an dem

Versuchsprotokoll des Herstellers (www.giagen.com).

65



Eine Ubersicht zum Versuchsablauf von der Bearbeitung des Gewebes bis zur
Gesamt-RNA Isolierung zeigt Abbildung 34.

Die folgenden Informationen wurden aus dem Versuchsprotokoll des Herstellers
enthommen.

Fur die Isolation der Gesamt-RNA aus Tumor- und Kontrollgewebe wurde
jeweils 10mg tiefgefrorenes Gewebe zerteilt und zu einer homogenen Masse
mittels des TissueLyser Systems (TissueLyser LT), der Firma Qiagen
(www.giagen.com) verarbeitet. Tissue Lyser Systeme basieren auf dem Prinzip
einer Kugelmihle. In das Probengefald wird ein Edelstahlkiigelchen und der
Lysepuffer (QIAzol Lysis Reagenz) zusammengefuhrt. Dann wird in einer
bestimmten Zeit mit einer bestimmten Oszillationsfrequenz (15 - 50Hz) das
Gemisch ,gemahlen” bzw. homogenisiert. Hierbei wurden mittels mechanischer
Scherkrafte zellulare Fragmente aufgebrochen und die RNA freigesetzt. Um
RNA Vertragsverluste zu vermeiden wurden die Proben mit Hilfe von
Trockeneis und vorgekihlten GefalRen des TissueLyser LT Systems kihl
gehalten. Der TissueLyser LT erméglichte es 12 Gewebeproben gleichzeitig zu
homogenisieren. In Verbindung mit dem TissueLyser LT Adapter, der 12x2 ml
MikrozentrifugengefalRe und Edelstahlkiigelchen von 5 oder 7 mm Durchmesser
beinhaltet, wurde so in vier Durchgangen alle Proben bearbeitet. Anschliel3end
erfolgt die Phasentrennung, in der die obere, wassrige Phase die RNA enthalt.
Diese RNA kann durch Ethanol ausgeféllt werden. In der RNeasy Mini
Spinséule bindet die RNA durch mehrmaliges Zentrifugieren nun an die
Saulenmembran. Durch zweimahliges Waschen mit RNase freiem Wasser wird
die RNA abgespult und somit abgelost.

Durch diese Versuchsschritte wird die Gesamt-RNA isoliert. Diese bindet an
einen Biotin-Marker (labeled cRNA) und ist ein wichtigster Bestandteil fur die
Genexpressionsanalyse mittels cDNA Microarray Technologie.
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RNeasy Microarray Tissue Procedure

Tissue

Lyse and

Add chlaroform and
shake

Separate phases

Add ethanel te

agueous phase

Bind fota RMA

Wash

£

I /S Y SR W N S O

Total RNA

Abb. 34: Ubersicht zum Versuchsablauf des RNeasy Microarray Tissue Mini Kit
der Firma Qiagen (www.giagen.com). Quelle: Qiagen Handbuch (Qiagen,

Hilden, Germany).
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2.2 Qualitatsbestimmung der RNA durch ein Kit System

Der qualitative und quantitative Zustand der RNA wurde unter Gebrauch des
Agilent 2100 Bioanalyzer, unter Verknupfung des RNA 6000 Nano Kit System
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA), gepruft.

Dieses Technologie kombiniert eine  mikrofluidische, mikrokapillare
Elekrophorese mit der Laser-induzierten-Floureszenzdetektion (LIF) und wertet
die Daten mit Hilfe einer biosizing Software in aus. In diesem Zug werden die
Daten anhand von Elektropherogrammen, Abbildungen und in tabellarischer
Form digitalisiert und visualisiert.(147) Der Algorithmus bestimmt auf Basis
einer Bayessche Statistik eine RNA Integritatsnummer (RIN), die die Integritét
und Qualitat in einer dezimalen Skala von 1 (vollstindig degradiert) — 10
(vollstandig intakt) darstellt. (146, 148)

Dieses System nutzt die Gelelektrophorese und einen Floureszenzfarbstoff zur
Integritats- und Qualitdtsbestimmung der Gesamt-RNA, basierend auf einer
Lab-on-a-Chip Technologie. Durch einen Software Algorithmus wird eine RNA
Integritatsnummer (RIN) von 1 - 10 (1 = degeneriert, 10 = vollstandig intakt)
(146) generiert, die eine objektive Bewertung der RNA-Qualitdt und Quantitat
zulasst.

Die RIN wurde fur alle Tumor- und Kontrollproben errechnet. Die festgelegte
RIN von 5 entsprach fur unsere Studie einer guten RNA Qualitat. Alle
Tumorproben erfiillten dieses Kriterium, bei den Kontrollproben erfillten drei
nicht die geforderte RIN und wurden deshalb von der weiteren Analyse

ausgeschlossen.

2.3 Affymetrix® GeneChip 3'IVT Express Kit und Human
Genome U219 Array Plate

Hierbei wurde das Benutzerhandbuch fir das GeneChip 3'IVT Express Kit

(Affymetrix, Santa Clara, CA) verwendet. Eine Ubersicht und kurze
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Beschreibung der Methode zeigt die Abbildung 35. Die anschlielRende
Hybridisierung erfolgte auf die Affymetrix® Human Genome U 219 Array Plate
(HG-U219 Array Plate). Dies ist eine Array Plate mit 530.000 ,probe sets" und
sie umfasst Uber 36.000 Transkripte bzw. >20.000 humane Gene. Einzelne

Gene sind mehrfach reprasentiert.

Approximate
Tetal ANA Samale Time

E'IIIIIIIIIIIAEAAHE'
l',_/ Pol-A ANA Controls

1. Poly=A BNA Contral
Addition * .
T7 = Obgo{dT) Primer
3'TTTTT — . 5
2. Flrs=stranc / 275 howrs
cONA Synthesis *

STITTTTRRTT [anana o
200000000000TTTTT — —s

3. Second-strand )
cDMNA Synthesis ‘+ 1.3 hours
STOOODCDDC0OD0TDOAAAAA — e c'
FO0000000000TTTTT — - s
- Biotirmdated
4, IVT / Labeling ®— Fihonuckentide 4 howrs ar
al alNA + "'-/ Analog 16 hours
;;'IIIIIII‘IIIUUUUU&'
3 Uuuuu &
3 uuuuy s
5. aRAMA Purification } 0.75 hour
6. Fragmeniation 1 hour

v

7. Hybridization é 16 hoars

Legend: I I I I I RMA | DMA  EEEE T7 promoter @ Biotin

Abb. 35: Versuchsablauf des Affymetrix GeneChip 3'IVT Express Kit Labelling
Assay.

Quelle: Affymetrix Handbuch des GeneChip 3'IVT Express Kit (Affymetrix,
Santa Clara, CA).
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Um eine angemessene Hybridisierung sicherzustellen und Artefakte
auszuschlieBen, wurden die Bilder visuell einzeln geprift. Mit den
Intensitatswerten der Signale wurde sogenannte Cel Files mit der AGCC 3.0

(Affymetrix GeneChip Command Console 3.0) Software generiert.

3. Softwarepakete und statistische Analyse

Der folgende Abschnitt wurde von der MFT Services Tubingen der
Medizinischen Genetik Tubingen ausgefihrt. Diese bearbeitete die Affymetrix-
Daten mit verschiedenen Softwarepaketen und fuihrte die statistischen Analysen
durch. Dabei wurde die Qualitat der Daten kontrolliert, die Daten normalisiert
und mit der Hauptkomponentenanalyse (PCA; Principal Component Anaylsis)
reduziert.

Mit der statistischen, freien Programmiersprache R 2.12.0 (www.r-project.org),
wurden die Rohdaten mit den in Tabelle 9 (s. Tab. 9) aufgelisteten Bioconductor

Paketen (www.bioconductor.org), statistisch ausgewertet (149).

Tab. 9: Verwendete Softwarepakete.

Fett unterlegt sind die Bioconductor Pakete (www.bioconductor.org).

Softwarepaket Version
KEGG.db 245
Xtable 1.5-6
GO.db 245
hgu219.db 245
org.Hs.eg.db 2.4.6
GOstats 2.16.0
RSQLite 0.94
DBI 0.2-5
Graph 1.28.0
Category 2.16.0
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AnnotationDbi 1.12.0
Genefilter 1.32.0
Limma 3.6.8
Gplots 2.8.0
caTools 1.10
Bitops 1.0-4.1
Gdata 28.1
Gtools 2.6.2
scatterplot3d 0.3-31
hgu219cdf 2.7.0
Affy 1.28.0
Biobase 2.12.0
Affyio 1.18.0
Annotate 1.28.0
GSEABase 1.12.1
preprocessCore 1.12.0
RBGL 1.26.0
Splines 2.12.0
Survival 2.36-2
Tools 2.12.0
XML 3.2-0.2
affyQCReport 1.28.0
Lattice 0.19-13
RColorBrewer 1.0-2
affyPLM 1.26.0
Biostrings 2.18.2
Germa 2.22.0
Genefilter 1.32.0
IRanges 1.8.4
Simpleaffy 2.26.0
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Durch eine multivariante Hauptkomponentenanalyse, auch PCA (Principal
Component Analysis) genannt, wurden die umfangreichen Datensatze
reduziert, vereinfacht und visualisiert.

Die Probenintensitaten der Array Plate wurden unter Gebrauch des RMA
Express (Robust Multichip Average) mit der RMA Methode normalisiert. Die
Robust Multichip Average (RMA) Methode stellt eine Moglichkeit dar, den
Hintergrund zu  korrigieren, die Daten unter Verwendung einer
Quantilnormalisierung zu normalisieren und sie letzendlich zusammenzufassen
(150, 151).

Die sich ergebenden log2 Signalwerte wurden mit einem linearen Modell wieder
racktransformiert. Zum Entfernen von nicht informationstrachtigen Transkripten
wurde ein unspezifischer Varianzfilter verwendet. Fur die restlichen Transkripte
wurden die Koeffizienten des linearen Modells kalkuliert, die das
Expressionsniveau des einzelnen Molekiils beschreiben.

Desweiteren wurde eine Kontrastmatrix festgelegt, und die F-Statistik flr den
Vergleich eruiert. Eine Moderation der Standardfehler fand tGber ein empirisches
Bayesische Modell statt (Funktion eBayes) (152).

Aus der F Statistik konnte fur alle Transkripte ein p-Wert errechnet und Uber
Benjamini-Hochberg fir multiples Testen korrigiert werden (153). Eine Decision
Matrix wurde gebildet um die Daten nach ihrer Signifikanz zu rastern. Hierzu
wurden jedem einzelnen Transkript die Werte +1 fiir eine Uberexpression und -
1 fir eine Unterexpression, sowie die Zahl 0 fur keine signifikante
Expressionanderung zugeteilt.

Ein korrigierter p-Wert von 0,01 nach Korrektur durch Benjamini-Hochberg und
ein log Fold Change (logFC) von gréRer 1 wurden als signifikante Kriterien
bestimmt. Tabellarisch gesehen wurden den tberexprimierten Transkripten die
Farbe Rot, den unterexprimierten die Farbe Grin zugeteilt.

Die Expressionsstarke wird durch den M-Wert angegeben. Er kommt dem log2
des Fold Change gleich. M = 1 entspricht einer zweifachen, M = 2 einer
vierfachen Erh6hung der mittleren Expression. Analog dazu ist mit M = -1 eine
zweifache und mit M = -2 eine vierfache Abnahme zu verzeichnen. Ab einem

M-Wert von 1 werden die Transkripte rot bzw. fir M = -1 griin markiert.
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Gene, die einen korrigierten p-Wert von < 0,01 und ein logarithmierter Fold

Change von > 1 aufwiesen wurden als signifikante Kriterien angesehen.

4. Bioinformatik

4.1 Ingenuity Pathway Analysis Software

Die gewonnenen Daten wurden unter Zuhilfenahme der Ingenuity Pathway
Analysis Software der Firma Ingenuity Systems analysiert (www.ingenuity.com).
Diese Software basiert auf der Ingenuity Knowledge Base,

einem Wissenspool, der sich auf publizierte Studien und Reviews,
Lehrbuchwissen und bekannten Datenbanken (z.B. Gene Ontology
(www.geneontology.org/), KEGG (www.genome.jp/kegg/), NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/)) beruft und hinsichtlich Aktualitat und Inhalt von PhD.

Wissenschaftlern Gberprift und generiert wird (www.ingenuity.com).

4.1.1 Signalweganalyse

Canonical Pathways sind praformierte, wissenschaftlich erstellte, den aktuellen
wissenschaftlichen Erkenntnissen entsprechende Signalwege, in deren
Kaskaden die signifikant deregulierten Gene integriert sind. Dadurch kénnen die
Gene innerhalb eines funktionellen Systems beobachtet werden.

Ingenuity generiert automatisch tber den exakten Fisher-Test einen p-Wert von
0,05. Dieser wird mit dem in IPA bezeichneten Schwellenwert (,Threshold)
gleichgesetzt. Der Schwellenwert ist variabel veranderbar und wurde zur
Signifikanzerhohung auf 0,0001 erniedrigt. Damit koénnte die Datenmenge

eingeschréankt und noch effizienter analysiert werden.
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4.1.2 Netzwerkanalyse

Netzwerke stellen direkte (durchgezogene Linie) und indirekte (gestrichelte
Linie) VerknUpfungen zwischen den Genen dar. Dadurch kénnen Verbindungen
zwischen den Molekilen ndher erruiert werden und der Einfluss der Molekile
untereinander wird visualisiert und verdeutlicht. Der Score des Netzwerkes, ist
ein generierter p-Wert, der das Ergebnis des negativen Exponenten des
exakten Fisher-Test (right-tailed) darstellt. Je groRer der Wert ist, desto geringer
wird der p-Wert, das heif3t umso signifikanter ist die Stellung des Netzwerks.

Zu den Focus Molecules zahlen die Molekile des Datensatzes, die ein

Netzwerk bilden. Der Maximalwert liegt bei 35.

4.1.3 Biologische Funktionen

Biological Functions werden nach dem Vorbild des Gene Ontology Projekts in 3
Kategorien eingeteilt: “Diseases and Disorders”, “Molecular and Cellular
Function” und “Physiological System Development and Function”. Dies
ermdglicht es die Datenmenge in Kategorien zu organisieren und dadurch einen
Uberblick zu erhalten, in welchen biologischen Systemen, Krankheiten und
Prozessen die Molekile involviert sind. Zudem wird gewdahrleistet, dass eine

detailliertere Betrachtung innerhalb der Kategorien vorgenommen werden kann.

4.1.4 Kandidatengene

Als Kandidatengene werden Molekile bezeichnet, die aus dem Datensatz
heraus als sehr signifikant Gber-oder unterexprimiert gelten. Ingenuity listet
hierfir die 10 am signifikantesten Uber-oder unterexprimierten Gene auf.

Diese Funktion kann dabei helfen eventuelle Kandidatgene zu identifizieren und

naher zu analysieren.
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E Ergebnisse

Fur die Studie wurden 36 sporadische Vestibularisschwannome und 10
Gewebeproben an gesunden Nervi vestibulocochlearis gesammelt und
hinsichtlich ihrer genetischen Unterschiede mit Hilfe einer cDNA Microarray
analysiert.

In der anschlieRenden Auswertung waren 36 Fall- und 7 Kontrollproben unter
Ausschluss von 3 Kontrollproben aufgrund zu niedriger RIN Werte beteiligt.
Eine Ubersicht zum Studiendesign zeigt Abbildung 36 (s. Abb. 36).

I Sammlung der Tumor-und Kotrollproben zwischen 32007 and 772010 I

cDNA microarray Analyse mit der Affymetrix HG-U219 Array
Plate
Statistik
Hauptkomponenten- Benjamini-Hochberg Exakter Test P-value < 0,01
analyse nach Fisher LogFC 1
4021 Deregulierte
Transkripte

1745 Transkripte

unterexprimiert

I Ingenuity Pathway Analyse (Ingenuity Software Version 8.8) I

|
Y Y Y

25 Netzwerke 13 Canonical Pathways involviert in Bio Functions
(enthalten 27 - 34 inflammatorischen und immunulogischen
Molekule) Prozessen

Abb. 36: Technischer Arbeits- und Versuchsablauf der Studie.
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1. Genexpressionsprofile durch Verwendung der cDNA

Microarray

Um eine genomweite Expressionanalyse von Tumor- und Kontrollgewebe
durchzufiihren wurde eine cDNA Microarray vorgenommen.

Hierzu wurde Gesamt-RNA aus 36 Gewebeproben von Patienten mit
sporadischem VS und 7 Autopsiegewebeproben an gesundem Nervus
vestibulocochlearis isoliert und anschlieRend mit der Affymetrix HG U219 Array
Plate analysiert (s. Abb. 37).

Sporadische VS Nervi vestibulocochlearis
(n=36) (n=7)

—]

Isolation der Gesamt-RNA 5-10 pug/Probe

cDNA Microarray Expressionsanalyse mit der
Affymetrix HG U 219 Array Plate,
die 530.000 ,probe sets" mit
36.000 Transkripten und >20.000 Gene enthalt.

Abb. 37: Versuchsablauf der cDNA Microarray Analyse mit der HG U 219 Array
Plate von Affymetrix (Affymetrix, Santa Clara, CA).

Ein Transkript wurde als signifikant differentiell exprimiert angesehen, wenn es
einen p-Wert von < 0,01 und einen log Fold Change (logFC) von 1 aufwies.
Bei einer Gesamtmenge von 4021 deregulierten Transkripten die sich ergab,
waren 2276 (¢ 56,60%) Transkripte Uberexprimiert und 1745 (¢ 43,40%)

unterexprimiert (s. Abb. 38).
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Unterexprimiert e I

Uberexprimiert

0 500 1000 1500 2000 2500

Abb. 38: Anzahl und Expressionsgrad der deregulierten Gene.

Da einzelne Wrobe sets* mehr als nur ein Transkript reprasentieren, waren
gewisse Hrobe sets” mehrfach aufgelistet (154). Harbig et al. nahmen an, dass
mehr als ein Drittel der krobe sets” multiple Transkripte vertreten (155). Unter
Wegfall der multiplen Transkripte, die einen Anteil von 1327 Hrobe sets”
(33,0%) ausmachten, entsprach dies ca. dem Wert eines Dirittels. Falls Hrobe
sets" mehrfach aufgefuhrt waren, wurde jeweils das Hkrobe set® mit dem
hdchsten Fold Change ausgew jhlt um die maximale Signifikanz zu erreichen.

Das NF2 Gen war im Sinne eines multiplen Transkripts dreifach aufgefuhrt, mit
einem p-Wert von 0,0156; 0,0289 und 0,0738 und einem Fold Change von -
0,332; -0,318 und -0,327. Dadurch erflllte es nicht die signifikanten Kriterien,

erschien aber tendenziell herunterreguliert.

2. Ingenuity Pathways Analysis (IPA) der Deregulierten

Gene

Die normalisierten Rohdaten wurden in die Ingenuity Pathway Analyisis
Software (www.ingenuity.com, Version 8.8) eingespielt und ausgewertet.

Ingenuity generiert automatisch einen p-Wert von < 0,05 als signifikantes
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Kriterium. Dieser wird von der Software mit dem exakten Test nach Fisher
(right-tailed) berechnet. Mit Hilfe der Ingenuity Summary Ubersicht und den
verschiedenen Tools konnten die Gene in einen komplexen Zusammenhang

eingeordnet werden.

2.1 Signalweganalysen

Um die Molekuile in einen funktionellen Zusammenhang zu bringen und eine
Ubersicht zu erhalten wurden primar die Canonical Pathways fokussiert und
ausgewertet. Der p-Wert wurde auf 0,0001 festgelegt um die Datenmenge zu
begrenzen und gleichzeitig eine hohe Signifikanz zu erreichen. Mit dem
genannten Kriterium generierte IPA mit unserem Datensatz 231 Signalwege in
denen 4835 differentiell exprimierte Gene beteiligt waren. Aus der grof3en
Genmenge wurde ersichtlich, dass manche Gene an mehreren Signalwegen
teiinehmen. Es fanden sich 13 Signalwege, die unterhalb des geforderten
Threshold von 0,0001 lagen (s. Abb. 40). Der Threshold entspricht dem p-Wert.
Er zeigt vor allem grafisch, welche Signalwege, Netzwerke und Biologischen
Funktionen unter dem festgelegten p-Wert liegen.

An den 13 Canonical Pathways waren 554 Molekile des Datensatzes beteiligt,
darunter fanden sich 386 Uberexprimierte und 168 unterexprimierte Gene (s.
Abb. 39, s. Abb. 40 und s. Tab. 10).

Unterexprimierte 168
Uberexprimierte  [NNNCCONE
Gesamt | 554 | ‘ ‘ |
0 160 260 360 460 560 600

Abb. 39: Anzahl und Expressionsgrad der Canonical Pathways Molekile, die
den Threshold von 0,0001 erfillt haben.
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Die Signalwege wurden vorwiegend nach ihren p-Werten kategorisiert.

Die Molecule Ratio ist das Verhaltnis der deregulierten Gene des Datensatzes,
die am Signalweg teilnehmen, im Vergleich zur Gesamtzahl der Molekile, die
einen Signalweg generieren (www.ingenuity.com). Sie ist ein gutes Mittel die
Partizipation der eigenen Molekile an einem Signalweg zu betrachten.

Mit einem Anteil von 6 von 13 Signalwegen ist das Immunsystem mit den
Kategorien Cellular Immune Response, Humoral Immune Response und
Cytokine Signaling vertreten. Ausgeschlossen davon wurden Signalwege, die in
Immunprozessen involviert waren, aber eine krankheitsspezifische Komponente
(Disease-Specific Pathways, inklusive HIV abhandelnde Signalwege) besalien
(Signalweg 2, 4, 7, 10, 11, 12 und 13). Somit sind 46,2% der Signalwege in der
Immunantwort involviert. Die Signalwege sind im Einzelnen in der Tabelle

(s. Tab. 10) naher ausgefuhrt.
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Raole of FMFAT in Regulation of the Immurme Response

Phosphalipase C Signialing

Aritigen Presantation Pathway

Axonal Guidance Signaling

Leul:ocyte Extravasation Signaling

Role of Pattern Recognitions Receptors in Recognition of Bacteria and Viruses

Hepatic Fibrosis [ Hepatic Stellate Cell Ackivation

CD28 Signaling in T Helper Cells

Cytotoxic T Lymphocyte-mediated Apoptosis of Target Cells

Role of Macrophages. Fibroblasts and Endothalial Cells in Rheumatoid
Lorthritis

Allograft Rejection Sigraling

CCRS Signaling in Macrophages

CXCR4 Signaling

Abb. 40: 13 Canonical Pathways, die einen p-Wert von 0,0001 aufweisen.
Der Threshold ist der grafische p-Wert, der in Form einer gelben Linie anzeigt,
welche Signalwege unter dem geforderten p-Wert liegen. Die andere Linie mit
Quadraten ist das Molekilverhaltnis, auch Molecule Ratio gennant. lhre
Bedeutung wurde im Text erlautert.

Quelle: Ingenuity Pathway Analysis Software (www.ingenuity.com).
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Tab. 10: Die 13 Top signifikanten (p-Wert

0,0001) Canonical Pathways, die den Threshold von

0,0001 erfullten. Die

Uberexprimierten Gene sind fett unterlegt, Gene in normaler Schrift sind unterexprimiert. 6 der Signalwege (Nr. 1, 3, 5, 6, 8

und 9) waren an Prozessen des Immunsystems beteiligt (grau hinterlegt). Die Disease Specific Pathways (inlusive HIV-

Signalwege) mit Immunkomponente wurden davon ausgeschlossen. Quelle: generiert und modifiziert aus der Ingenuity

Pathway Analysis Software (www.ingenuity.com).

Ingenuity p-Wert Ratio Molekile Signalwegkategorien Top Funktionen
Canonical und Erkrankungen
Pathways
1. Role of NFAT in 2,18E-08 | 2,66E-01 FCGR2C, RAC2, PLCB2, HLA-DOA, CD4, PIK3R1, Cellular Immune Response; | Cellular
Regulation of the (0,266) RCAN2, FCER1A, HLA-DRB1, HLA-DMB, FCGR1A, Humoral Immune Development;
Immune Response GNB1, GNB3, PIK3CG, PLCB1, GNG12, null, GNG3, Response; Intracellular and | Hematological
ITPR1, GNAZ, HLA-DQB1, SYK, PLCG2, GNAQO1, CD86, | Second Messenger System
LCP2, GNAL, FCGR3B, BLNK, HLA-DQA1, PIK3R5, Signaling Development and
FCGR2B, GNG7, JUN, PPP3CB, HLA-DRA, GNG4, Function;
FCGR1B, FCGR3A, HLA-DMA, FCGR2A, GNAIL, Hematopoiesis
MEF2A, NFATC1, NFATC4, CD3D, BTK, FOS, PLCBA4,
RRAS2, FCER1G, LYN, NFATC2, MEF2C
2. Phospholipase C | 3,79E-07 | 2,42E-01 FCGR2C,PLCB2,ADCY4,DIRAS3,GNB1,PLCE1,GNB3,P | Intracellular and Second Hematological
Signaling (0,242) LCB1,PRKD3,GNG12,ITGA4,ARHGEF4,null,PPP1R14A, | Messenger Signaling System

RHOJ,RAPGEF3,ITPR1,GNG3,RAP1A,MYL9,RND3,SYK
,PRKCD,PLCG2,ARHGEF16,ARHGEF6,PRKCH,FNBP1,
LCP2,BLNK ,NAPEPLD,RPS6KA3,HDAC9,PLA2G2AFC
GR2B,RHOH,GNG7,TGM2,PPP3CB,RHOU,ARHGEF2,A
RHGEF3,MARCKS,GNG4,PRKCA,ADCY2,FCGR2A,ITG
A2 MEF2A,NFATC1,NFATC4,CD3D,BTK,PLD4,PLA2G4
A,PLCB4,RRAS2,ARHGEF10,FCER1G,LYN,NFATC2,M
EF2C,ADCY7

Development and
Function; Cell
Signaling; Molecular
Transport
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3. Antigen 6,84E-07 | 4,19E-01 HLA-DMA, PSMB9, HLA -DOA, PDIA3, HLA-DQAL1, Cellular Immune Response; | Immunological

Presentation (0,419) CIITA, HLA-DRB1, HLA-DMB, PSMB8, CD74, HLA- Humoral Immune Disease;

Pathway DPA1, MR1, HLA-F, HLA-DRA, HLA-B, HLA-DPB1, Response Connective Tissue
TAP2, HLA-C Disorders;

Inflammatory
Disease

4. Axonal Guidance 1,84E-06 | 2,2E-01 RAC2,PLCB2,GLI2,PIK3R1,WNT6,GNB1,VEGFA,PAK1, | Neurotransmitters and Nervous System

Signaling (0,22) GNB3,SEMA3D,ADAM28 ,PIK3CG,ABLIM3 ,PLCB1,ADA | Other Nervous System Development and
M23,ABLIM2,PRKD3,RTN4R,BMP8A,GNG12,ITGA4,AC | Signaling; Organismal Function; Cellular
TR2,NGEF,SEMA5A ,PTCH1,L1CAM,GNG3,GNAZ,RAP1 | Growth and Development Assembly and
A,PDGFB,MYL9,PTPN11,SEMA6D,PRKCD,ARHGEF6,G Organization;
NAO1,RTN4,PRKCH,PDGFD,GNAL,FZD10,NTF3,SLIT1, Cellular Function
ARPC1B,PIK3R5,PLXNA2,NGF,PDGFC,ROBO1,SEMA6 and Maintenance
C,GNG7,PRKAG1,PGF,NTNG1,EFNB2,PPP3CB,IGF1,S
DC2,EFNA5,EFNB1,ARPC3,GNG4,PRKCA,PLXNC1,NR
P2,CXCR4,null,ITGA2,GNAI1,NFATC1,NFATC4,EPHA3,
EFNA1,SEMA3A,PLCB4,WIPF1,SEMA4D,NTRK2,PRKA
R2B,RRAS2,PAK3,NTRK3,CXCL12,PLXNB1,NFATC2,S
EMA3C,BMP6,GLI1,WNT5A,SEMA7A

5. Leukocyte 1,85E-06 | 2,66E-01 RAC2, CLDN19, PIK3R1, JAM2, MLLT4, CYBA, PIK3CG, | Cellular Immune Response | Cell-To-Cell

Extravasation (0,266) EZR, CYBB, ARHGAP12, PRKD3, ITGA4, RDX, THY1, Signaling and

Signaling RAPGEF3, NCF4, RAP1A, TIMP4, ITGAM, CDH5, Interaction; Tissue

PTPN11, PLCG2, PRKCD, NCF2, PRKCH, VAV1,
CLDN11, CLDN20, MMP14, MMP15, PIK3R5, RHOH,
SIPAL1, MMP11, PRKCA, MMP19, VCAM1, CXCR4,
ARHGAP4, GNAIL, DLC1, ITGAL, SELPLG, BTK,
ITGB2, WIPF1, CLDN5, ARHGAP9, CLDN1, CXCL12,
CD44, MSN, ARHGAP8/PRR5-ARHGAP8

Development;
Cellular Movement
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6. Role of Pattern 4,91E-06 | 3,03E-01 TLR1, PIK3R1, PIK3R5, TLRS, C1QC, C1QA, CCLS5, Cellular Immune Response; | Inflammatory
Recognition (0,303) C1QB, PIK3CG, TLR7, CASP1, TLR3, NLRC4, PTX3, Pathogen-Influenced Response; Cell-To-
Receptors in OAS1, C3, NLRP3, OAS2, MYD88, OAS3, TLR2, Signaling Cell Signaling and
Recognition of CLECT7A, TLR5, SYK, DDX58, TNF, C3AR1 Interaction;
Bacteria and Hematological
Viruses System
Development and
Function
7. Hepatic Fibrosis 1,1E-05 2,79E-01 IGFBP4,CCR5,CTGF, TGFBR1,FGF2,LEPR,IL1IRL1,MYH | Disease-Specific Pathways; | Cellular Movement;
/ Hepatic Stellate (0,279) 11,CCL5,PDGFC,FAS ,PGF, TGFBR2,COL1A2 ,VEGFA,IG | Ingenuity Toxocoty List Organismal Injury
Cell Activation F1,TGFB1,PDGFRA,STATL1,ILIRAP , TNFRSF11B,AGT,E | Pathways and Abnormalities;
GFR,VCAM1,EDNRB,FGFR1,FGFR2,BAMBI,IFNGR1,BA Organismal
X,IL1R1,PDGFB,FGF1,MET,MYL9,COL1A1,LY96,IL10R Development
A,CD14,TNF,COL3A1
8. CD28 Signaling 2,11E-05 | 2,59E-01 RAC2, HLA-DOA, ARPC1B, PIK3R1, CD4, PIK3R5, Cellular Immune Response | Cell-mediated
in T Helper Cells (0,259) HLA-DQAL, HLA-DRB1, HLA-DMB, PTPRC, PAK1, Immune Response;
JUN, PPP3CB, PIK3CG, HLA-DRA, ARPC3, HLA-DMA, Cellular
ACTR2, PTPNSG, null, CSK, NFATC1, ITPR1, NFATCA4, Development;
CD3D, HLA-DQBL1, FOS, PTPN11, SYK, FCERI1G, Cellular Function
CD86, NFATC2, VAV1, CARD11, LCP2 and Maintenance
9. Cytotoxic T 2,67E-05 | 2,07E-01 HLA-DMA, HLA-DOA, HLA-DQAL, HLA-DRB1, HLA- Apoptosis; Cellular Immune | Cell Death; Cell-
Lymphocyte- (0,207) DMB, CD3D, HLA-DPA1, FAS, HLA-F, FADD, HLA- Response mediated Immune
mediated DQB1, HLA-DRA, HLA-B, FCER1G, BID, CASP8, HLA- Response; Cellular
Apoptosis of DPB1, HLA-C Development
Target Cells
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10. Role of 3,39E-05 | 2,01E-01 TLR1,SOCS1,RAC2,PLCB2,PIK3R1,TLR8,KLK6,WNT6, Disease-Specific Pathways | Tissue
Macrophages, (0,201) CCND1,FCGR1A,TCF7,VEGFA,TLR10,PLCE1,CAMK2A, Development;
Fibroblasts and TGFB1,PIK3CG,PLCBL,IL1RAP ,PRKD3,TNFSF13B,TNF Cellular
Endothelial Cells in RSF11B,ADAMTS4,null,PDGFB,TLR2,IL18,KLK7,PLCG2 Development; Cell-
Rheumatoid ,PRKCD,GNAO1,PRKCH,SFRP1,PDGFD,TNF,PRSS35,! To-Cell Signaling
Arthritis L6ST,FZD10,SFRP2,IL1RL1,FGF2,PDIA3,PIK3R5,CCLS5, and Interaction
IL17RA,PDGFC,PGF,ROR2,JUN,PPP3CB,DKK3,TLR7,C
EBPA,TLR3,PLCD4,FCGR3A,PRKCA,CAMK2B,VCAM1,
MYD88,IL15,NFATC1,NFATC4,IL1R1,IRAK3,FOS,PLCB
4,HP,RRAS2,TLR5,CXCL12,NFATC2,IRAK4 , WNT5A
11. Allograft 6,84E-05 | 1,65E-01 HLA-DMA, HLA-DOA, HLA-DQAL, HLA-DRB1, HLA- Cellular Immune Response; | Cell-To-Cell
Rejection Signaling (0,165) DMB, HLA-DPAL, FAS, HLA-F, HLA-DQB1, HLA-DRA, Disease-Specific Pathways | Signaling and
FCER1G, HLA-B, CD86, HLA-DPB1, TNF, HLA-C Interaction; Hematol
ogical System
Development and
Function; Immune
Cell Trafficking
12. CCR5 Signaling | 7,21E-05 | 2,42E-01 CCR5, null, CD4, GNAI1, GNG3, CCL5, CCL3, CD3D, Cellular Immune Cell
in Macrophages (0,242) FAS, GNG7, GNB1, FOS, GNB3, JUN, CCL4, PLCG2, Response; Cytokine Signaling; Molecular
PRKCD, FCER1G, PRKCH, GNG4, PRKD3, GNG12, Signaling Transport; Vitamin
PRKCA and Mineral
Metabolism
13. CXCR4 8,26E-05 | 2,46E-01 RAC2, PLCB2, DIRAS3, ADCY4, CD4, PIK3R1, PIK3R5, | Cellular Immune Cellular
Signaling (0,246) RHOH, GNG7, GNB1, PAK1, GNB3, JUN, PIK3CG, Response; Cytokine Development; Cell

RHOU, PLCB1, GNG4, PRKD3, GNG12, PRKCA,
ADCY2, CXCR4, EGR1, GNAI1, RHOJ, GNAZ, ITPR1,
GNG3, MYL9, FOS, PLCB4, RRAS2, RND3, PAKS,
PRKCD, CXCL12, GNAOL1, LYN, PRKCH, ADCY7,
FNBP1, GNAL

Signaling

Morphology; DNA
Replication,
Recombination, and
Repair
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2.1.1 Signalweg ,The Role of NFAT in Regulation of the
Immune Response*
Zentraler Signalweg der Analyse war der mit einem p-Wert von 2,18E-08 am
signifikantesten gelistete Signalweg ,The Role of NFAT in Regulation of the
Immune Response” (s. Abb. 42). In diesem Signalweg sind von insgesamt 203
teiinehmenden Molekulen, 54 Molekile des Datensatzes vertreten. 40 Molekle
sind Uberexprimiert und 14 unterexprimiert. Demnach kann von einem
vorwiegend Uberexprimierten Signalweg gesprochen werden. Nach einer
ausfuhrlichen Literaturrecherche wurden die Gene der NFAT Familie als
zentraler Punkt des Signalwegs und der Analyse
angesehen. Das Uberexprimierte NFAT1 und die unterexprimierten NFAT2
und 3 sind in diesem Signalweg von der NFAT Molekulfamilie vertreten.
Die Signalwegmolekile waren involviert in Krankheiten und Funktionen wie
.Cellular Development”, ,Hematological System Development and Function”
und ,Hematopoiesis®.

Die Symbole des Signalwegs haben folgende Bedeutung (s. Abb. 41):
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| Ligand-dependent Nuclear Receptor 1 Cher
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Abb. 41: Legende der Canonical Pathways.
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Abb. 42: Signalweg ,The Role of NFAT in Regulation of the Immune
Response”.

Die Software stellt durch die Canonical Pathways physikalische und funktionelle
Wechselwirkungen zwischen den Genen dar. Anhand der unterschiedlichen
Kolorierung kann der Grad der Expression (rot=lberexprimiert,
grin=unterexprimiert) herausgelesen werden. Graue Symbole sind Gene, die
im Datensatz vertreten sind, jedoch die Signifikanzkriterien nicht erfullen, oder
weder uber-noch unterexprimiert sind. Wei3e Symbole stehen fur Gene, die

nicht im Datensatz vertreten sind, jedoch von der Ingenuity Software eingefligt
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werden um die Grafik zu vervollstandigen, da sie an relevanten Interaktionen
beteiligt sind. Die Interaktionen kénnen einseitig oder beidseitig verlaufen. Die
Erklarung der Symbolik der Grafik und die Signalwegbeschreibung sind im
Haupttext naher ausgefuhrt. Quelle: Ingenuity Pathway Analysis Software

(www.ingenuity.com).

Zusammenfassend sind NFAT  Molekile  Transkriptionsfaktoren  in
verschiedenen Zelltypen, speziell in Immunzellen, wie Lymphozyten, die durch
eine Calcium-Calcineurin-abhéangige Signalkaskade dephosphoryliert und somit
aktiviert werden. Die Aktivierung findet Uber stimulierte Immunrezeptoren und
deren Korezeptoren statt, die Uber Tyrosinkinasen und Adaptormolekile zur
Aktivierung der Phospholipasen fiihrt. Diese sorgen fir einen Calciumeinstrom
von extrazellular und damit zur Aktivierung von Calcineurin. Calcineurin besitzt
die Fahigkeit NFAT zu dephosphorylieren. In diesem Zustand kann es in den
Nucleus transloziert werden und die Transkription mediieren. Durch die
Interaktion mit diversen Tranksriptionspartnern wie MEF-2 und dem Fos-Jun
Komplex kann die Immunantwort gleichmaflig reguliert werden. Kommt es zur
Unterbrechung der NFAT-cFos-cJun-Interaktion geht die Immunzelle durch
Anergie zugrunde.

NFAT Molekile kénnen durch ihre Phosphorylierung, die durch die Molekile
wie GSK, CK1, p38 und JNK eingeleitet wird, inaktiviert werden. In unserem
Datensatz ist NFAT1 Uberexprimiert und NFATZ2 und 3 unterexprimiert

Das inhibitorische Moleklil GSK wird durch die PI3K/Akt Signalkaskade
kontrolliert. Im aktivierten Zustand der Zelle wird diese Kaskade Uber das
koregulatorische Molekil CD28 eingeleitet.

Uberexprimiert sind die humanen Neutrophilenrezeptoren FCGR3B (CD16B),
FCGR2A (CD32A) (156), FCGR3A und FCGR2C (157), sowie der
Mastzellrezeptor FCER1 (158).
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2.1.2

In diesem Signalweg sind in der Gesamtzahl 43 Molekule involviert, davon 18

Signalweg ,Antigen Presentation Pathway*

Molekile des Datensatzes, die allesamt tiberexprimiert sind. Vor allem die MHC
[l Antwort ist mit 8 Uberexprimierten Molekilen (HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-
DOA, HLA-DPA1, HLA-DPB1, HLA-DQA1, HLA-DRA, HLA-DRB1) im Vergleich
zu 3 Molekilen (HLA-B, HLA-C, HLA-F) bei der MHC | Antwort, stark vertreten
(s. Abb. 43).
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Abb. 43: Signalweg der Antigenprasentation.
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Um die erworbene und angeborene Immunitat zu entwickeln bendtigt der
Organismus den Kontakt mit Antigenen. Diese sind intrazellulare oder
extrazellulare Proteine, die in der Zelle prozessiert und tber MHC Molekilen
den T-Zellen (CD8+ oder CD4+ T-Zellen) prasentiert werden. Intrazellulare
Proteine (endogene) wie beispielsweise virale Proteine werden tber MHC | den
CD8+ T-Zellen prasentiert. Extrazellulare Proteine (exogene) sind z.B.
Bakterien, die den CD4+ T-Zellen prasentiert werden.

Quelle: (Ingenuity Pathway Report, www.ingenuity.com)

2.1.3 Signalweg ,Leukocyte Extravasation Signaling*

Von einer Gesamtzahl von 199 Molekilen nehmen 53 Molekile des
Datensatzes an diesem Signalweg teil. Davon sind 36 Molekile Uberexprimiert
und 17 unterexprimiert. Molektle, die am Andocken, Leukozyten-Rollen und
Transmigrieren durch die Endothelzelle beteiligt sind, wie beispielsweise
(ITGAL; ITGA4, ITGAM, CXCR4, PSGL-1 und CD44) sind uberexprimiert.
Kontaktgene zwischen den Endothelzellen, wie CAM und CDH5 sind
unterexprimiert (s. Abb. 44).
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Abb. 44: Leukozytenmigrations-Signalweg.
Wahrend eines Entziindungsprozesses wandern Leukozyten aus dem Blut ins
entzindete Gewebeareal aus. Dieser Prozess lauft in 3 Schritten ab:

1. Einfangen und Rollen der Leukozyten: Leukozyten werden von
Selektinen (P/E-Selectin), welches sich auf aktiviertem Endothel
befindet, aus dem Blutstrom eingefangen. Anschlie3end rollen sie an der
Blutgefalwand entlang.

2. Rollen und feste Adhesion: Makrophagen und Endothelzellen
sezernieren Chemokine, die Leukozyten aktivieren und dafir sorgen,
dass die Leukozyten-Integrin-Bindung starker wird.

3. Invasion: Unter Zuhilfenahme von Pseudopodien migrieren Leukozyten
durch die Endothelzellen hindurch in das entziindete Gebiet.

Quelle: (Ingenuity Pathway Report, www.ingenuity.com)

214 Signalweg ,Role of Pattern Recognition Receptors in

Recognition of Bacteria and Viruses*

Bei einer Gesamtzahl von 89 Molektlen sind 27 Molekiile des Datensatzes am
Signalweg beteiligt. Letztere sind allesamt hochreguliert. Es finden sich 6
membrangebundene PRRs, die Toll-like Rezeptoren (TLR) 1, 2, 3, 5, 7 und 8
(TLR1, TLR2, TLR3, TLR5, TLR7 und TLR8). Zudem sich Bestandteile des
Komplementsystems, wie C3, C1QA, C1QB, C1QC und der Rezeptor C3AR1
darin enthalten. Auch ein Pentraxin, PTXS3, ist im Uberexprimierten Zustand
vorhanden (s. Abb. 45).
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Abb. 45: Die Rolle der Pattern Recognition Receptors (PRRs) bei der
Erkennung von Bakterien und Viren.

Pattern Recognition Receptors (PRRs) sind Rezeptoren, die mikrobielle
Strukturen oder Pathogen-assoziierte Molekile erkennen und eine Zellantwort
auslosen. Wir unterscheiden 3 Formen:

1. Membrangebundene PRRs: Toll-like Rezeptoren (TLR) sind
membrangebundene Rezeptoren, die durch Interaktion mit anderen
Molekilen als Antwort auf einen Pathogenkontakt, die Produktion der
pro-inflammatorischen Zytokine induziert.

2. Extrazellulare PRRs: Komplementproteine, Pentraxine und Kollektine,
werden viral oder bakteriell getriggert und vermitteln eine Opsonisierung,
Phagozytose oder Apoptose der Zelle.

3. Zytoplasmatische PRRs: NOD, NALPs und PKRs, induzieren die
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen.

Quelle: (Ingenuity Pathway Report, www.ingenuity.com)

2.1.5 Signalweg ,CD28 Signaling in T Helper Cells”

In diesem Signalweg sind insgesamt 135 Gene involviert, davon sind 35 Gene
aus dem Datensatz. Von letzteren sind 30 Gene Uuberexprimiert und 5
unterexprimiert (s. Abb 46).

Zu den letzteren zahlen CALM3, NFATC1 (NFAT2), NFATC4 (NFAT3),
PPP3CB und PTPN11l. Die NFAT Molekule sind auch hier am Signalweg
beteiligt. NFATC2 st jedoch im Vergleich zu NFATC1 und NFATC4
Uberexprimiert. Aul3erdem finden sich auch die MHC Il Molekile (HLA-DMA,
HLA-DMB, HLA-DOA, HLA-DQAL1, HLA-DRA, HLA-DRB1) wieder. Zwei weitere
Molekile der NFAT Signalkaskade némlich das Enzym PIK3, hier die Form
PIK3CG und der IP3 Rezeptor (ITPR1) sind Gberexprimiert.
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Abb. 46: CD28 Signalweg in T Helferzellen.

CD28 ist eien Korezeptor des TCR/CD3 Komplexes. Er wird vor allem fur die T-
Zellaktivierung bendtigt. Auch die Pragung von naiven T-Zellen in lymphoidem
Gewebe wird durch CD28 und seine Partnermolekile CD80 und CD86
gesteuert. Weiter fordert CD28 die IL-2 mRNA Produktion, die T
Helferzelldifferenzierung, den Immunglobulin-lsotypen-Wechsel, das T-Zell-
Uberleben und den Eintritt in den Zellzyklus. Dabei nimmt die NFAT Familie

wieder eine zentrale Rolle ein. Uber die Aktivierung von CD28 wird eine
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Signalkaskade eingeleitet, die Uber PI3K, den IP3 Rezeptor, Calcium und die
NFAT Molekile die Expression von IL-2 steuert.

Quelle: (Ingenuity Pathway Analysis, www.ingenuity.com)

2.1.6 Signalweg ,Cytotoxic T-Lymphocyte-mediated Apoptosis
of Target Cells*

Insgesamt wird dieser Signalweg aus 87 Molekulen gebildet. 18 Molekile sind
aus dem Datensatz (s. Abb. 47). Vier Molekile waren Uberexprimiert (Fas,
FADD, Caspase 8 und BID) und 8 Molekile waren weder Uber-noch
unterexprimiert (APAF1, BCL-2, CAD, Caspase 9, CytoC, GranzymeB, ICAD
und Perforin).

Die Komplexe TCR-CD3 und MHC I/l (MHC) waren im Signalweg
Uberexprimiert dargestellt, jedoch basal3en sie in der Molekilliste des
Signalwegs keinen uber- oder unterexprimierten Expressionsgrad. Ebenso die

restlichen Molekdule.
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Abb. 47: Zytotoxische T-Lymphozyten-vermittelte Apoptose von Zielzellen.
Zytotoxische T-Lymphozyten (Cytotoxoc T Lymphocytes, CTL) werden auch T-
Killerzellen genannt. Diese sind wichtig fur die Erkennung von fremden
Epitopen auf virusinfizierten Zellen, Zellen mit intrazellularen Bakterien und
Krebszellen. Mit Hilfe zahlreicher anderer Moleklle, wie beispielsweise der
Caspase 8, werden diese Zellen (ber den programmierten Zelltod, die

Apoptose, eliminiert.

96



CTL sprechen nur auf Antigene an, die ihnen tber MHCI Molekile prasentiert

werden. Quelle: (Ingenuity Pathway Report, www.ingenuity.com)

2.2 Netzwerkanalysen

Insgesamt erzeugte Ingenuity 25 Netzwerke mit einem Score von 24 - 37 und
einer Focus Molecules Anzahl von 27 - 34. Der ,Network Score” ist ein
statistisches Mittel, basierend auf einem p-Wert, der das Ergebnis des
negativen Exponenten des exakten Fisher-Test (right-tailed) darstellt
(www.ingenuity.com). Je grof3er der Score ist, desto kleiner wird der p-Wert und
desto hoher ist die Signifikanz. Focus Molecules geben die Anzahl der Molekile
des Datensatzes an, die an einem Netzwerk teilnehmen (www.ingenuity.com).
Maximal konnen 35 Molekile an einem Netzwerk teilnehmen. Summa
summarum beteiligten sich 746 Molektle an den Netzwerken.

Es gab keine Uberschneidungen zwischen den Netzwerken, die
Netzwerkmoleklle waren jeweils nur an einem Netzwerk beteiligt.

Die Netzwerke wurden in verschiedene Kategorien eingeteilt (s. Tab. 11). Die
Kategorie ,Genetic Disorder” fuhrte mit 6 involvierten Netzwerken die Liste an,
dicht gefolgt von der Kategorie ,Cell to Cell Signaling and Interaction® mit 5
Netzwerken. Im Bereich der Genetik war neben der fuhrenden, die Kategorie
.Gene Expression“ (Netzwerk Nr. 20) vertreten. Hinsichtlich Prozesse, die vor
allem bei Tumoren aufzufinden sind, sind die Kategorien ,Cell Death” (Netzwerk
Nr. 7 und Nr. 24), ,Cancer® (Netzwerk Nr. 10 und Nr. 13) und ,Cellular Growth
and Proliferation* (Netzwerk Nr. 15) anzufihren. Auf Ebene des Immunsystems
sind die Kategorien ,Immune Cell Trafficking” (Netzwerk Nr. 14) und ,Cell
mediated Immune Response* (Netzwerk Nr. 20) hervorzuheben. Zell-Zell-
Interaktionen spiegeln sich vor allem in den Kategorien ,Cell to Cell Signaling
and Interaction* (Netzwerk Nr. 2, 11, 14, 15 und 17), ,Cellular Movement*
(Netzwerk Nr. 1 und 22), ,Cell Signaling” (Netzwerk Nr. 8 und 9) und ,Molecular
Transport* (Netzwerke Nr. 8, 9 und 12) wieder.
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Tab.: 11: Ubersicht zu den Netzwerken, mit einem IPA generierten p-Wert von 0,05. Fett unterlegte Gene sind
Uberexprimiert und kursive Gene sind Molekile, die nicht im Datensatz vertreten sind, von IPA hinzugefuigt worden sind, da
sie wichtige Interaktionen eingehen. Alle anderen Gene sind unterexprimiert. Die Top Funktionen zeigen Kategorien an, an
denen sich die Netzwerke beteiligen. Die Beschreibungen des Netzwerk-Scores und der ,Focus Molecules” finden sich im

Haupttext wieder. Quelle: generiert und modifiziert aus der Ingenuity Pathway Analysis Software (www. Ingenuity.com).

ID | Molekule Score | Focus Top Funktionen
Molecules

1 | ADCYAP1R1,APLNR,BAI2,CCRL2,CXCRS6 (includes 37 34 Cellular Movement, Behavior,
EG:10663),CYSLTR1,FPR3,FZD10,Gpcr,GPR4,GPR34,GPR65,GPR82,GPR83,GP Digestive System
R120,GPR133,GPR146,GPR155,GPR160,GPR176,GPR183,GPRC5A,GPRC5B,GP Development and Function
RC5C,HRH1,LGR5,LPAR2,LPAR5,LPAR6,NPY1R,0OPRL1,P2RY12,P2RY13,PTAF
R,PTGDR

2 | ABI1,ASAH1,CCDC90B,CDC14B,CENPF,CREB3L2,FAM176A ,FAM83H,FMNL1,F | 37 34 Cell-To-Cell Signaling and
RMD6,GAS7,GBP2,KANK1,LAMA3,LAMA4,LAMC1,MAN2A1,MIR124,NCKAP1L,N Interaction, Connective Tissue
EK6,PTTG1IP,QSER1,RDH10,RGS1,SAT1,SLC16A1,SPAG5,SUCLG2,SURF4,TM Development and Function,
BIM1,TNFRSF21,TSC22D1,TSC22D4,TSKU,UCK2 Reproductive System

Development and Function

3 | ALDH1Al1 ,ANP32A,CHPF2 (incl udes 35 33 Post-Translational
EG:54480),CITED2,DKK3,FKBP9,ITM2A,LMO3,LYPD1,MAP4,MPZL2,MSRB3 Madification, Lipid
(includes EG:253827),MYCN,NMI,NMNAT2,PHGDH,RORA,RPL37,RPL37A Metabolism, Small Molecule
(includes Biochemistry

EG:6168),RPS28,SEPT3,SEPT4,SEPT6,SEPT8,Septin,SETBP1,ST3GAL6,ST6GA
L1,STAT5a/b,TGM2,TM6SF1,VSNL1,ZFAND5,ZHX2,ZNF217

4 | AOX1,ARNT2,BST1,CAPRIN1,CD52,COL12A1,CPXM2,GLDC,GLUL,HLA- 35 33 Genetic Disorder, Metabolic
B,ITIH3,MHC |- ,MR1,MYCL1,NAALAD2,NDUFS1,NDUFS2,NXN,PFKP,PLEKHF2 Disease, Infectious Disease
(includes

EG:79666),PTP4A3,RANGAP1,RGS10,RTN1,RTN4,SERPINAL1,SERPINA5,SNN,S
RPX,SSR1,thioredoxin-disulfide reductase, TKT, TXNRD2,TXNRD3,ZNRF1

5 | CDC25B,DLK1,ELN,Estrogen 33 32 Organ Development, Genetic
Receptor,EYA2,FBLN1,FBLN5,FXYD6,GAA,GAL,GAS1,GLB1,HES1,HES6,HEY2, Disorder, Developmental
D1,JAG1,MAML1,MFAP5,NFIB,NID1,NOTCH2,NOTCH3,Notch,NOV,Nuclear factor Disorder

1,0XTR,PTPRF,SDC3,SIX1,TAGLN,THBS2,TLE1,TLE2,TRIO
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6 | Ampa Receptor, ANPEP,ASCC3,ATP1A1,CDCP1,CHL1,CSTA,Dishevelled,FCGBP | 31 31 Lipid Metabolism, Small
(includes EG:8857),FLNB,FOLH1,FRAT1,FXYD7,glutathione transferase, GSTM3 Molecule Biochemistry, Drug
(includes EG:2947),GSTZ1 (includes EG:2954), HLF (includes Metabolism
EG:3131),HPGDS,JUN,LTBP1,LTC4S,MGST1,NBPF1,0TUD1,PENK,PKIB,PLEKH
01,prostaglandin-D synthase,PTGDS,PTGES,ROR2,ST14,WNT5A,ZAK ,ZNF33A

7 | 3',5'-cyclic-nucleotide 29 31 Cardiovascular Disease, Cell
phosphodiesterase, ALOX5,CALCA,CCDC88B,COTL1,Creb,DDX28,DHCR7,DISC1, Death, Gastrointestinal
FABP7,Gsk3,HOXB2,KIF3C,LDLR,MEIS1,PBX2,PCBP3,Pde,PDE1A,PDE3B,PDE4 Disease
A,PDE5A,PDE6B ,PDE7B,PKNOX1,PLAT,PLAU ,PSIP1,RAMP1,RPS6KC1,SLC31A
2,TAC1,TANC1,TNIK,TYMS

8 | ABI3,APBB1IP ,ARHGEF2,CHGB,DOCK2,ENAH,EPB41L1,ERLIN2,EVL,FKBP1A, | 29 30 Cell Signaling, Molecular
FYB,GLRB,HCK,HMGCR,HOMER1,HOMER3,Homer,ITPR1,ITPR,KAL1 ,NFATCL1, Transport, Vitamin and
PIK3CG,PP1 protein complex Mineral Metabolism
group,Profilin,RAP1A,RYR1,RYR3,Ryr,SDC2,SEMA6D,SGK223,SH3BP1,SKAP2,S
TARD13,WIPF1

9 | ANKS3,Beta 29 30 Cell Signaling, Cellular
Arrestin, CACNA1A,CNTN1,CPLX1,CPLX2,DNER,DUSP6,ENaC,ERK1/2,FGF1,FGF Function and Maintenance,
BP2,NAPB,NFASC,PTPRZ1,5S100A13,SCN1B,SCN2A,SCN2B,SCN3B,SCN4B,SEP Molecular Transport
T5,SNAP25,Snare,SPTBN4,STX3,STX1A,STXBP6,SV2B,Syntaxin,SYT1,SYT2,TRI
B1,VAMP1,VAMP8

10 | ANXA3,BCR,Beta 29 30 Cancer, Reproductive System
Tubulin,C100RF10,CADM1,CADM3,Casein,Cytokeratin,DES,DSP,EPB41L2 ,EPB4 Disease, Cardiovascular
1L3,IGSF21,KRT14,KRT18,KRT19,LRRK1,MAD2L1BP ,MOBKL1B ,NBL1,PGM1,Pi Disease
k3r,PRMT2,PRMT6,ROB0O1,5100,S100A1,S100A8,S100P,SLIT1,TCF7,TM4SF1,TU
BA4A,TUBB3,TUBB4

11 | Actin,Alpha Actinin,BOC,Cadherin,Cadherin 29 30 Cell-To-Cell Signaling and
(E,N,P,VE),CDH2,CDH3,CDH7,CDH11,CDH19,CDH4 (includes Interaction, Tissue
EG:1002),CLIC5,CTNND2,DDX11,DSC2,DSG2,ERMAP,GBP7,HAVCR2,HES4,JUP Development, Cardiovascular
,KIF5C,LGALS9 ,MAGOH,MYO16,NELF,NEO1,NRXN1,0ASL ,PARVG,PDZD2,RBM Disease
8A,RGMA,RNA polymerase II,RPRM

12 | ABCC3,APOC1,APOE,BCAT2,CALU,CELF2,CPT1A,CRABP1,CRABP2,CTH,FOS, | 29 30 Lipid Metabolism, Molecular

MGAT4A ,MT3,MT1ANCOA4 ,NR1H3,NR5A2,PALLD ,PCYT2,PRRX1,Rar,RBP4,RB
P7,Rbp,RDH5,RRP12,Rxr,SELENBP1,SERPINE2,STRA6,SWI-SNF,THRB, Thyroid
hormone receptor,TTR,VLDLR

Transport, Small Molecule
Biochemistry
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13 | AKR1C2,ALOX5AP ,ANTXR2,APOL1,CEBPA,COL4A3,COL4A4 (includes 29 30 Cancer, Reproductive System
EG:1286),Collagen type IV,CREG1,DGAT2,EPHX1,GLIPR1,GLRX,HBA1,HBB Disease, Genetic Disorder
(includes EG:3043),Hemoglobin,HP,HSD11B1,Integrin alpha V beta
3,ITGAV,KCNMB1,KCNMB4 ,KLK6,KLK7,LST1,MMP19,MNDA,NFIL3,PRSS35,SE
RPING1,SPINT2,TBXAS1,Tenascin,TNXB,Trypsin

14 | ADCYAP1,ADD1,CCL3,CCL4,CCL5,CCL19,CCL26 (includes 28 30 Cell-To-Cell Signaling and
EG:10344),CCL3L1,CCL4L1 ,CCR1,CCR2,Ccr,CD3,CD4,CD44,CD68,CD3D,CD8A, Interaction, Hematological
CHEMOKINE,CHEMOKINE RECEPTOR,COL14A1,CPAMDS (includes System Development and
EG:27151),CX3CL1,CXCL1,CXCL12,CXCL14,CXCL16,CXCR4,DARC,DPP4,FOXC Function, Immune Cell
1,FOXC2,Lamininl, TBX1,XCL2 Trafficking

15 | Ant,AQP3,ARHGAP4 ,ARHGAP8,ARHGAP9,ARHGAP12,CAV1,CAV2,DIRAS3,DLC | 27 29 Cellular Assembly and
1,EDNRB,FNBP1,GJB1,GJB2,HPSE,IL- Organization, Cellular Growth
1R,MERTK,Pkc(s),PKN2,PRKCA,PROS],Ras,Ras and Proliferation, Cell-To-Cell
homolog,RDX,RGNEF,RhoGap,RHOH,RHOJ,RHOU,RND3,SCP2,SLC25A10,TENC Signaling and Interaction
1, TFPI,TNS3

16 | Alp,ALPL,APOBEC3G,ARHGAP29,C4A,CR1,EIF4A2 EIF4AEif4g,ELAVL4,EPB41L | 27 29 Skeletal and Muscular
4B,HAND2,HEYL,HIPK3,inositol-trisphosphate 3- Disorders, Connective Tissue
kinase,IP6K2,IP6K3,ITPKB,KCNJ2 ,LAPTM5,LRRC8A,MIR1,MMD,MXD4,NAT1,Nos Development and Function,
,PDCD4,RBM47,RUNX2,SH3PXD2B,SNTA1,SSTR2, TNFRSF11B,TWIST1,WWP1 Skeletal and Muscular System

Development and Function

17 | Alpha 27 29 Cell-To-Cell Signaling and
catenin,CASK,CD69,CDH5,CDH6,CLDN1,CLDN5,CLDN11,CLDN19,CLDN20,cldn, Interaction, Cellular Assembly
EFNAL1,EFNA5,EFNB1,EFNB2,EPHA3,EPHA,GJC1,Guk,INADL,JAM2,JAM,KIR,KI and Organization, Tissue
RREL3,LMO7,MEOX2,NGEF,NRXN2,PTX3,S1PR1,SFRP1,TJP1,TIJP2, TSPYL2,ZE Development
B2

18 | BCL3,CARS,CNTF,DDX25,DUSP26,FABP3,FABP,GLI2,HSF4,IL18,IL17B,IL17RB,l | 27 29 Cellular Development,
L6ST,LIF,MEF2C,NR4A2,PARP8,PARP14,PARP,PDK4,PIR,PP1-C,PPP1R1A,Pro- Nervous System Development
inflammatory Cytokine,REL,SALL1,SCG2,SPOCK1,TCEAL5,TH1 and Function, Tissue
Cytokine, TNF, TWIST2,tyrosine kinase,UACA,ZIC2 Development

19 | ARHGEF3,ARHGEF4,ARHGEF10,ARHGEF16,CNR1,CYTIP,DBN1,DUSP10,Erm,E | 25 28 Connective Tissue

TV4,FGF13,Gef, GPRASP1,HCLS1,JIP1/2/3,dnk,LRP,MAP4K1 ,MAPK8IP1,MAPKSI
P2,MSN,NFAM1,P38
MAPK,PAG1,PAX3,PIK3AP1,PRSS23,RGS19,Rsk,SELPLG,SH3RF1,STMN2,SYK,
TBX15,TBX18

Development and Function,
Skeletal and Muscular System
Development and Function,
Tissue Development
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20 | ALAS2,ETV6 ,Glucose Transporter,Hdac,HDACS9 (includes EG:9734 ),HLA- 25 28 Gene Expression, Cell-
B27,IDOL,IL10RA,LILRAL ,MHC Class | (complex),N- mediated Immune Response,
cor,ODF3B,0LR1,P4HB,PDIA3 ,phosphorylase,PSMB8,PSMB9,PYGL ,RUNX1T1,S Cellular Development
AP30,SLC2A1,SLC2A3,SLC2A5,SOAT1,STAT1,TAP2, Tap,TRIM22,TSHZ3,TYMP,

USP18,WARS,ZNF467,ZNF652

21 | ADAMTS1,CCDC71,COL11A1,COL16A1,COL20A1 ,COL3A1,COL5A1,COL5A2 col | 24 28 Connective Tissue Disorders,
lagen,FOXD1,HEXIM1,HIF3A Histone h3,HYOUL,Importin alpha,Importin Genetic Disorder,
beta,KIAA1199,LARP1B (includes Cardiovascular System
EG:55132),MAGED2,MATN2,MT1G,Neuropilin,NPTX1,NRP2,PGF,PLXNA2,Sema3, Development and Function
SEMA3A,SEMA3C,SEMA3D,SPARC,THBS4,Vegf, VEGFAWWC1

22 | Adaptor protein 1,Adaptor protein 2,AP-3,AP1B1,AP1S1,Ap2 24 27 Cellular Function and
alpha,ARHGAP21 ,ARHGEF6,ARRB2 ,Beta Maintenance, Cellular
adaptin,BSN,BST2,CACNB4,CD1D,Clathrin,CLTA,CLTB,CLTCL1,DAB2,DNM1,Dyn Assembly and Organization,
amin,Endophilin,L1CAM,LRRN3,MYO1E,NCALD ,NUMB,PICALM,PLCE1,REPS2,S Cellular Movement
100A9,SH3GL2,SHANK2,SNAP91,SYP

23 | ADORA3,CYBA,Cyba-Ncflc-Ncf2-Nox-Ncf4,CYBB,DEF6,GATA2,Gi-coupled 24 27 Nucleic Acid Metabolism,
receptor, HHEX,LATS2,LYL1 ,MLLT4,NCF1,NCF2,NCF4,Par6,Phox,RAC2,Raf,Rapl Small Molecule Biochemistry,
,Rapl-gp91-p22 phox-p40 phox-p47 phox-p67 Genetic Disorder
phox,RAPGEF3,RASGRP1,RASSF4,RIN2,RIT1,RNASE1,RNASE2,RNASE6,RNas
e A,RRAS2,SIPA1,SORBS2,STK4,TRIM9,ZFPM2

24 | Akt,CD300A,CD33 (includes 24 27 Cell Death, Genetic Disorder,
EG:945),DUSP4,ERK,GABBR2,Hsp27,KIT,KLRC1,LAIR1,LILRB4 ,MAP3K8,MAPK Neurological Disease
4,Mapk,MAPKAPK3 ,MSR1,PILRA,PLAC8,Ppp2c,PTPN6,PTPN11,PTPRO,RPS6K
Al,RPS6KA2,RPS6KA3,RPS6KA,SCARA3,SCARA5,SCAVENGER RECEPTOR
CLASS A,SHP,SIGLEC7,SIGLEC14,SMG7,TREM2, TYROBP

25 | ACAT2,alcohol group acceptor phosphotransferase,Alpha 24 27 Cellular Assembly and

tubulin,ANXA5,BCL6,BCR,BLNK ,CCNA1,CDK18,CMTM3,Cofilin, CORO1A,ERP29,
FAM101A,Fcer,FDFT1,Filamin,GAD,GANAB ,KCTD12 ,MCC,NEDD4,NEDDA4L ,PAK1
,PAK3,Pak,PRKCD,PRKCH,RASAL2,RASGRP3,RIPK4,SGK1,SSH2,TESK2,TMX1

Organization, Amino Acid
Metabolism, Post-
Translational Modification
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2.3 Kandidatengenanalyse

Eine weitere Betrachtung galt den Top 10 Uber- und unterexprimierten Genen.
Der Fold Change der Top 10 tUberexprimierten Gene lag Im Bereich von 19,92 -
32,27 (s. Tab. 12) bei den unterexprimierten zwischen -31,02 und -103,71 (s.
Tab 13). Mit Hilfe der Genubersicht (GeneView) aus der Ingenuity Software
(www.ingenuity.com) wurden die Daten aus der Tabelle 12 und 13 erstellt.
Unter den Top 10 Uberregulierten Genen waren 4 G-Protein gekoppelte
Rezeptoren (P2RY13, GPR34, GPR83, CX3CR1l) unter denen sich mit
CX3CR1 ein Chemokinrezeptor befand, 2 Chemokinliganden (CCL4, CCL3), 1
Transkriptionsfaktor (HANDZ2), 2 Enzyme (die Monooxygenase MOXD1 und die
Peptidase ADAM23) und 1 transmembrandarer Rezeptor (SFRP1) (s. Tab. 12).
Die Geniibersicht ermdglichte es (iberdies einen Uberblick zu erhalten in
welchen Zellen und Geweben die Gene vorkommen. Der Fokus dieser Analyse
lag auf Zellen und Geweben des Immunsystems. Die Gene P2RY13, CCL3,
CCL4, ADAM23 und SFRP1 waren in Geweben, wie dem Knochenmark, den
Lymphknoten, dem Blut und dem Thymus als immunologische Gewebe
exprimiert. Zudem waren sie in Zellen der natirlichen (naturliche Killerzelle,
Neutrophile und Eosinophile Granulozyten, Dendritische Zellen, Makrophagen
ect.) und angeborenen Abwehr (T-Zellformen, B-Zellen, tumorinfiltrierende
Lymphozyten) exprimiert. Die Zell- und Gewebeexpressionen werden in der
Tabelle nicht aufgefuhrt.

Auch bei den unterexprimierten war das Molekil PRPH in Schwannomzelllinien
vorhanden und das Molekul SLP in Monozyten. Das Gen CALCA war positiv in
Geweben und Zelllinien von infektiocsem und inflammatorischen Ursprung
exprimiert. Alle weiteren Molekile waren nicht mit immunologischen Prozessen

assoziiert.
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Tab. 12: Top 10 tUberexprimierte Gene.
Die Identifikationsnummer (ID-Nummer) entspricht der Affymetrix Nummer.

ID-Nummer Gensymbo| | Entrez Gene Name Beschreibung Fold Change

11731728 _at P2RY13 purinergic receptor P2Y, G-protein coupled receptor 32.27
G-protein coupled, 13

11751273 a_at; GPR34 G protein-coupled receptor 34 G-protein coupled receptor 31.74

11726375_x_at

11729290 a_at HAND2 heart and neural crest derivatives Transcription factor 27.24
expressed 2

11746954 s _at; CCL4 chemokine (C-C motif) ligand 4 Cytokine 26.85

11718982_s at

11720994 x_at CCL3 chemokine (C-C motif) ligand 3 Cytokine 26.04

11731825 at GPR83 G protein-coupled receptor 83 G-protein coupled receptor 23.86

11719601_a_at MOXD1 monooxygenase, DBH-like 1 Enzyme 23.39

11736770_a_at ADAM23 ADAM metallopeptidase domain 23 Peptidase 21.65

11723247_a_at; SFRP1 secreted frizzled-related protein 1 Transmembrane receptor 20.55

11723245_a_at

11723048_at CX3CR1 chemokine (C-X3-C maotif) receptor 1 G-protein coupled receptor 19.92
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Tab. 13: Top 10 unterexprimierte Gene.

ID-Nummer Gensymbol Entrez Gene Name Beschreibung Fold Change

11717825 a_at; STMN2 stathmin-like 2 Protein binding -103.71

11717826 x_at;

11751844 a_at;

11758790 _a_at

11722051_at PRPH peripherin Protein binding -71.48

11730415 _s_at CALCA calcitonin-related Peptide - 69.18
polypeptide alpha

11719268 at TNNC1 troponin C type 1 (slow) calcium ion binding, carboxy terminal domain, EF-Hand, inhibitory -57.08

domain, protein homodimerization, regulatory domain

11746898 x_at; ADH1B alcohol dehydrogenase Enzyme - 50.58

11722995 at; 1B (class I), beta

11746322 _x_at; polypeptide

11747167_x_at

11716033_at SLPI secretory leukocyte Protease inhibitor -47.24
peptidase inhibitor

11721844 a_at MFAPS microfibrillar associated carboxy terminal domain, extracellular matrix constituent conferring - 38.33
protein 5 elasticity, extracellular matrix structural constituent

11727459 x_at KRT14 keratin 14 Protein binding - 31.38

11725749 a_at GAL galanin prepropeptide G-protein-coupled receptor binding - 31.38

11733727_s_at SNAP25 synaptosomal- carboxy terminal domain, coiled-coil domain, myosin binding, - 31.02

associated protein,
25kDa

palmitoylation site, protein binding, protein N-terminus binding,
SNAP receptor, SNARE binding, syntaxin-1 binding, transporter, t-
SNARE domain, voltage-gated potassium channel
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2.4 Biologische Funktionen

Diese Funktion aus Ingenuity stellt ein sehr gutes Mittel dar, die Gene nach
dem Vorbild des Gene Ontology Projekts (www.geneontology.org) zu
gruppieren. Es gibt wie schon erwahnt 3 Gruppen, wie die Gruppe der
Krankheiten und Gesundheitsstorungen, der molekularen und zellularen
Funktionen und die Gruppe Uber die Entwicklung und Funktion des
physiologischen Systems.

Ingenuity generiert fur die Biologischen Funktionen automatisch einen p-Wert
von 0,05; erstellt eine Ubersicht zu den signifikantesten Funktionen und
gruppiert sie in die 3 Kategorien wie oben beschrieben (s. Abb. 48).

Die einzelnen Blécke der IPA Kategorien wurden weiter in Gruppierungen
eingeteilt, die sich auf das Immmunsystem, Entziindungsprozesse,
tumorbezogene und zellulare Prozesse beziehen.

In dieser Studie beinhaltet die erste Gruppe Prozesse und Funktionen, die sich
vorwiegend in Tumoren abspielen, wie beispielsweise Cancer, Cellular Growth
and Proliferation, Tumor Morphology und Cell Death.

Die zweite Gruppe enthalt Gene, die in Prozessen des Immunsystems und in
Entzindungsprozessen involviert sind, wie Inflammatory Response,
Inflammatory Disease, Immunological Disease, Cell-mediated Immune
Response, Antigen Presentation, Humoral Immune Response, Hypersensitivity
Response, Infectious Disease, Lymphoid Tissue Structure and Development,
Infection Mechanism und Immune Cell Trafficking.

In der 3. Gruppe werden Zell-Zell-Interaktionen hervorgehoben. Hierbei spielen
das Cellular Movement und die Cell-To-Cell Signaling and Interaction, Cell
Signaling und Molecular Transport eine grol3e Rolle.

In eine Untergruppe des Immunsystems konnten die Komponenten
Hematological System Development and Function, Hematopoesis und
Hematological Disease zugeordnet werden.

Eine andere Betrachtungsweise gilt dem Signifikanzniveau. Hier werden
diejenigen Kategorien vorwiegend betrachtet, die den niedrigsten p-Wert
besitzen und die meisten Moleklle enthalten. Dabei waren in der Gruppe der

.Krankheiten und Gesundheitsstorungen“ die Neurologischen Krankheiten
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fuhrend. Bezogen auf die ,molekularen und zellularen Funktionen® stand die
zellulare Bewegung an erster Stelle. Hingegen in der Gruppe der ,Entwicklung
und Funktion des physiologischen Systems® war die Gewebeentwicklung

rangerste Kategorie.

Abb. 48: IPA Uberblick liber die Biologischen Funktionen und ihre Unterteilung

in einzelne Kategorien.

F Diskussion

Nach dem aktuellen Stand der Forschung ist die Pathogenese und Atiologie der
sporadischen Vestibularisschwannome noch ungesichert. Es gibt Hinweise in
Studien, dass die genetische Komponente und die molekularen Mechanismen
atiologisch eine Rolle spielen. Hierzu sind cDNA Microarray Studien eine gute
Moglichkeit viele Gene und ihren Expressionsgrad zu betrachten und mit
weiteren Anwendungen zu analysieren. In der VS Forschung gibt es aktuell

nicht allzu viele cDNA Microarray Studien (s. Tab. 14).
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Tab. 14: cDNA Microarray Studien in der Vestibularisschwannomforschung.
ZYS = zystische Vestibularisschwannome.

NF 2 = Neurofiboromatose Typ 2 assoziierte Vestibularisschwannome.

GKS = bestrahlte Vestibularisschwannome nach Gamma-Knife Radiochirurgie.

SVS = sporadische Vestibularisschwannome.

Autor, Jahr Tumor - Kontrollprobe(n) Methode(n)
proben
Aarhus et al. 2010 15 SVS, 3 Nn. tibialis cDNA Microarray,
(134) 7 ZYS, r-PCR,
3 GKS Immunhistochemie

Caye-Thomasen etal. | 16 SVS 3 Nn. vestibularis | cDNA Microarray
2010 (132)

Lassaletta et al. 2009 11 SVS 11 Blutproben cDNA Microarray,
(135) rt-PCR
Welling et al. 2 002 (10) | 3 SVS, 1 N. vestibularis cDNA Microarray,
1 NF2, rt-PCR,
3ZYS Immunhistochemie

Cayé-Thomasen et al. fuhrten eine ahnliche cDNA Microarray Analyse durch
(132). Sie verglichen 16 sporadische VS mit angrenzendem, gesundem N.
vestibularis, der bei der Tumoroperation mit exzidiert wurde. Daraus ergaben
sich 78 differentiell exprimierte Gene, unter denen 75 Gene Uberexprimiert und
3 Gene unterexprimiert waren. Anhand der Gene Ontology (GO) Klassifikation
teilten sie die Gene in Gruppen ein. Darin waren Gene, die in Zelladhasion,
Extrazellularer Matrix und Proteinbindung involviert waren, besonders
interessant fur die Tumorgenese anzusehen. Sie entdeckten zahlreiche
Kandidatgene und verglichen diese mit den Studien von Welling et al. 2002
(10), Neff et al. 2006 (131), Lasak et al. 2002 (95) und Lassaletta et al. 2007
(159), die ebenfalls Vergleichsstudien durchgefuhrt haben.

Es gibt momentan 5 Studien, die den Vergleich zwischen sporadischen VS und
Kontrollgewebe untersuchten (s. Tab. 15). Das Kontrollgewebe ist hierbei sehr
unterschiedlich, was die Tatsache wiederspiegelt, dass es sehr schwer ist ein
adaquates Vergleichsgewebe zu finden. Nach Cayé-Thomasen et al. gibt es
kein optimales Kontrollgewebe (132).
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Tab. 15: Vergleichsstudien zwischen sporadischen Vestibularisschwannomen

(SVS) vs. Kontrollgewebe.

Autor, Jahr Tumorproben | Kontrollprobe(n ) Methode(n)

Caye-Thomas 16 SVS 3 Nn. vestibularis cDNA Microarray

et al. 2010 (132)

Lassaletta etal. | 11 SVS 11 Blutporben cDNA Microarray,

2009 (135) rt-PCR

Lu et al. 2008 54 SVS 2 Nn. vestibularis, Immunhistochemie,

(92) 2 Nervi Western Blot
glossopharyngeus

Lottrich et al. 40 SVS 3 Nn. vestibularis Immunhistochemie,

2007 (133) (Autopsie) rt-PCR

Neff et al. 2006 | 15 SVS 15 Nn. vestibularis Immunhistochemie

(131)

Die Interaktion zwischen den VS und dem Immunsystem wurde von Archibald
et al. beschrieben (160). Hier wurden B7-H1 exprimierende VS beschrieben, die
mit dem Rezeptor PD-1 auf Immunzellen interagieren und eine zellulare

Immunantwort auslosten.

Ziel dieser Studie war es die genetischen Unterschiede zwischen sporadischen
VS und N. vestibulocochlearis herauszuarbeiten um mdgliche Hypothesen
hinsichtlich der Genese dieser Tumorgruppe aufzustellen. Dies kann zudem
wichtig fur zuklnftige Therapiemodalitdten und Screeningverfahren sein. Auch
sollte der Zusammenhang zwischen den Tumoren und dem Immunsystem
naher dargestellt werden.

Auf Grundlage einer ausfuhrlichen Literaturrecherche waren der Signalweg und
seine Molekile ,The Role of NFAT in Regulation of the Immune Reponse*
zentraler Bestandteil der Analyse. Desweiteren wurden von den 13 signifikanten
Signalwegen alle Signalwege mit immunologischer Komponente betrachtet um
die Tumor-Immunzellinteraktion weiter herauszuarbeiten. Davon waren jedoch
nicht krankheitsspezifische Signalwege miteingeschlossen. Somit blieben 6
Signalwege fir die Analyse Ubrig. Auf besondere Gene aus den Signalwegen

wird im Diskussionsteil nédher eingegangen.
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1. Signalweganalysen

Um cDNA Microarray Daten auszuwerten stehen eine Reihe kommerziell
erwerblicher Softwarepakete zur Verfigung, zu denen auch Ingenuity Pathway
Analysis (www.ingenuity.com) zahlt. Mit Hilfe der Software und seinen
Funktionen wird es mdglich die Gene innerhalb ihrer Interaktionen zu
betrachten. Dies gibt dem Betrachter die Moglichkeit, Rickschlisse auf die
Genese der Erkrankung zu ziehen und mogliche Therapieansatzpunkte zu

entdecken.

Die Signalweganalyse bezog sich auf 6 Signalwege, die in Prozessen des
Immunsystems involviert waren und den signifikanten p-Wert von <0,0001 nicht

Uberschritten.

1.1 Tumor-Immunzellinteraktion

In der Umgebung von sporadischen Vestibularisschwannomen sind
Immunzellen, die mit den Tumorzellen Uber ihre Rezeptoren und Liganden
interagieren (160). Dadurch nehmen sie Einfluss auf die Immunantwort. 6 der
13 signifikanten Signalwege beschreiben eine solche Wechselbeziehung. Meist
interagieren APC mit T-Lymphozytenformen (100, 103).

Im Signalweg ,,The Role of NFAT in Regulation of the Immune Response” ist
eine APC vorhanden, die mit einem T-Lymphozyt wechselwirkt. APC
exprimieren typischerweise MHC Il Molekile und kostimulatorische Molekile,
wie CD86 (100, 104). Auch Tumorzellen besitzen die Mdglichkeit tber eine
MHC Il Expression als APC zu agieren (103).

Partnerzelle der APC im Signalweg ist ein T-Lymphozyt in Form einer CD4+ T-
Zelle.

T-Zellen besitzen einen spezifischen TCR der mit den Molekiulen auf APC
interagiert (100, 101). Daneben bildet der TCR einen Komplex mit dem CD3
Molekul, was als ein spezifisches Merkmal fir T-Zellen anzusehen ist (101).

AulRerdem sind auf T-Zellen kostimulatorische Molekile vorhanden, wie das
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CD4 und das CD8 Molekul, was letztendlich die Differenzierung in eine T-
Helferzelle (CD4+) oder Zytotoxische T-Zelle (CD8+) bestimmt (100, 101). Es
liegen noch FC Rezeptoren vor, die fur Zellen der natlrlichen Abwehr, wie
beispielsweise Neutrophile Granulozyten (FCGR) (156, 157), Monozyten und
Dendritische Zellen (DZ) sprechen (156). Auch Mastzellen, mit ihrem FCE
Rezeptor 1 (FCER1) kommen nach dem exprimierten Molekul in Frage, jedoch
spielen sie eher bei Hypersensitivitatsreaktionen eine Rolle (158).

Normalerweise ist der FcRezeptor den Zellen der angeborenen Abwehr
vorbehalten (161). Es gibt jedoch eine Gruppe von T-Zellen, die neben dem
CD3 Rezeptor, FC Rezeptoren, der IgG und IgE Familie exprimieren. Im
Speziellen kénnen sie den CD16 Rezeptor der Naturlichen Killerzellen (NK) und
den FCER der Mastzellen und Monozyten ausbilden (161-164).

Im Signalweg ,,CD28 Signaling in T Helper Cells* wird die Interaktion zwischen
einer APC und eine T Helferzelle beschrieben. Es liegen die typischen
Rezeptoren fir die Th Zelle, wie der TCR/CD3 Komplex und das CD4 Molekil
vor (100). Die APC exprimiert das fur sie typische kostimulatorische Molekl
CD86 und das MHC II Molekil (100, 104). Als Antigenprasentierende Zellen
kommen Dendritische Zellen, Makrophagen und B-Zellen oder eine MHC I

exprimierende Tumorzelle in Betracht (103, 105).

Im Zusammenhang mit der Tumor-Immunzellinteraktion beschrieb die
Arbeitsgruppe von Archibald et al. den Sachverhalt, dass VS ein
koregulatorisches Molekul der T-Zelle, B7-H1, exprimieren, das mit seinem
Korezeptor PD-1 interagiert. Es ist auf3erdem mit Immuntoleranzprozesse
verknupft ist und stellt ein schadliches Merkmal von verschiedenen malignen
Tumorentitaten dar (s. Abb. 49) (160).
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Abb. 49: B7-H1/PD-1
Interaktion zwischen
Vestibularis-
schwannom-und
Immunzelle in der
Tumor-
Mikroumgebung.
Quelle: Archibald et al.
2010 (160)

Histologisch gilt das Vorhandensein von Immunzellen, wie T-Zellen,
Makrophagen und B-Zellen als gesichert. Natirliche Killerzellen konnten bisher

nicht nachgewiesen werden (37).

1.2 MHC Il exprimierende Tumorzellen und das Immunsystem

In unserer Studie werden MHC Klasse Il Molekile (HLA-Moleklle) von den
sporadischen Vestibularisschwannomen oder von den umliegenden APC
exprimiert. Dadurch  findet eine  Tumor-Immunzellinteraktion mit
Antigenprozessierung, Antigenprasentation und zellularer sowie humoraler
Immunantwort statt. Hierin sind vor allem T-Lymphozyten der spezifischen
Abwehr beteiligt. In den Signalwegen ,The Role of NFAT in Regulation of the
Immune Response”, ,Antigen Presentation Pathway”, ,CD28 Signaling in T
Helper Cells* und im ,Cytotoxic T Lymphocyte-mediated Apoptosis of Target
Cells* sind MHC Molekule, vorwiegend der Klasse Il aber auch der Klasse |
zahlreich vertreten und allesamt Uberexprimiert.

MHC Klasse Il Molekile bestehen aus den Untereinheiten DR, DQ und DP
(165). Die involvierten Signalwegmolekile enthalten die HLA-DR Untereinheiten
HLA-DRA und HLA-DRB1. Desweiteren finden sich die MHC Il Molekiile HLA-
DMA, HLA-DMB, HLA-DOA, HLA-DPA1, HLA-DPB1 und HLA-DQA1 und die
MHC | Molekiile HLA-B, HLA-C und HLA-F.
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Rossi et al. wiesen nach, dass fast alle umliegenden Makrophagen und 54,2%
der Vestibularisschwannomzellen das HLA-DR Antigen exprimieren (37).
Zudem zeigt sich in Hypophysenandenomen (166) und bei niedriggradigen
Astrozytomen (167) das gleiche Bild. Normalerweise werden HLA-DR Antigene
auf B-Zellen, Langerhanszellen, Makrophagen, endothelialen Zellen, T-Zellen
(168) und regelméRig auch auf VS Zellen (37) exprimiert. Herausragender
Signalweg der die MHC Molekile hervorhebt ist der ,Antigen Presentation
Pathway". Hier wird deutlich, dass vor allem die MHC Klasse Il Molekiile, aber
auch Klasse | Molekile eine wichtige Rolle in der Genese spielen. Es wird
deutlich, dass in VS vermehrt eine erhthte Antigenprozessierung mit
Antigenprasentation Uber MHC Klasse Il ablauft. Knutson et al. entdeckten,
dass Tumor-spezifische T Helferzellen indirekt durch eine APC, oder direkt
durch eine MHC Il exprimierende Tumorzelle aktiviert werden kénnen. Die
Aktivierung erfolgt, wie am Beispiel des Metastasierungsvorgangs, wenn das
Tumorantigen direkt in den Lymphknoten gelangt, oder indirekt getragen von
einer APC dort prasentiert wird. Somit kdnnen Tumoren direkt als APC agieren
und eine Th Zellantwort in Gang setzen (103).

Sporadische VS besitzen fir sie typische Antigene (Tumor Assoziierte
Antigene), die prasentiert werden.

Sie fuhren dazu, dass vermehrt die zellulare Antwort in Gang gesetzt wird. Die
humorale Antwort blieb in der Studie von Harker et al. nahezu unberuhrt, denn
die Serumwerte fur Immunglobuline (IgG, IgM und IgA) waren unverandert
vorzufinden (38).

Es liegt nun die Vermutung nahe, dass VS uber die Expression von MHC Il
Molekile ihre TAA den T Helferzellen prasentieren und dadurch eine priméar

zellulare Immunantwort auslosen.

1.3 NFAT - Veranderte Zytokinexpression und

T-Zelldifferenzierung in Vestibularisschwannomen

Durch eine Uberexpression von NFAT1 und eine Unterexpression von NFAT2
und NFAT3 findet in VS eine veranderte Zytokinexpression statt. Diese wirkt
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sich auf die zellulare und humorale Immunantwort aus. NFAT Molekile
regulieren die T-Zelleffektorfunktion (z.B. Zytokinexpression), die T-
Zelldifferenzierung und die T— sowie B-Zellproliferation (107, 115, 117, 119).
Obwohl NFAT 1 und NFAT 2 eine 72% Ubereinstimmung hinsichtlich ihrer
Struktur aufweisen, Gben sie gréf3enteils unterschiedliche Effekte in der Zelle
aus (114, 119, 169).

NFAT 1 reguliert die IL-4 Zytokinexpression. In NFAT 1 negativen Mausen
zeigten sich erhohte Spiegel an IL-4 und eine vermehrte Th2 Antwort mit einer
gesteigerten Expression der Th2 Zytokine IL-4, IL5 und IL-13. Auch die
Antikdrperspiegel, waren angestiegen. Die Level an IFN gamma und IL-2
blieben meist unangetastet, was darauf schlieBen lasst, dass NFAT1
typischerweise die IL-4 Zytokinexpression reguliert (118, 170, 171). Jedoch gibt
es eine Studie von Monticelli et al. in der sowohl NFAT 1 als auch NFAT 2
positive Effekte auf den IL-4 Spiegel und die Th2 Antwort ausiibten. NFAT 1 gilt
hier nicht als direkter Repressor von IL-4 (172).

Im Bezug auf die IL-2 Expression liegen bei steigenden Spiegeln an NFATc2
(NFAT1) fallende Spiegel an IL-2 vor. Dadurch kommt es zu defekten
Immunabwehr und zur Infektanfalligkeit (173). Interleukin-2 besitzt
antiapoptotische Eigenschaften fiur die T-Zelle und bewahrt sie vor dem Zelltod
(174). Wird jedoch nun durch eine Uberexpression von NFAT1 dieses
Interleukin inhibiert, dann geht die T-Zelle durch vermehrte Apoptose zugrunde.
In sporadischen VS scheint diese Situation vorzuliegen. Dadurch gehen
vermehrt T-Zellen durch Apoptose zugrunde.

NFATc (NFAT2) defiziente T-Lymphozyten wiesen eine gestorte T-
Lymphozytenaktivierung und eine defekte IL-4 Sekretion auf. B-Zellen mit
einem Mangel an NFAT2 proliferierten weniger und es gab ein Verlust an IL-4
induzierten Immunglobulin-Isotypen. Somit ist NFAT 2 wichtig fir die Bildung
und Funktion von reifen T- und B-Zelllinien, was vor allem durch den Effekt von
IL-4 beeinflusst wird (175). Hingegen ist die IL-2 Produktion normal und das IL-
6 Zytokin wird analog dem IL-4 weniger gebildet (117). Wird weder NFAT 1
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noch NFAT 2 exprimiert liegt eine gestorte Funktion der T-und B-Lymphozyten
vor. T-Zellen exprimieren weniger Th2 Zytokine und B-Zellen hyperproliferieren
und bilden vermehrt Antikérper und Plasmazellen (176).

Ein weiteres Zytokin ist IFN gamma, das vor allem von Thl Zellen gebildet wird
und eine zellulare Immunantwort auslost. Mausen, denen NFATL1 fehlt, zeigten
eine gestorte IFN gamma Produktion und eine erhdhte Infektanfalligkeit (177).
Insgesamt hat jedoch NFATcl (NFAT2) einen positiven, proliferativen Effekt
und NFATc2 (NFAT1) einen depressiven, inhibierenden Effekt auf die
Immunabwehr (176).

In unserem Datensatz sind die Interleukine 1L2, IL-4, IL-5 und IL-13 nicht
exprimiert. Tendentiell besteht hinsichtlich des IL-2 Rezeptors eine
Uberexpression und betreffend des IL-4 Rezeptors eine Unterexpression, die
jedoch keine Schlusse auf die vorliegenden Erkenntnisse ziehen lasst. Auch
werden im Datensatz keine B-Zell-immunglobuline oder das IFNG exprimiert.
Der IFNG Rezeptor ist Uberexprimiert. Um weitere Informationen hinsichtlich
der Uber- oder Unterexpression dieser Gene zu erhalten sind weitere
Untersuchungen notwendig.

Zusammenfassend wird vermutet, dass in VS aufgrund der Uberexpression von
NFAT1 und Unterexpression von NFAT 2 eine gestorte T-Zelldifferenzierung, B-
Zell- und Antikorperbildung und gestorte Effektorfunktion vorliegt. Dies wird
hervorgerufen, durch eine Inhibition von IL-4, die durch erhéhte NFAT1 und
erniedrigte NFAT2 Expression zustande kommt. Dadurch kommt es weniger zur
Th2 Immunantwort und die damit verbundenen Th2 Zytokinspiegeln an IL4, IL5
und IL13 sind vermindert. Durch das fehlende IL-4 werden weniger IL-4
getriggerte Antikdrper-lsotypen von B-Zellen gebildet, somit ist die humorale
Komponente auch eingeschrankt. AuRerdem lasst eine Uberexpression von
NFAT 1 vermuten, dass vermehrt IFN gamma produziert wird und es verstarkt
zu einer Thl Antwort mit zellularer Immunkomponente kommt. Durch die
Inhibition des antiapoptotischen IL-2 durch NFAT1 gehen vermehrt T-Zellen
durch Apoptose zugrunde. Somit liegt in VS eine verminderte Th2 Antwort, bei
gleichzeitig gesteigerter Thl Antwort vor. T-Zellen unterliegen gehauft dem

Zelltod und sorgen so fur ein Ungleichgewicht im Tumor-Immunzellverhéltnis.
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1.4 NFAT — Apoptose und aktivierungsinduzierter Zelltod
(AICD) in T-Zellen der SVS

Apoptose und dessen Unterform der ,Activation-induced cell death (AICD)*
gehdren zur naturlichen Homoostase der Immunzellen. Sie dienen dazu die
Immunantwort kontrolliert zu limitieren und dadurch die Hémostase zu erhalten
(114, 119, 169). Gerat dieser Prozess ins Ungleichgewicht finden wir
beispielsweise Erkrankungen autoimmuner Genese oder Krebs vor (119).
NFAT Molekile regulieren die Expression von Apoptosegenen in T-
Lymphozyten (114, 115). Ein Forderer der Apoptose ist das NFAT1 Gen, indem
es Uber die Expression von apoptotischen Genen, wie des FAS Liganden (115,
120, 174) oder aber die Reduktion von anti-apoptotisch (174) wirkenden Genen,
am Beispiel des IL-2 Zytokins (173), diese einleitet. Oft arbeitet es hierbei mit
den Transkriptionspartnern AP-1 (178) oder EGR2 (123) und EGR3 (123)

zusammen, die synergistisch auf NFAT1 einwirken (107, 116).

Im Fall des AICD, der Uber die so genannten Todesrezeptoren (z. B. FAS,
TNFR) eingeleitet wird, induzieren NFAT die Expression der zugehérigen
Liganden, wie beispielsweise dem schon erwéhnten FAS Liganden, oder
TNFalpha (TNFA, TNF) (114, 115, 119, 169, 174). Im letzteren Fall muss
angemerkt werden, dass NFATL1, nicht aber NFAT2 den Promoter von TNFA
bindet und die Expression des Proteins steigert (119). Diese Resultate kbnnen
durch Chuvpilo et al. 2002 bestatigt werden, die aufzeigten, dass T-Zellen,
denen NFAT1 fehlt, eine deutlich verminderte TNFA- und FASL- Expression
aufwiesen. Zudem zeigten sie eine Resistenz gegeniber apoptotischen
Vorgangen (114, 115, 119).

NFAT 1 ist Uberexprimiert und kann vermehrt in VS die Apoptose von T-Zellen
Uber eine gesteigerte Expression der Todesrezeptor-Liganden TNF alpha und
FASL, hervorrufen. TNF alpha ist mit einigen seiner Rezeptoren (TNFRSF10C,
TNFRSF12A, TNFRSF19, TNFRSF21) dberexprimiert. Nur zwei seiner
Rezeptoren sind unterexprimiert (TNFRSF11B, TNFRSF25). Der FAS Rezeptor
ist auch Uberexprimiert. Sein Ligand FASL ist im Datensatz nicht vorhanden.
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1.5 NFAT — Effekt auf Schwannzelldifferenzierung und
Myelinisierung

Durch eine Unterexpression von NFAT3 und Calcineurin Bl wird die
Differenzierung der Schwannzellen und damit in der Myelinisierung in SVS
gestort.

Kao et al. untersuchte die Bedeutung des Calcium-Calcineurin-NFAT
Signalwegs hinsichtlich der Schwannzelldifferenzierung und Myelinisierung (s.
Abb. 50). Uber die Rezeptoren Neuregulin 1 (NRG1) und der Erb-Familie
(ErbB2, ErbB3) wird dieser Signalweg eingeleitet. Schwannzellen entwickeln
sich aus multipotenten Neuralleistenzellen. Ein Mangel an Calcineurin Bl in
Neuralleistenzellen von Mausen fuhrte Zu einer gestorten
Schwannzelldifferenzierung und Myelinisierung. Das NFAT Mitglied NFATc4
(NFAT3) und sein Transkriptionspartner Sox10 aktivieren Egr2, welches die
Expression von Myelinisierungsgenen induziert. Somit liegt in VS eine gestorte

Schwannzelldifferenzierung und Myelinisierung vor.

Abb. 50: Calcium-Calcineurin-NFAT Signalweg in der Schwannzell-
differenzierung und Myelinisierung.
Durch die Aktivierung der Rezeptoren Neuregulin 1 (NRG1) und der Erb

Rezeptoren (ErbB2, ErbB3) wird durch eine Calcium-Calcineurin-Kaskade

116



NFATc4 aktiviert. NFATc4 und sein Transkriptionspartner Sox10 aktivieren
synergistisch den Krox20 und Po Promotor. Die Genexpression von
Myelinisierungsgenen wird dadurch eingeleitet. CnA/B = Calcineurin A/B
Quelle: (Kao et al. 2009) (179)

1.6 Vermehrte Infiltration und Entztindungsreaktion in VS

Die Erkennung von PAMP auf Pathogenen wird tber PRR (z. B. TLR) initiiert.
TLR werden auf Immunzellen, wie Makrophagen und Dendritischen Zellen
exprimiert  (97). Durch  Phagozytose produziert die Immunzelle
proinflammatorische Zytokine, wie CXCL1, CCL2, CCL3, CCL4 und CCL5 (98,
180, 181). Zusatzlich wird eine Signalkaskade gestartet, die Uber das Protein
Myd 88 ablauft (s. Abb. 51) (96, 97). Dadurch wird die Expression von
Adhasionsmolekiilen eingeleitet, die wichtig fir die Leukozyten-Rekrutierung
sind. Adhasionsmolekile sind Integrine, Selektine und Zelladh&asionsmolekile
(cell adhesion molecules, CAM) wie beispielsweise VCAM, JAM und ICAM (98,
181). Auch werden vermehrt chemotaktische Chemokine gebildet, die die
Leukozyten ins entzindliche Gewebe locken. Adhéasionsmolekile steuern
neben den Chemokinen, das Rollen, Adherieren und Migrieren der Neutrophilen
und Monozyten ins Gewebe. Dadurch entseht nun eine Tumor-Mikroumgebung,
die aus Tumorzellen, Immunzellen, Extrazellularer Matrix und Fibroblasten
besteht (97). Sie kann fur den Tumor foérderlich oder schadlich sein, in dem
suppressive oder supportive Faktoren, in Form von Zytokinen auf den Tumor
einwirken (182). Der Tumor kdénnte somit den TLR Signalweg Uber Myd 88 fir
seine Genese nutzen. Es besteht auch noch die Mdglichkeit, dass Tumorzellen
auf ihrer Oberflache selbst TLR exprimieren und damit den férdernden
Entzindungsprozess aufrechterhalten (97, 183). In Ovarialkarzinomen werden
beispielsweise die TLR Typen 2, 3, 4 und 5 ausgebildet (184). Durch TLR ist es
maoglich, dass ein Tumorprogress, uUber die Stimulation von Krebszellen durch
die Produktion von inflammatorischen Zytokinen, stattfindet. Dabei hangt die

Zytokinexpression vom TLR ab. Bei Stimulation von TLR 2, 4 und 5 werden
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vermehrt inflammatorische Zytokine gebildet. Werden hingegen die TLR 7 und
9 aktiviert werden vermehrt Typ | IFN Gene produziert (96, 97).

In unserem Datensatz sind die Zytokine CCL2 und CCL5 Uberexprimiert, was
darauf schliel3en lasst, dass vermehrt ein chemotaktisches Signal tber diese
Molekule auf Leukozyten einwirkt. Desweiteren werden die Toll-like Rezeptoren
1, 2, 3, 5 7 und 8 hochreguliert. Dies spricht daftr, dass vermehrt
inflammatorische Zytokine und IFN Gene produziert werden, was den
Entzindungsprozess in  SVS aufrecht erhdlt. Im Prozess der
Leukozytenrekrutierung sind die Integrine ITGAM, ITGA4, ITGAL und ITGB2
Uberexprimiert, die Adhasionsmolekile JAM2 und VCAM unterexprimiert.
Selektine sind nicht exprimiert, nur der Selektinligand SLEPLG st
Uberexprimiert.

Folglich werden zwar vermehrt Leukozyten angelockt, durch die
Uberexpression der Chemokine, jedoch ist die eigentliche Leukozytenmigration
gestort, durch die unterschiedliche Expression der Adhasionsmolekile.
Dennoch steuern Integrine die Zelladhasion nicht nur tGber die CAMs, sondern
auch Uber Extrazelludre Matrix-Proteine (181).

In SVS findet durch die Uberexpression von TLR und Chemokinen eine
vermehrte Rekrutierung von Leukozyten ins Gewebe statt. Dabei werden
proinflammatorische Zytokine gebildet, die den férderlichen, entzindlichen
Prozess in den Tumorzellen aufrecht erhalten. Dabei exprimieren entweder

Immunzellen oder die Tumorzellen selbst die TLR 1, 2, 3, 5, 7 und 8.
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Abb. 51: TLR Signalweg am Beispiel des Toll-like Rezeptors 4 (TLR4).
Abgebildet sind die MyD 88-abhangige, die MyD 88-unabhangige und die TRIF-
abhangige Signalkaskade. Die MyD-abhangige Signalkaskade fuhrt zur
Induktion der Genexpression von proinflammatorischen Zytokinen, die MyD 88-
unabhangige und TRIF-abhangige Signalkaskaden zur vermehrten
Genexpression von IFN-beta und IFN-induzierbaren Genen. Quelle: Mogensen
et al. 2009 (96)
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1.7 Gesteigerten Elimination von Vestibularis-

schwannomzellen
Im Signalweg ,CD28 Signaling in T Helper Cells” agiert die
Vestibularisschwannomzelle durch eine Uberexpression des kostimulatorischen
Molekils CD86 als natirliches Tumorvakzin. Durch damit verbundene,
vermehrte Antigenprasentation wird die Tumorzelle durch gesteigerte
Elimination im Wachstum gestoppt.
Eine Interaktion zwischen dem kostimulatorischen Rezeptor CD28 auf T-Zellen
und den kostimulatorischen Liganden CD80 (B7-1) oder CD86 (B7-2) ist
notwendig fir eine intakte und vollstdndige Immunantwort (104).
Kostimulatorische Molekile befinden sich auf der Oberflache von
Antigenprasentierenden Zellen (APC wie Dendritische Zellen, Makrophagen
und antigenprasentierenden B-Zellen) (104, 185). Tumorzellen exprimieren
normalerweise nur selten bis gar nicht diese Molekile (104, 105, 185). Dadurch
sind sie vor allem in der Anfangsphase fir das Immunsystem unsichtbar und
kénnen ungestort und schnell im Wachstum voranschreiten und gegebenenfalls
metastasieren. Im spaten Stadium wird Uber Tumornekrose und
Entzindungsprozesse viel Zellabfall freigesetzt. Dieser wird prozessiert und von
APC, die kostimulatorische Molekile enthalten, préasentiert. Bis dahin ist der
Tumor jedoch in soweit gewachsen, dass eine vollstindige Eradikation
unmdglich erscheint (104, 185).
Durch Transfektion oder Hochregulation von kostimulatorischen Molekilen, wie
z.B. CD80, wird die Eradikation durch das Immunsystem erhéht (s. Abb. 52)
(104, 185). Dies geschieht durch eine vermehrte Antigenprasentation tber MHC
Klasse | und Il Molekile und durch eine gesteigerte Induktion von
Adhasionsmolekulen (185). Eine Studie von Matulonis et al. untersuchte die
Tumorvakzination anhand von CD80 und CD86 transfizierten Leukamiezellen in
Mausen. Bei CD80 sprach die Immunantwort besser an als bei CD86 (104,
185). Gewohnlich agieren CD80 und CD86 Molekule gleichermalien und fihren
zu denselben Effekten, auch wenn es unterschiedliche Meinungen dazu gibt
(185, 186).
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Abb. 52: Auswirkung der hochregulierten Kostimulation auf die Tumorzellen.

Erklarung dazu siehe Text.

1.8 CTL und CD4+ basierte Apoptose von Tumorzellen in VS
Der Signalweg ,Cytotoxic T-Lymphocyte-mediated Apoptosis if Target Cell”
beschreibt das Phanomen, dass Zellen durch die Aktivierung von CTL dem
Zelltod, der Apoptose, unterliegen. Die Eradikation von Tumoren lauft
vorwiegend uber die CD8+ CTL ab (103, 111). Sie konnen durch Th Zellen
aktiviert werden, die direkt das Wachstum, die Proliferation und die
Differenzierung zu Effektorzellen der CTL dber die Freisetzung von IL-2
stimulieren. Auch werden sie Uber die Préasentation von intrazellularen
Tumorantigenen tber MHC Klasse | aktiviert (103, 187). Sowohl Thl als auch
Th2 Zellen besitzen die Fahigkeit die CTL zu aktivieren (103). Findet eine
Aktivierung der CTL statt, dann konnen diese Tumorzellen direkt lysieren und
sezernieren zudem Zytokine, wie IL-2, TNF und IFN gamma welche indirekte
antitumorale Effekte besitzen (188).

Es gibt 2 verschiedene Hauptmechanismen wie CTL ihre Zielzellen abtdten
(s. Abb. 53). Der eine Weg ist ein Perforin-Granzyme-basierter Mechanismus.
CTL setzen Granula frei, die Poren-formende Molekile, wie Perforine und
Granzyme enthalten. Durch diese Proteinasen unterliegt die Zielzelle der

Apoptose einerseits Uber Porenbildung durch Perforine, andererseits tber die

121



Granzyme, die in die Zelle eindringen und zur DNA Fragmentierung fuhren. Der
andere Weg ist der FAS-FASL-basierte Mechanismus. CTL enthalten auf ihrer
Oberflache einen FAS Liganden, der mit dem Todesrezeptor, FAS, auf der
Zielzelle interagiert und eine Caspase-Kaskade einleitet. Es werden
Zysteinproteinasen aktiviert, die die Zelle in die Apoptose treiben (187, 189).
Weiterhin werden diese Mechanismen durch die Freisetzung von Zytokinen, wie
IL-2, TNF alpha und IFN gamma unterstitzt, die indirekte antitumorale
Eigenschaften besitzen. Zusammenfassend enthélt der rezeptor-vermittelte
Signalweg den Rezeptor FAS mit seinem Liganden FASL, das Adaptormolekl
FADD (Fas-associated Death Domain Protein) und die Caspase 8. Der
Granula-vermittelte Weg enthélt Perforin und Granzym Molekile. In unserem
Datensatz ist der Rezeptor FAS, das FADD und die Caspase 8 Uberexprimiert,
was darauf hindeutet, das vermehrt der 2 Signalweg die Caspase-Kaskade
Uber die Todesrezeptoren FAS ablauft. Die Moleklle Perforin und Granzyme B
sind unterexprimiert, was darauf schlie3en lasst, das der Tumor versucht, durch

die Unterexpression seine Apoptose Uber den Granulaweg zu umgehen.

Granula: Perforine, Granzyme @)

o © O

_ @)
Zytotoxische
T-Zelle (CTL) /
FASL
2 Wege:
FAS/FASL-induzierte Apoptose durch
Apoptose Porenbildung u.

DNA Frangmentierung

Abb. 53: Zytotoxische T-Zelle-mediierte Apoptose. Erlauterung im Haupttext.
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G Zusammenfassung

Vestibularisschwannome (VS) sind benigne, langsam wachsende Tumore, die
von den Schwannzellen des N. vestibularis ausgehen. Sie kommen unilateral-
sporadisch, oder bilateral, mit der Neurofibromatose Typ 2 assoziiert vor.
Letzeres ist eine autosomal-dominates Krankheitshbild bei der neben den
pathognomonischen bilateralen Vestibularisschwannomen, zudem
Meningeome, Ependymome, Schwannome anderer Hirnnerven, Katarakte,
subkutane noduldare Knoten und Café-au-Lait Flecken auftreten. Typisch daftr
ist ein frihes Auftreten in jungen Jahren im Vergleich zur sporadischen Form,
die im spaten Erwachsenenalter auftritt. VS rufen Kompressionssyndrome der
befallenen und umgebenden Strukturen hervor und kénnen im schlimmsten
Falle zum Tod fuhren. Es resultieren charakteristischerweise ein Horverlust,
Horsturz und Tinnitus, aber auch Gleichgewichtsstérungen, Schwindel, sowie
Ubelkeit und Erbrechen. Diagnostisch gesehen werden audiologische
Untersuchungen veranlasst, die letztendlich durch eine MRT bestatigt werden.
Aus therapeutischer Sicht gibt es die Maoglichkeit der Observation, der
Mikrochirurgie, der Radiochirurgie und — therapie. Ursachlich liegt ein Defekt im
Tumorsupressorgen, dem NF2 Gen, auf Chromosom 22g12 zugrunde, was in
einem gestdrten Proteinprodukt, auch Merlin genannt, resultiert. Weitere
genetische Ursachen werden vermutet und der Bezug zum Immunsystem
wurde untersucht. Ziel der Studie war es, genetische Unterschiede zwischen
Tumoren und gesunden Kontrollen hinsichtlich ihrer unterschiedlichen
Expression und Interaktion aufzudecken. Dadurch kdnnen Hinweise auf die
Genese, Pravention und Therapie gewonnen werden. In unserer Studie
untersuchten wir, mit Hilfe einer cDNA Microarray, 36 sporadische
Vestibularisschwannome im Vergleich zu 7 Kontrollproben an totem, gesundem
N. vestibulocochlearis. Fur die hierflr bendtigte Gesamt-RNA sammelten wir 36
Proben an sporadischen VS und 10 Autopsieproben an gesunden Nn.
vestibulocochlearis. 3 Kontrollproben wurden wegen unzureichender Gesamt-

RNA Qualitat aus der Analyse ausgeschlossen.
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Mit einem geforderten p-Wert von unter 0,01 und einem logFold Change von
groRer 1, waren 4021 differentiell exprimiert, davon 2276 uberexprimiert und
1745 Gene unterexprimiert. Diese Gene wurden mit Hilfe der Software
Ingenuity Pathway Analysis (IPA) hinsichtlich ihrer funktionellen Interaktionen in
Netzwerken, Signalwegen und Biologischen Funktionen, analysiert. Der
urspringlich von IPA generierte p-Wert von 0,05 wurde fir die
Signalweganalyse auf 0,0001 gesetzt und unter diesem Wert lagen 13
Signalwege. 6 Signalwege zeigten Prozesse des Immunsystems auf und waren
nicht krankheitsspezifisch und wurden hinsichlich ihrer Geninteraktionen
analysiert. Eine Validierung der Ergebnisse wurde nicht vorgenommen, da
Vorgangerstudien beziglich einer rt-PCR oder Immunhistochemie, die
Ergebnisse der Microarray stets bestatigten.

In unseren Signalwegen interagieren Immunzellen, meist CD4+ Z Zellen mit
einer MHC Klasse Il exprimierenden Antigenprasentierenden Zelle. Auch
Tumorzellen konnen MHC Klasse Il auf ihrer Oberflache exprimieren. Durch die
MHC Il Expression prasentieren die Vestibularisschwannomzellen ihre
spezifischen Tumor Assoziierten Antigene (TAA) den T Helferzellen und l6sen

dadurch vorwiegend eine zellulare aber auch humorale Immunantwort aus.

NFAT Molekile und ihr Signalweg ,The Role of NFAT in Regulation of the
Immune Reponse* sind auch aufgrund einer Literaturrecherche zentraler
Bestandteil unserer Analyse.

NFAT Molekule sind Transkriptionsfaktoren in T-Zellen und steuern dort
vorwiegend die Zytokinexpression. Dadurch nehmen sie Einfluss auf die T-
Zelldifferenzierung und die Effektorfunktion wvon T- und B-Zellen
(Zytokinexpression und Antikorperbildung). Dadurch wird insgesamt die
zellulare und humorale Immunantwort gesteuert. Es ist eine Proteinfamilie, die
aus 5 Mitgliedern besteht und vorwiegend in T-Zellen anzutreffen ist. Durch
eine Uberexpression von NFAT1 und eine Unterexpression von NFAT2 liegt
eine gestorte Effektorfunktion (z. B. Zytokinexpression) von T-Zellen zugrunde.
Uber die Suppression von IL-4, IL-2 und eine gesteigerte Expression von IFN

gamma wird die Th2 Zellantwort supprimiert, es kommt weniger zu Th2
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getriebenen B-Zellantikbrperbildung. Auch die Apoptose in den T-Zellen ist
durch die Unterdriickung des antiapoptotischen IL-2 erhoht. Desweiteren
verschiebt sich das Th1-Th2 Gleichgewicht in Richtung Thl, denn es wird
vermehrt IFN gamma unter dem NFAT1 Einfluss gebildet. Die Apoptose wird
auch insofern  beeinflusst, dass NFAT1 die Expression von
Todesrezeptorliganden FASL und TNFA steigert.

NFAT Molekiile sind auch wichtig fur die Differenzierung von Schwannzellen in
peripheren Nerven. Eine verminderte Bildung von NFAT3 und Calcineurin B1
fuhrt zu einer gestbrten Schwannzelldifferenzierung und Myelinisierung in

sporadischen Vestibularisschwannomen.

In den Vestibularisschwannomen findet ein chronisch entziindlicher Prozess
statt, der sich histologisch und lber Signalkaskaden nachweisen lasst. Dieser
hat fur den Tumor férdernden oder suppressiven Einfluss. Um eine
entzindliche Reaktion auslésen zu kénnen wird eine Interaktion von Pattern
Recognition Receptors (PRR), wie Toll-like Rezeptoren (z. B. TLR3), die auf
Immun- oder Tumorzellen sitzen mit ihren PAMPs (Pathogen Associated
Molecular Patterns) benotigt, die auf Pathogenen lokalisiert sind.

Dadurch wird eine Myd 88 abhangige Signalkaskade eingeleitet, die zur
vermehrten Expression von inflammatorischen Zytokinen fiihrt. Zudem werden
chemotaktische Chemokine, wie CCL2 und CCL5 und Adhasionsmolekile
gebildet. Beide sind wichtig fur die Rekrutierung, Adh&sion und Migration von
Leukozyten ins Gewebe.

Adhasionsmolekile wie lintegrine sind Uberexprimiert und
Zelladhasionsmolekile wie VCAM und JAM sind unterexprimiert. Das lasst
vermuten, dass eine vemehrte chemotaktische Rekrutierung stattfindet, jedoch

die Migration ins Gewebe in SVS gestort ist.

Sporadische Vestibularisschwannome Uberexprimieren das kostimulatorische
Molekul CD 86 und dienen dadurch als naturliches Tumorvakzin. Durch die
gesteigerte Antgenprésentation wird die Tumorzelle vermehrt eliminiert und im

Wachstum gestoppt. Normalerweise besitzen Tumoren keine
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kostimulatorischen Molekile wie CD80 und CD86, um sich vor dem
Immunsystem zu verstecken und ungestort zu wachsen und zu metastasieren.
Spater jedoch wird dieser Mechanismus dadurch unterbunden, dass
Tumornekrose und Zellverfall Zelldetritus freisetzen, der die Immunzellen zur
Eradikation anlockt. Bis dahin ist der Tumor jedoch zu stark gewachsen und
nicht mehr zu eliminieren, er kann lediglich im Wachstum gebremst werden.

Dies ist eine Erklarung fur die langsame Wachstumsrate in VS.

Zytotoxische T-Zellen kdnnen lber einen FAS-FASL-rezeptorvermittelten Weg,
oder einen Perforin-Granzyme-basierten Weg, Zielzellen eliminieren. In
sporadischen Vestibularisschwannomen werden Tumorzellen vermehrt Uber
den rezeptorvermittelten Weg eliminiert. Dies zeigt eine Uberexpression der
Todesrezeptoren FAS und FADD und der Caspase 8. Die Unterexpression von
Perforinen und Granzymen bestéatigt die Hypothese.

Um weitere Erkenntnisse Uber die Interaktion von VS und Immunzellen zu
erhalten sind weitere Untersuchungen auch in Form von Validierungsmethoden
notig. Eine histologische Anwesenheit von chronischen Entziindungsprozessen
und Immunzellen wurde bereits von anderen Studien nachgewiesen ist hier
jedoch nicht explizit untersucht worden. Mit Hilfe der vorliegenende
Erkenntnisse konnte jedoch ein Einblick in die bisher noch nicht erforschte
Tumor-Immunzellinteraktion gewonnen werden, die neue Ansatze zur Genese

liefert.
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