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1 Einfiithrung in das Thema

1.1 Zelltodforschung: ein historisches Resiimee

Die Ergriindung der komplexen Prozesse, die den Untergang von Zellen zur Folge haben,
stellt heute ein wichtiges Tatigkeitsfeld moderner zellbiologischer Forschung dar.
Insbesondere stehen die Vorginge der Apoptose im Mittelpunkt des wissenschaftlichen
Interesses.

Die Wurzeln aller derzeit erzielten Erkenntnisse liegen in der zweiten Hilfte des 19.
Jahrhunderts. Virchow beschrieb 1858 den Zustand der Gangrin. Er verwendete zu diesem
Zweck Begriffe wie ,,Degeneration®, ,,Nekrose* oder ,,Erweichung. Weigert und Cohnheim
fiihrten zur Beschreibung fibrindser Nekrosen des respiratorischen Epithels bei Diphterie den
Begriff der ,,Koagulationsnekrose* ein (Weigert 1877/ Weigert 1885/ Cohnheim 1889). Nach
heutigem Verstidndnis wird dieser Terminus jedoch im Zusammenhang mit ischdmischen
Infarkten benutzt.

1885 diskutierte Flemming, der auch die Begriffe ,,Chromatin® und ,,Mitose* prigte, den
spontanen Zelltod als physiologisches Ereignis. Zu dieser Zeit war es bereits moglich, anhand
histologischer Firbungen Gewebeschnitte lichtmikroskopisch zu analysieren. Flemming
untersuchte regressive Ovarialfollikel bei Sdugetieren und konnte in den Zellen des
Follikelepithels Kernveranderungen nachweisen, wie sie heute mit der Apoptose in
Verbindung gebracht werden (z.B. Kernpyknose). Da diese Prozesse in einem Verschwinden
des aufgebrochenen Zellkernes resultierten, nannte er den Vorgang ,,Chromatolyse®.

Griéper stellte 1914 den Vorgang der Chromatolyse der Mitose zur Aufrechterhaltung der
Homdostase gegeniiber. Es postulierte, dass vor allem in Epithelien Zellen physiologisch
eliminiert werden miissten und dass diese Aufgabe der Chromatolyse zukime. Auch
beschrieb er die Aufnahme von Zelltriimmern durch Nachbarzellen. Heute wird der Begriff
der Chromatolyse fiir das Verschwinden der Nissl-Schollen bei Nervenzellschidigung
verwendet.

Der Embryologe Gliicksmann wandte 1951 Grépers Konzept auf den physiologischen Zelltod
in embryonalem Gewebe an. Dass fiir die Durchfithrung bestimmter Zelltodprogramme eine
Proteinneusynthese notig ist, wurde 1966 von Tata gezeigt. Er stellte den Zelltod nicht mehr
nur als passiven Sterbeprozess dar, sondern als einen aktiven Vorgang.

1971 gelang es Kerr durch Ligatur eines Portalvenenastes die Atrophie einer Rattenleber
herbeizufiihren. Das einheitliche Muster der Vorgéinge in den absterbenden Zellen nannte er

»shrinkage necrosis®. Ein Jahr spiter wurde der Begriff im Rahmen einer Publikation unter
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Zusammenarbeit mit Wyllie und Currie in ,,Apoptose* gedndert (Kerr et al. 1972). Die
Namensidnderung wurde wie folgt begriindet: ,,The name shrinkage necrosis was originally
used for it on morphological grounds, but when its widespread incidence and its kinetic
significance in health and disease were recognized by us, we proposed the name apoptosis‘
(Wyllie et al. 1980). Das Wort Apoptose stammt aus dem Altgriechischen (amo = ab, weg,
los; mtoolwg = Fall, Senkung) und beschreibt den Zelltod metaphorisch als das Herabfallen
welker Blitter eines Baumes. Elektrophoretische Untersuchungen des Chromatins von Zellen
bestrahlten Gewebes zeigten, dass das Chromatin in Form eines charakteristischen
,Leitermusters® in Fragmente zerféllt, die ein Vielfaches von Nukleosomenkomplexen
darstellen (Zhivotovsky et al. 1981). 1984 verkniipfte Wyllie in weiteren Arbeiten dieses
Ergebnis mit den bekannten Morphologika apoptotischer Zellen. Die ersten Gene, die an der
Regulation des programmierten, physiologischen Zelltodes beteiligt sind, wurden 1986 von
Ellis und Horvitz in dem Nematoden Caenorhabditis elegans (im weiteren Verlauf der Arbeit:
C. elegans) entdeckt. 1991 grenzten Ellis et al. die Apoptose als Zelltodform anhand
charakteristischer morphologischer Veridnderungen von der Nekrose ab.

Etwa zur selben Zeit wurde in Studien zum Thema Entziindung das interleukin-1p converting
enzyme (ICE) entdeckt, das heute ,,Caspase-1‘ genannt wird (Cerretti et al. 1992/ Thornberry
et al. 1992). Die Verkniipfung zwischen Apoptose und Caspase gelang erstmals 1993, als
Yuan et al. einen Zusammenhang zwischen Caspase-1 und dem ,,Todesgen* ced-3 in C.
elegans herstellen konnten. Die komplexen, streng programmatisch ablaufenden Prozesse der
Apoptose konnten hier erstmalig mit einer Gruppe von Proteasen, insbesondere der Caspasen,
in Verbindung gebracht werden (Thornberry 1999). Die Entdeckung dieser Enzyme war der
Startschuss fiir ein explosionsartig zunehmendes Interesse an der Entschliisselung der
Mechanismen des Zelltodes. Wihrend der nédchsten zehn Jahre wurden unzidhlige weitere
Faktoren entdeckt, die mit den Vorgédngen des Zellunterganges assoziiert sind. Auch konnten
bisher verschiedene Arten des Zelltodes voneinander abgegrenzt werden (s. Kapitel 1.2.1-
1.2.3). Dennoch bleibt der detaillierte Ablauf der Zelltodvorginge weiterhin ungeklirt.
Insbesondere gibt die Art und Weise der Initiierung der verschiedenen Arten des

Zelluntergangs weiterhin ungeldste Ritsel auf.



1.2 Formen und Wege des Zelltodes

1.2.1 Nekrose

Im Allgemeinen wird der Begriff Nekrose fiir bestimmte Formen des nicht-programmierten,
»passiven* Zelltodes gebraucht (Haecker 1997), bei dem die sterbende Zelle sich nicht
»aktive, etwa durch de novo Synthese von Proteinen, an ihrem eigenen Sterbeprozess
beteiligt. Genau genommen bedeutet das Wort Nekrose jedoch zunichst nur ,,Zelltod* und
impliziert alle Formen des programmierten sowie des nicht-programmierten Zelltodes (Levin
1999/ Aigner 2002). Majno und Joris sehen die Nekrose nicht als eigenstindige Form des
Zellunterganges, sondern als gemeinsame Endstrecke verschiedener Zelltodwege inklusive
Apoptose und Onkose an. Sie stellen der Apoptose den Begriff des ,,accidental cell death*
(wortlich: zufilliger Zelltod) gegeniiber. Eine eigenstindige Sonderform des ,,accidental cell
death* sei der ischdmische Zelltod (s. auch Kapitel 1.2.3), fiir den der Begriff ,,Onkose*
vorgeschlagen wird. Diese fiihrt zu karyolytischer Nekrose, wihrend es bei der Apoptose zu
Nekrose mit Karyorhexis und Zellschrumpfung kommt (Majno und Joris 1995). Aigner stellt
die Nekrose als Uberbegriff fiir ,nicht-programmierten Zelltod“ der Apoptose als
»programmierten Zelltod gegeniiber (Aigner 2002). Andere Autoren postulieren, dass
Nekrose in vivo immer dann eintritt, wenn die Zelle — z.B. durch ATP-Verlust — daran
gehindert wird, ihr Apoptosesystem zu aktivieren (Vaux und Strasser 1996).

Von vielen Autoren wird die Ansicht vertreten, Nekrose miinde in einer Entziindungsreaktion,
Apoptose hingegen nicht (Fiers et al. 1999/ Lueschen 2000/ Zech 2000).

Morphologisch imponiert die Nekrose initial durch ein hydropisches Anschwellen der Zelle
durch Verdnderungen der Plasmamembranintegritit infolge eines gestorten Ionenhaushaltes
mit konsekutivem Fliissigkeitseinstrom in die Zelle und in die Zellorganellen (swelling).
Dadurch ldsst die Stoffwechselaktivitit der Zelle — insbesondere die ATP-Produktion in den
Mitochondrien — nach. Durch den resultierenden Bindungsverlust zwischen Zellmembran und
dem darunter gelegenen Zytoskelett kommt es zur Ausbildung von Blasen, sog. blebs, die sich
in den Extrazelluldrraum ausstiilpen (blebbing). Der Prozess miindet im Platzen der Zelle. Der
Zelldetritus entleert sich in den Interzellularraum und dient als Stimulus zur Chemotaxis
phagozytierender Zellen. In elektrophoretischen Untersuchungen lésst sich die unsystematisch
fragmentierte DNA als sog. ,,smear* darstellen (Ferrer et al. 1995/ Lieberthal et al. 1996/
Yuan et al. 1999). Dieser Prozess ist etwa zwolf bis 24 Stunden nach dem Einwirken des

Nekrose-hervorrufenden Agens in vollem Gang (Majno und Joris 1995).



So unsicher und problematisch die Etablierung der Nekrose als eigenstindige Form des
Zelltodes ist, so kritisch ist die Definition Nekrose-induzierender Stimuli. Es existieren viele
Hinweise darauf, dass die Art des Zelltodweges von der Dosis des auslosenden Agens
abhingig ist (Majno und Joris 1995/ Lieberthal et al. 1996/ Szekessy 2000). So fiihrt
beispielsweise die einstiindige Erwdrmung einer Zellkultur auf 43°C zur Apoptose, wihrend
der gleiche Vorgang bei 45°C zur Nekrose fiihrt. Ahnliches gilt fiir Zelltod durch Cisplatin
oder Wasserstoffperoxid. Andere  Stimuli, wie Topoisomeraseinhibitoren oder
Calciumionophore konnen in Apoptose oder Nekrose resultieren, wobei hier die
entscheidenden Faktoren bisher nicht klar definiert werden konnten (Szekessy 2000).

Seit Jahrhunderten findet der Begriff ,Nekrose® Verwendung im Sprachgebrauch von
Medizinern und anderen Naturwissenschaftlern. Dabei sind seine Definition und insbesondere
die eindeutige Abgrenzung des nekrotischen Zelltodes gegeniiber anderen Formen des
Zellunterganges bis heute nicht gelungen. Wie oben gezeigt, wurden viele Modelle und
Ansitze postuliert, die jedoch alle nicht konsequent und widerspruchsfrei nachvollzogen
werden konnen. Diese Arbeit definiert den Begriff Nekrose aus praktischen Griinden als

unphysiologischen Zelltodmechanismus, der ,,nicht-apoptotisch* ist.

1.2.2 Apoptose

Der Begriff ,,Apoptose* beschreibt metaphorisch das Herabfallen welker Blitter von einem
Baum (s. Kapitel 1.1). Die Apoptose wird seit etwa 30 Jahren als solche beschrieben und
seitdem als eigenstindige Form des Zelltodes postuliert (Kerr et al. 1972). Sie wird als ein
physiologischer Prozess angesehen, der z.B. in der Embryonalentwicklung, aber auch im
adulten Korper, wie etwa bei der Involution von Ovarialfollikeln, eine Rolle spielt (Pfeffer
und Schroder 1995/ Robles et al. 1999). In diesem Zusammenhang wird sie zum einen als
Gegengewicht zur Mitose betrachtet (Griper 1914/ Majno und Joris 1995). Zum anderen wird
sie der Nekrose gegeniibergestellt, die meist als eine unphysiologische Zelltodart definiert ist
(Allan et al. 1988/ Pfeffer und Schroder 1995/ Martin 1997). Weiterhin existieren
verschiedene Ansichten dariiber, ob der Begriff ,,Apoptose‘ als Synonym fiir den Begriff des
»programmierten Zelltodes angesehen werden kann. In den meisten Arbeiten wird nicht
zwischen diesen beiden Begriffen unterschieden; sie werden synonym gebraucht (Robles et
al. 1999/ Hahn et al. 1999/ Griitter 2000). Andere Autoren setzen Apoptose nicht mit
programmiertem Zelltod gleich (Schwartz et al. 1993/ Hockenbery 1995/ Majno und Joris

1995). Sie definieren zunichst programmierten Zelltod als physiologische Form des



Zellunterganges, wie er etwa im Rahmen der Embryonalentwicklung auftritt. Die Apoptose
sei eine — anhand morphologischer Kriterien definierbare — Art, wie dieser programmierte
Zelltod ablaufen konnte. Es werden jedoch auch Beispiele angefiihrt, in denen andere
Zelltodmechanismen am Zelluntergang im Rahmen eines programmierten, also vom gesunden
Organismus initiierten Zelltodes beteiligt sind. So sind etwa bei der Metamorphose
bestimmter Insekten in den beteiligten Zellen keine Apoptose-charakteristischen Merkmale (s.
unten) zu sehen. Auch scheint der Untergang unreifer T-Zellen im Mausthymus iiber einen
anderen Zelltodweg vermittelt zu sein. Es kommt hier nicht zu einer Anhebung der
Expressionsrate des Polyubiquitin-Gens. Ubiquitin wird jedoch fiir die de novo
Proteinsynthese, wie sie im Rahmen der Apoptose stattfindet, benétigt. Auch fiir den Prozess
der Spermatogenese und den massiven Zelltod von Neuronen wihrend der embryonalen
Entwicklung existieren Hinweise darauf, dass der programmierte Zelltod hier nicht iiber
Apoptose geregelt wird. Die morphologischen Merkmale apoptotischer Zellen konnten hier

nicht immer beobachtet werden (Allan et al. 1987/ Server und Mobley 1991).

Neben der genetischen Determination sind viele Stimuli bekannt, die Apoptose auslosen
konnen. Zu ihnen gehoren Viren, physikalische (ionisierende Strahlung, Hyperthermie),
toxische (Azide, Wasserstoffperoxid), zellulidre (Zytokine wie TNF/ Tumor Nekrose Faktor,
TGFp/ Transforming Growth Factor ) oder immunologische (zytotoxische T-Lymphozyten)
Faktoren. Zu beachten ist jedoch, dass einige dieser Stimuli dosisabhingig auch andere
Zelltodwege triggern konnen (Majno und Joris 1995/ Lieberthal et al. 1996/ Szekessy 2000).
AuBerdem konnen verschiedene Zelltodformen ineinander iibergehen (s. Kapitel 1.2.3). Auch
gibt es Stimuli, die sowohl Apoptose als auch Nekrose induzieren konnen, so z.B. der Tumor
Nekrose Faktor oder Topoisomerase-Inhibitoren (Laster et al. 1988/ Matsubara et al. 1994).
Ob diese heterogenen Stimuli dasselbe oder verschiedene Exekutionssysteme aktivieren, ist
nicht restlos gekldrt. Es scheint jedoch eine Art Kontrollpunkt zu existieren, den alle
Apoptosesignale passieren miissen. Hierfiir spricht die Tatsache, dass das zellulidre Protein
bcl-2 in der Lage ist, alle Formen der Apoptose — bis auf wenige Ausnahmen — zu verhindern
oder zu verlangsamen (Reed 1996). Was in der Zelle zwischen dem Einwirken eines
Apoptose-triggernden Stimulus und der Ausbildung charakteristischer Morphologika
geschieht, ist bisher nur bruchstiickhaft bekannt. Deshalb gibt die Frage, wann Apoptose
beginnt, weiterhin Ritsel auf. Meist wird ein Intervall von zwdlf bis 24 Stunden nach einem
initialen Trigger postuliert. Der ,,point of no return®, ab dem der Zelluntergang irreversibel

geworden ist, scheint jedoch bereits viel frither angesiedelt zu sein (Ferrer et al. 1995/ Yuan et



al. 1999/ Szekessy 2000). Da der genaue molekularbiologische Ablauf des Zelltodes noch
nicht vollstindig geklirt ist, kann ein exakter Zeitpunkt fiir diesen ,,point of no return* nicht
angegeben werden. Experimentell wurde ermittelt, dass er zwischen unterschiedlichen
Zelltypen variieren kann. Er scheint jedoch zeitlich vor der Aktivierung sog. Effektor-

Caspasen (s. unten) gelegen zu sein (Green and Amarante-Mendes 1998/ Link and Harrison

2001).

Genauer beschrieben sind die morphologischen Verdnderungen, die licht- und
elektronenmikroskopisch im Rahmen der Apoptose charakteristischerweise zu beobachten
sind. Diese Morphologika sind in den unterschiedlichen Zelltypen und verschiedenen Spezies
vergleichbar, was als stichhaltiger Beweis dafiir angesehen wird, dass der Prozess ,,Apoptose*
per se iiberhaupt existiert (Kerr et al. 1972/ Robertson and Thomson 1982/ Abrams et al.
1993).

Zunichst beginnt die apoptotische Zelle zu schrumpfen. Die gesamte Zellstruktur erscheint
optisch dichter, was moglicherweise auf einer Akkumulation denaturierter Proteine beruht
(Szekessy 2000). Auch scheint ein erhohter intrazelluldarer Calciumspiegel von Bedeutung zu
sein. Darauf kommt es zu einer Kondensation des Chromatins. Das pyknotische Chromatin
bewegt sich in Richtung der Zellkernmembran (sog. Margination des Chromatins). Diese
periphere Verteilung des Chromatins innerhalb des Zellkernes wurde bereits frithzeitig und
unter Verwendung verschiedener Adverbien (halbmond-, sichel-, hufeisen-, schiffchenformig)
beschrieben. In einigen Féllen kommt es zur Karyorhexis, dem Zerfall des Zellkernes. Zu
beachten ist, dass die DNA bei der Apoptose zwischen den Nukleosomen in Fragmente
zerlegt wird, die ein Vielfaches von 185 Basenpaaren darstellen. Dies fiihrt bei der
Gelelektrophorese zu einem sog. Leitermuster (Ferrer et al. 1995/ Lieberthal et al. 1996/ Yuan
et al. 1999). Im weiteren Verlauf bildet die Zelle Fortsitze aus, die Kernfragmente oder
Zellorganellen enthalten. Dieser Vorgang wird als ,,budding-Phinomen‘ dem ,,blebbing* der
Nekrose gegeniiber gestellt. Wichtig ist hier, dass bei der Apoptose die strukturelle Integritit
der Zellmembran sowie samtlicher Zellorganellen erhalten bleibt, wihrend sich bei der
Nekrose die Zellmembran vom darunter liegenden Zytoskelett ablost und auch die
Zellorganellen durch Fliissigkeitseinstrom geschiddigt werden. Die Fortsitze konnen sich von
der Zelle abtrennen und imponieren dann als sog. ,,apoptotic bodies*. Diese konnen entweder
im Interzellulirraum verbleiben oder phagozytiert werden. Letzteres kann durch
Makrophagen oder benachbarte Zellen geschehen. Die Phagozytose der apoptotic bodies wird

vermutlich durch eine Modulation der Zellmembran vermittelt. Es kommt hierbei zu einer



Verlagerung des Lipides Phosphatidyserin von der Innen- auf die Aufenseite der
Zellmembran (Fadok et al. 1992/ Martin et al. 1995). Wihrend des apoptotischen Prozesses
gelangen keine Zellbestandteile in den Interzelluldrraum. Deshalb wird durch die Apoptose
keine Entziindungsreaktion ausgelost, eine Chemotaxis neutrophiler Granulozyten oder

Lymphozyten etwa durch lysosomale Zellbestandteile bleibt aus.

Auf molekularbiologischer Ebene konnten die komplexen Vorginge in der apoptotischen
Zelle bisher nicht restlos aufgekldrt werden. Ein erster Durchbruch gelang durch
entwicklungsbiologische Untersuchungen bei C. elegans. Durch Mutationsanalysen konnten
Gene fiir den programmierten Zelltod bestimmter somatischer Zellen identifiziert werden
(Ellis und Horvitz 1986). Hierbei handelt es sich im Wesentlichen um drei Gene, ced-3, ced-4
und ced-9. Die Abkiirzung ,,ced steht fiir ,,cell death defective. Die Relevanz dieser Gene
besteht in ihrer teilweise vollstindigen Homologie zu den entsprechenden Proteinen bei
Saugetieren. Ced-9 hat eine anti-apoptotische Wirkung und entspricht zum Teil dem
Zellprotein bcl-2, das bei Sdugetieren die Apoptose verhindern kann. Ced-3 und ced-4 sind
pro-apoptotisch. Bei dem Homolog von ced-4 handelt es sich um APAF-1 (apoptotic protease
activating factor-1), der bei der Bildung des Apoptosoms (s. unten) eine Rolle spielt. Das
Genprodukt von ced-3 ist weitgehend homolog zum interleukin-1f converting enzyme (ICE),
bei dem es sich um ein Mitglied der Familie der Cysteinproteasen handelt. Es wird deshalb
auch als Caspase-1 bezeichnet (Nicholson et al. 1995/ Alnemri et al. 1997). Bisher wurden 13
weitere Caspasen (cysteine-containing aspartic acid proteases) entdeckt (Pistritto et al. 2002).
Dass Caspasen eine wichtige Rolle fiir den programmierten Zelltod spielen, wird von vielen
Autoren beschrieben und gilt heute als unumstritten (Chinnaiyan und Dixit 1996/ Enari et al.
1996/ Greidinger et al. 1996/ Whyte 1996). Sie alle enthalten Histidin-aktiviertes Cystein in
ihrem aktiven Zentrum. Weiterhin zeichnen sie sich durch eine hohe Substratspezifitit aus.
Sie spalten ihre Zielproteine zwischen einem N-terminalen Asparaginsdurerest und einer C-
terminalen hydrophoben Aminosédure (Thornberry und Molineaux 1995). Caspasen liegen im
Zytosol als inaktive Proform vor und werden durch verschiedene Stimuli proteolytisch
aktivert. Dabei wird aus dem Vorldufermolekiil ein groBeres (20 kDa/ p20) und ein kleineres
(10 kDa/ p10) Peptid herausgeschnitten. Je zwei p10 und p20 Molekiile bilden ein Tetramer
mit zwei aktiven Zentren, das fiir die Enzymaktivitit erforderlich ist. Strukturell
unterscheiden sich die Caspasen unter anderem in der Lédnge ihrer Prodominen. Effektor-
Caspasen, wie z.B. Caspase-3, -6 und -7, besitzen kurze Prodoménen und eine hohe

enzymatische Aktivitdt (Thornberry und Lazebnik 1998). Caspasen mit langen Prodominen



werden oft zu Beginn der Apoptose aktivert und daher als Initiator-Caspasen bezeichnet, so
z.B. Caspase-2, -8 und -9 (Blanchard et al. 1999/ Watt 1999). Sie haben ein grofes Potential
zur Autoaktivierung. Diese kann durch verschiedene Signalkomplexe der Zelle in Gang
gebracht werden. Hierbei unterscheiden manche Autoren zwischen extrinsischer/ Typ I-
Apoptose und intrinsischer/ Typ II-Apoptose (Gruetter 2000/ Scaffidi 1998). Fiir beide Modi,
die sich zum Teil auch iiberschneiden, soll hier exemplarisch ein Aktivierungsweg dargestellt
werden:

Bei der extrinsischen Form der Apoptose binden spezifische Liganden an Rezeptoren der
Zelloberfliache. So aktiviert z.B. der Fas-Ligand seinen Rezeptor (Fas, Apo-1 oder CD 95
genannt) durch extrazellulire Bindung, was zu einer Konformationsdnderung der
intrazelluldren Rezeptoranteile fiihrt. Durch die Oligomerisierung dieser Rezeptoranteile wird
die Bindung von FADD (Fas-associated death domain) und Pro-Caspase-8 an den Fas-
Rezeptor ermoglicht. Sie bilden gemeinsam den DISC (death inducing signaling complex),
woraus die Aktivierung von Caspase-8 resultiert. Die aktivierte Caspase-8 10st eine Caspase-
Kaskade aus, indem sie die Effektor-Caspase-3 aktiviert, die wiederum weitere Effektor-
Caspasen, z.B. Caspase-6 und -7, prozessiert (Srinivasula et al. 1996). Hierdurch wird unter
anderem Caspase-8 aktiviert, wodurch ein signalverstirkender Riickkoppelungskreislauf
eingeleitet wird. Neben dem Fas-Rezeptor existieren weitere membranstindige
Todesrezeptoren, z.B. Mitglieder aus der Familie der TNF-Rezeptoren (Dempsey et al. 2003).
Die intrinsische Form der Apoptose impliziert prinzipiell den extrinsischen Weg. Auch hier
kommt es durch Oligomerisierung von Rezeptorbestandteilen zu einer Aktivierung von
Caspase-8. Diese Aktivierung fiihrt zu einer Fragmentierung verschiedener pro-apoptotischer
Faktoren, wie etwa Bid und Bax (Mitglieder der bcl-2-Familie). Das carboxyterminale
Spaltprodukt von Bid vermittelt nach seiner Translokation zu den Mitochondrien die
Freisetzung von Cytochrom c¢ aus der inneren Mitochondrienmembran in das Zytoplasma
(Jacobson 1997/ Li et al. 1998/ Luo et al. 1998). Cytochrom ¢ bindet nun im Komplex mit
dATP an APAF-1, wodurch es zu einer Bindung von Pro-Caspase-9 kommt. Die Pro-
Caspase-9 wird durch eine allosterische Konformationsdnderung gespalten und aktiviert. Der
Komplex aus Cytochrom c¢ gemeinsam mit APAF-1, ATP (oder dATP) und der Caspase-9
wird Apoptosom genannt (von einigen Autoren wird verkiirzend auch der Begriff ,,Aposom*
gebraucht). Die aktivierte Caspase-9 fungiert nun als Initiator-Caspase und prozessiert die
Effektor-Caspase-3. Weiterhin werden die Effektor-Caspasen-6 und -7 aktiviert. Eine
Signalverstirkung durch positive Riickkoppelungsmechanismen erfolgt bei diesem

Apoptoseweg durch Caspase-7-vermittelte Prozessierung von Caspase-9, die wiederum in



einer Aktivierung von Caspase-8 resultiert (Wilson 1998/ Griitter 2000/ Zech 2000/ Gottlieb
2001). Der intrinsische Apoptoseweg kann auch unabhingig von Membranrezeptoren direkt
vermittelt sein. Dies ist z.B. bei der Behandlung mit bestimmten Chemotherapeutika moglich
(Los et al. 1999).

Wie auch immer die Caspase-Kaskade induziert sein mag, als Resultat findet sich stets eine
Aktivierung weiterer Proteasen, die iliber eine Spaltung von Strukturproteinen zu einer
Degradation der Zellbestandteile fiihrt. Hierzu gehoren z.B. nukledre Lamine, Aktin oder
Fodrin (Martin und Green 1995) oder das DNA-Reparaturenzym PARP (Poly(ADP-Ribose)-
Polymerase) (Oliver et al. 1999).

Zusammenhidnge zwischen defekten apoptotischen Prozessen und den unterschiedlichsten
Krankheiten werden von vielen Autoren beschrieben. So existieren z.B. Hinweise darauf, dass
neurodegenerative Erkrankungen, wie etwa der Morbus Alzheimer, mit einer gesteigerten
Apoptoserate in Zusammenhang stehen (Johnson 1994/ Yaar 1997/ Villa und Przedborski
2003). Experimentell konnte nachgewiesen werden, dass ein ,Zuviel“* an Apoptose
Gewebeschidden und sogar den Tod des Individuums herbeifiihren kann. So starben Maiuse,
deren Fas-System durch Injektion von rekombinantem FasL aktiviert wurde, binnen kurzer
Zeit an Leberversagen (Ogasawara et al. 1993/ Nagata 1997/ Tanaka et al. 1997).

Eine Unterfunktion des apoptotischen Systems wiederum kann mit dem Auftreten
verschiedenener Tumore assoziiert sein (Allan et al. 1992/ Lowe und Lin 2000/ Renehan et al.
2001/ Coultas und Strasser 2003). Auch zwischen der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen und Defekten im Apoptosesystem scheint ein Zusammenhang zu
existieren (O’Reilly und Strasser 1999/ Nakayama et al. 2002/ Mevorach 2003).

Die Moglichkeit, apoptotische Prozesse pharmakotherapeutisch zu beeinflussen ist derzeit
Gegenstand vieler Studien (Schneider et al. 2000/ Wandinger et al. 2003). Die komplexen
Vorginge der Apoptose, die im Rahmen dieser Arbeit nur sehr vereinfacht dargestellt werden
konnten, miissen jedoch noch besser verstanden werden, bevor Zelltod-modulierende

Substanzen klinisch therapeutisch eingesetzt werden konnen.

1.2.3 Zwischenformen

Wie bereits ausgefiihrt sind die Begriffe Apoptose und Nekrose nicht eindeutig definiert. Es

existiert eine Vielzahl von Hinweisen darauf, dass es eine Reihe von Zwischenformen von



Zelltodprozessen gibt, die anhand morphologischer Kriterien nicht eindeutig der Apoptose
oder der Nekrose zuzuordnen sind.

Um diese Prozesse trotzdem benennen und klassifizieren zu konnen, schlédgt eine Reihe von
Autoren die unterschiedlichsten Definitionen vor. An dieser Stelle soll versucht werden, einen
Uberblick iiber die geliufigsten Begriffe zu vermitteln.

Der Term ,,Onkose” beschreibt eine Form des Zelltodes, die durch Anschwellen der
sterbenden Zelle, ,,blebbing* und eine erhohte Zellmembranpermeabilitit charakterisiert ist.
Autoren, die diesen Begriff verwenden, stellen ihn der Apoptose gegeniiber, die durch ein
Schrumpfen der Zelle gekennzeichnet ist. Die Nekrose wird als gemeinsame Endstrecke von
Apoptose und Onkose verstanden. Es handele sich bei der Nekrose um postmortale Vorgédnge
in der Zelle (Majno und Joris 1995/ Trump und Berezesky 1996/Levin et al. 1999/ Van
Cruchten und Van Den Broeck 2002). Sterbende Zellen, die den morphologischen Kriterien
der Onkose entsprechen, scheinen z.B. maflgeblich am ischdamischen Zelltod, etwa im
Rahmen einer kardialen Ischimie, beteiligt zu sein. Auch toxische Agentien, die einen Einfluf}
auf das ATP-System der Zelle haben, scheinen eine Rolle zu spielen (Majno und Joris 1995/
Trump et al. 1997/ Elsasser et al. 2001).

Der Begriff ,,Paraptose bezeichnet eine Form des Zelltodes, die morphologisch durch ein
Anschwellen der Mitochondrien und des Endoplasmatischen Retikulums (ER) imponiert. Es
kommt im weiteren Verlauf zu einer Vakuolisierung des Zytoplasmas. Eine Fragmentierung
der DNA ist nicht beteiligt. Welche Rolle die Paraptose fiir den menschlichen Organismus,
insbesondere bei der Entstehung oder Verhiitung von Krankheiten spielt, bleibt bisher
ungeklart (Aigner 2002/ Chen et al. 2002/ Jadus et al. 2003). Eine mogliche Beteiligung in
einigen Fillen von neurodegenerativen Erkrankungen wird diskutiert (Dal Canto und Gurney
1994/ Sperandio 2000). Auch bei Caspase-defizienten Bakterienkulturen wurden
morphologische Verdnderungen beobachtet, wie sie der Paraptose zugeordnet werden (Wyllie
und Goldstein 2001).

Apoptose und Nekrose scheinen ineinander iibergehen zu konnen. So wird z.B. beschrieben,
dass Stickstoffmonoxid in der Lage ist, apoptotische Zelltodprozesse in nekrotische
umzuwandeln (Fiers et al. 1999/ Melino et al. 2000). Auch spielen Storungen der
Mitochondrien eine Rolle. So fiihren Defekte von Cytochrom c- oder AIF- (apoptosis
inducing factor) abhédngigen Prozessen zu einer Umwandlung von Apoptose in Nekrose (Leist
et al. 1997/ Mc Carthy et al. 1997/ Daugas et al. 2000/ Leist und Jiitteld 2001). In diesem
Zusammenhang findet der Begriff der ,programmierten Nekrose® Anwendung. Dabei ist

unter anderem der ATP-Gehalt der sterbenden Zelle von Bedeutung. Ist er zu niedrig, so kann
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die Zelle nicht die notige Energie aufbringen, um die geordneten Prozesse der Apotose
ablaufen zu lassen. Es existieren Hinweise darauf, dass die programmierte Nekrose Caspase-
unabhiéngig ablduft (Vercammen et al. 1998/ Kitanaka und Kuchino 1999/ Mateo et al. 1999/
Holler et al. 2000). Es wird jedoch auch iiber eine Aktivierung von Caspase-8 und -1 berichtet
(Leist et al. 1999/ Boise und Collins 2001). Morphologisch ldsst sich die programmierte

Nekrose von der Apoptose durch ein Fehlen der Chromatin-Kondensation abgrenzen.

Der Begriff ,,apoptoseartiger programmierter Zelltod*“ subsumiert Formen einer Caspase-
unabhingigen Zelltodform, die morphologisch bis auf eine geringer ausgeprigte
Kondensation des Chromatins mit den Merkmalen der Apoptose iibereinstimmt (Foghsgaard
et al. 2001). Nicht alle Autoren verwenden jedoch diesen Begriff; sie sprechen von einer
,Caspase-unabhingigen Form der Apoptose” (Xiang et al. 1996/ Torriglia et al. 2000/
Volbracht et al. 2001).

Indem immer neue morphologische Merkmalsvarianten verschiedener Zelltodwege entdeckt
werden, kommt es zu einer wahren Flut unterschiedlicher Definitionen der verschiedenen
Merkmalskombinationen. Erst wenn die molekularbiologischen Prozesse des Zelltodes
verstanden worden sind, besteht die Moglichkeit, ein schliissiges und weniger verwirrendes

System zu etablieren.

1.3 Die WHO-Klassifikation der Tumoren des Nervensystems

Die Tumoren des zentralen Nervensystems sind durch eine enorme Bandbreite hinsichtlich
threr Morphologie und Histologie charakterisiert. Diese Bandbreite resultiert aus der
Komplexitit des Organsystems, aus dem die Tumore entstehen. Es wurden viele Versuche
unternommen, die Tumoren des zentralen Nervensystems zu klassifizieren. International
durchgesetzt hat sich die WHO-Klassifikation der Tumoren des Nervensystems. 1979 wurde
sie zum ersten Mal publiziert und seitdem mehrfach {iiberarbeitet. Die aktuelle WHO-
Klassifikation der Tumoren des Nervensystems wurde 1999 in Lyon von der ,,WHO Working
Group®, einer Expertengruppe aus 42 Neuropathologen, ausgearbeitet und 2000 publiziert
(Kleihues und Cavenee 2000).

Die Tumore werden aufgrund ihrer Histogenese sortiert. So werden z.B. Tumore des
neuroepithelialen Gewebes, der Hirn- und Riickenmarknerven, der Meningen und
Keimzelltumoren unterschieden. Weiterhin werden die Tumore in vier Malignititsgrade

eingeteilt (I=benigne bis IV=maligne), die eine Einschitzung des Wachstumsverhaltens und
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der Prognose ermoglichen sollen. Die Entscheidung, in welchen Malignititsgrad ein Tumor
einzuteilen ist, wird unter anderem anhand histologischer Merkmale getroffen. Hierzu zédhlen
Zelldichte, mitotische Aktivitit, GefidBproliferation, Zellpleomorphismus, Kern-Plasma-
Relation, Kernatypien sowie das Vorhandensein von Nekrosen. Auch das
Wachstumsverhalten (invasiv/ nicht invasiv; Bildung von Zellformationen, wie etwa
Rosetten/ Pseudorosetten usw.) und immunhistochemische Protein-Expressionsmuster
(Proliferationsmarker, GFAP, S-100, Vimentin uvm.) der Tumorzellen werden beriicksichtigt.
Hierbei ist stets zu beachten, dass nicht nur der histologische Malignitétsgrad die biologische
Wertigkeit eines Hirntumors bestimmt. Auch die Lokalisation des Tumors, seine
Ausdehnung, sowie das Alter und der Allgemeinzustand des Patienten spielen eine
entscheidende Rolle.

Die Merkmale, die zu einer Klassifikation der Tumore fithren, mit denen sich diese Arbeit

beschiftigt, werden nun in den Kapiteln 1.4.1-1.4.5 genauer beschrieben.

1.4 Ausgewiihlte Tumore des zentralen Nervensystems

Es sollen die in dieser Arbeit untersuchten Tumore vorgestellt werden. Dabei werden

epidemiologische, klinische, sowie makro- und mikroskopische Aspekte beriicksichtigt.

1.4.1 Glioblastome

Das Glioblastom zidhlt zu den glialen Tumoren. Es ist also histiogenetisch betrachtet ein
Tumor des neuroepithelialen Gewebes.

Es gehort mit einem Anteil von 12-20% (Daten zur Haufigkeit von Hirntumoren schwanken
selektionsbedingt) zu den haufigsten Tumoren des zentralen Nervensystems. Es macht 50-
60% aller glialen Tumore aus. Bevorzugt tritt es in der fiinften bis sechsten Lebensdekade auf
(Pteiffer et al. 2002). Ménner sind hiufiger betroffen als Frauen (3:2). Glioblastome kénnen
sekundir aus WHO-II- und -III-Astrozytomen entstehen oder sich primir entwickeln.

Die Klinik ist — wie bei anderen intrakraniellen Neoplasien — gepréagt durch Hirndruckzeichen
und Herdsymptome. Zu den Hirndruckzeichen zihlen z.B. Ubelkeit mit morgendlichem
Erbrechen, Kopfschmerzen, Visusstorungen, Stauungspapille oder ein psychoorganisches
Syndrom. Die Herdsymptome orientieren sich an der Lokalisation des Tumors und kénnen
z.B. als Hemiparese, Aphasie, Ataxie, Krampfanfille oder hormonale Stérungen in

Erscheinung treten.
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Glioblastome haben auch bei suffizienter Behandlung (Tumorexstirpation und Bestrahlung)
eine duBerst schlechte Prognose. Die 2-Jahres-Uberlebensrate betrigt fiinf bis zwolf Prozent.
Das Glioblastom ist oft frontotemporal im Marklager lokalisiert und breitet sich dann iiber
den Kortex und die Stammganglien schmetterlingsformig iiber den Balken auf die andere
Hemisphidre aus. Es wird aufgrund dieses charakteristischen Wachstumsverhaltens auch
»dchmetterlingsgliom® genannt. Begleitet wird dieser Prozess von einer z.T. massiven
perifokalen Odembildung. Die Schnittfl:iche des Tumors bietet ein sog. ,.buntes Bild* mit
grau-rotlichen soliden Tumoranteilen, gelblichen Nekrosezonen, Gallertzysten (verfliissigte
Nekrosen) und Blutungen.

Histologisch imponiert das Glioblastom als zellreicher Tumor mit ausgeprigten Kern- und
Zellpolymorphien. Kennzeichnend sind strichformige Nekrosen, die von einem
palisadenartigen Saum aus Tumorzellen umgeben sind. Neben einer hohen Mitoserate, die fiir
ein schnelles Wachstum des Tumors spricht, finden sich ausgeprigte Gefi3proliferate, die
glomerulumartig aufgekniuelt sein konnen. Das Vorhandensein dieser histologischen
Merkmale miindet in einer WHO-IV-Gradifikation, wobei entweder die charakteristischen
GefiBproliferate oder die Nekrosen vorhanden sein miissen. Das Glioblastom ist somit ein

hochmaligner Gehirntumor.

1.4.2 Oligodendrogliome

Oligodendrogliale Tumore konnen verschiedene Malignitdtsgrade haben. So zidhlen zu den
oligodendroglialen Tumoren nach WHO das Oligodendrogliom (WHO-II) und das
anaplastische Oligodendrogliom (WHO-III), mit dem sich diese Arbeit beschiftigt. Der Anteil
von Oligodendrogliomen an allen Hirntumoren betridgt etwa 10% (Biihling et al. 2000). Die
Manifestationshaufigkeit ist in der vierten Dekade am groBten. Frauen sind héaufiger betroffen
als Minner (3:7) (Sandritter und Thomas 1983).

Klinisch treten typischerweise epileptische Anfélle als Erstsymptom auf. Die
Wachstumsgeschwindigkeit ist eher als langsam einzustufen. Die 5- bzw. 20-Jahres-
Uberlebensrate liegt bei 40-75% bzw. 15%. Bei Oligodendrogliomen konnte erstmals ein
Zusammenhang zwischen molekulargenetischen Veridnderungen und der Prognose
nachgewiesen werden. So kommt es zu einer Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen auf
den Chromosomen 19q und 1p. Bei anaplastischen Oligodendrogliomen finden sich dariiber

hinaus Verdnderungen auf 9p und Chromosom 10.
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Das anaplastische Oligodendrogliom ist bevorzugt in der Hirnrinde lokalisiert.
Makroskopisch sind die Hirnwindungen aufgetrieben. Man sieht einen zystischen Zerfall,
Nekrosen und Verfettungen. Die Schnittfliche ist demnach weich und zystisch, durch
Verkalkungen der Tumorkapillaren erscheint sie oft auch kornig.

Histologisch imponieren die gleichférmig aussehenden Tumorzellen durch die sog.
,Honigwabenstruktur®. Die monomorphen kleinen rundlichen Zellkerne liegen in einem
optisch leeren Zytoplasma. Die Zellgrenzen sind, @hnlich wie bei Pflanzenzellen, deutlich zu
sehen. Verkalkungen finden sich haufig, besonders in der Tumorrandzone. Das anaplastische
Oligodendrogliom weist dariiber hinaus verschiedene histologische Merkmale auf, die zu
einer WHO-III-Gradifikation fithren. Dazu gehoren eine hohe Zelldichte, ausgeprigte
Kernpolymorphie, eine erhohte Mitoserate, Nekrosen und GefaBproliferate, die
glomerulumartige Figuren bilden konnen.

Die Korrelation zwischen Malignititsgrad und Prognose ist geringer ausgepriagt als bei
anderen Hirntumoren, wie z.B. Astrozytomen. Von Relevanz scheinen hier — neben den

bereits erwdhnten molekulargenetischen Merkmalen — Nekrosen und die Mitoserate zu sein.

1.4.3 Ependymome

Die ependymalen Tumore leiten sich von den Ependymzellen der Ventrikel ab und zéhlen
somit ebenfalls zu den Tumoren des neuroepithelialen Gewebes. Sie machen insgesamt etwa
4% aller Hirntumore aus, jedoch 30% aller Hirntumore von Kindern, die jiinger als drei Jahre
alt sind. Sie manifestieren sich am héufigsten in der zweiten Dekade (Pfeiffer et al. 2002).
Ependymome finden sich in der Nachbarschaft der Hirnventrikel. Sie konnen dabei intra- oder
periventrikuldr oder auch im Riickenmark auftreten. Die Rezidivrate ist hoch (etwa 50% der
Fille zeigen ein syptomfreies Intervall von fiinf Jahren). Weiterhin besteht die Moglichkeit
einer lymphogenen Metastasierung.

Makroskopisch handelt es sich um derbe Tumore mit einer bunten Schnittfliche.
Mikroskopisch sind sog. ,Pseudorosetten” charakteristisch. Hierbei lagern sich die
Tumorzellen radidr um ein zentrales Gefifl an, wobei der Zellkern der Tumorzellen
randstdndig ist. Es entsteht so ein kernfreier Hof von Zytoplasma um das Gefall (sog.
»dtrahlenkranz®). Je nach Erscheinungsbild der Tumorzellen unterscheidet man zwischen
zelluldren, klarzelligen, papilldren oder tanizytischen Ependymomen. Alle diese Varianten
werden als WHO-II gradifiziert. Das anaplastische Ependymom (WHO-III) zeichnet sich

durch eine hohe Zelldichte und eine deutlich gesteigerte Mitoserate aus. Eine perinekrotische
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Zelldichtesteigerung  (Bildung  sog.  ,,Pseudopalisaden”)  wird  ebenfalls als
Malignitétskriterium gedeutet. Welche dieser Merkmale prognoserelevant sind, ist nicht

sicher geklirt.

1.4.4 Medulloblastome/ PNETSs (Primitive Neuroektodermale Tumore)

Der Begriff der ,primitiven neuroektodermalen Tumore (PNETs) umfasst mehrere,
morphologisch dhnliche, hochmaligne Neoplasien. Sie sind tiberwiegend wenig differenziert;
sowohl eine neuroepitheliale als auch mesenchymale Differenzierung ist moglich. Ob die
zerebralen (supratentoriellen) oder spinalen PNETs sich histologisch von den
Medulloblastomen des Kleinhirnes, die 80% der PNETs ausmachen, unterscheiden, ist nicht
restlos geklart. Die WHO-KIlassifikation zdhlt die PNETs bzw. Medulloblastome zusammen
mit Medulloepitheliomen und den Ependymoblastomen zu den embryonalen Tumoren. Das
Medulloblastom stellt etwa 5% aller Hirntumore. Es ist der hdufigste Tumor des Kindes- und
Jugendalters. Der Altersdurchschnitt der Erkrankten liegt etwa bei zehn Jahren. Jungen sind
hiufiger betroffen als Méadchen (65% aller Erkrankten sind ménnlich).

Die Klinik besteht aus Hirndruckzeichen (oft wird der Aquéddukt verlegt) und zerebelldren
Symptomen. Die Anamnese ist bei dem schnell wachsenden Tumor eher kurz. Nach
suffizienter Behandlung (Operation, Chemotherapie, Bestrahlung) liegt die 5-Jahres-
Uberlebensrate bei 50-70%. Tritt in den ersten fiinf Jahren nach der Behandlung kein Rezidiv
auf, ist die Wahrscheinlichkeit eines spiteren Rezidivs gering (Pfeiffer et al. 2002).

Das Medulloblastom ist bei Kindern hdufig in den wurmnahen Kleinhirnanteilen, bei
Erwachsenen eher in den Kleinhirnhemisphéren lokalisiert. Es findet sich manchmal auch in
der Briicke oder im Mittelhirn.

Makroskopisch sind die Medulloblastome weich und unscharf begrenzt. Eine diffuse Aussaat
in die Leptomeningen duflert sich in einer zuckergussartigen Triibung. In einem Drittel der
Fille bestehen Liquormetastasen. Histologisch imponiert der Tumor durch seine Zelldichte
mit runden, chromatinreichen Zellkernen und nur sehr wenig umgebendem Zytoplasma. Die
Zellen konnen ringféormig um ein fibrillires Zentrum liegen und so Pseudorosetten (sog.
,Homer-Wright-Rosetten*“) bilden. Die Mitoserate ist hoch. Es finden sich flichenhafte
Nekrosen sowie zahlreiche Einzelzellnekrosen.

Aufgrund dieser Merkmale werden Medulloblastome/ PNETSs in der WHO-Klassifikation als
WHO-IV eingestuft.
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1.4.5 Meningiome

Meningiome zihlen nach der WHO-Klassifikation zusammen mit den mesenchymalen
nichtmeningothelialen Tumoren zu den Tumoren der Meningen. Sie leiten sich von den
arachnoidalen Deckzellen ab. In Abhingigkeit ihrer histologischen Merkmale konnen sie in
die Grade WHO-I bis -III eingestuft werden (s. unten).

Es handelt sich um einen der hdufigsten Hirntumore im Erwachsenenalter (Anteil von 15%).
Atypische Meningiome (WHO-II) machen etwa 4-7% aller Meningiome aus. Anaplastische
Meningiome (WHO-III) haben einen Anteil von 1-2%. Frauen sind hiufiger betroffen als
Minner (2:1). Meningiome konnen in jedem Lebensalter auftreten, am héufigsten jedoch in
der fiinften und sechsten Dekade (Biihling et al. 2000/ Pfeiffer et al. 2002). Aufgrund des
langsamen Wachstums dauert es meist lange, bis die bereits in Kapitel 1.4.1 beschriebenen
Symptome (Hirndruck- und Herdzeichen) in Erscheinung treten. Die Prognose ist je nach
Malignitidtsgrad des Tumors unterschiedlich. Die WHO-I-Meningiome haben eine geringe
Rezidivrate und sind operativ relativ gut zu behandeln. Die Prognose ist gut; eine Progression
von moglichen Rezidivtumoren zum atypischen und anaplastischen Meningiom ist jedoch
moglich. Die atypischen (WHO-II) und anaplastischen Meningiome (WHO-III), mit denen
sich diese Arbeit beschiftigt, zeigen eine hohe Rezidivrate. Bei den anaplastischen
Meningiomen liegt die mediane Uberlebenszeit bei unter zwei Jahren.

Meningiome sind oft am Keilbeinfliigel, der Falx, der Olfaktoriusrinne oder auch im
Spinalkanal lokalisiert. Die Schnittflache erscheint makroskopisch grau und koérnig und kann
Zysten und Verkalkungen aufweisen. Sie wachsen unter der Dura, verdringen dabei die
umgebenden Hirngewebsanteile, konnen jedoch auch die Dura durchdringen und durch die
Sinusrdume in die Knochenmarksraume eindringen. WHO-II- und -III-Meningiome konnen
auch infiltrativ in das Hirngewebe wachsen.

Histologisch werden bei den Meningiomen zahlreiche Subtypen unterschieden, die das breite
Differenzierungsspektrum  der  Arachnoidalzellen  widerspiegeln  (meningotheliale-,
psammomatdse-, mikrozystische-, angiomatése Meningiome, um nur einige zu nennen).
Atypische Meningiome werden histologisch durch folgende Kriterien definiert: Entweder
muss die Mitoserate gesteigert sein (definiert als mindestens vier Mitosen pro zehn ,high-
power-fields*). Oder es miissen drei von fiinf Merkmalen (gesteigerte Zelldichte, hohe Kern-
Plasma-Relation, unstrukturiertes Wachstum, prominente Nukleolen, flichenhafte Nekrosen)
vorliegen. Anaplastische Meningiome zeigen eine stark verdnderte, eindeutig maligne

Zytologie oder eine sehr stark erhohte Mitoserate (mindestens 20 Mitosen pro zehn ,.high-
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power-fields®).  Infiltratives = Wachstum  wird nicht mehr als entscheidendes
Malignitétskriterium, sondern als Zeichen einer erhohten Rezidivwahrscheinlichkeit gewertet

(Kleihues und Cavenee 2000).
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2 Problemstellung

Die Therapie von Hirntumoren stellt sich bis heute noch sehr problematisch dar. Insbesondere
sind maligne WHO-III- und -IV-Tumore durch eine hohe Rezidivwahrscheinlichkeit und eine
schlechte Prognose gekennzeichnet. Die mittlere Uberlebenszeit eines Glioblastom-Patienten
betrigt weniger als ein Jahr nach Diagnosestellung. Medulloblastome bzw. PNETsS stellen den
hiufigsten Tumor des Kindes- und Jugendalters. Auch sie sind hédufig nicht suffizient
therapierbar und ihre Prognose ist schlecht. Es stellt sich somit die Frage, wie die
Empfinglichkeit von Hirntumoren gegeniiber verschiedenen Therapievarianten erhoht werden
kann.

Um die Therapierbarkeit von Tumoren zu erhdhen, ist es von entscheidender Bedeutung, die
Faktoren zu analysieren, die fiir das biologische Verhalten der Tumore verantwortlich sind.
Ein wichtiges therapie- und prognoserelevantes Merkmal ist die Tumorprogression. Das
Wachstum eines Tumors ist durch zwei gegenldufige Mechanismen determiniert:
Zellwachstum und Zelltod. Bisherige Therapieansitze haben sich hauptsichlich auf die
Zellproliferation konzentriert. Diese Vorgehensweise nutzt den Umstand, dass schnell
wachsendes Tumorgewebe eher durch zytostatische Substanzen gehemmt wird als ,,normales*
Korpergewebe. Diese Methode ist jedoch wenig spezifisch. Die Anzahl und Ausprigung von
unerwiinschten Wirkungen ist entsprechend hoch.

Seit einiger Zeit wird versucht, therapeutische Strategien zu entwickeln, die nicht das
Proliferationsverhalten von Tumorzellen zum Angriffspunkt haben, sondern die Induktion
ihres Zelltodes.

Die Existenz verschiedener Zelltodmechanismen ist seit langem bekannt. Hierbei wird im
Allgemeinen zwischen Nekrose und Apoptose unterschieden. Nekrose wird dabei meist als
unphysiologische passive Reaktion von Zellen auf duf3ere toxische Stimuli verstanden (s. auch
Kapitel 1.2.1), bei der Apoptose handelt es sich hingegen um einen physiologischen
Mechanismus, der unter bestimmten Bedingungen zu einer programmiert ablaufenden Form
des Zelltodes fiihrt (s. Kapitel 1.2.2). Pathologische Verdnderungen in diesem apoptotischen
Programm kommen im Rahmen vieler Erkrankungen vor, so auch in Hirntumoren. Da das
Apoptoseprogramm in Tumorzellen moglicherweise gestort ist, ist eine genaue Analyse der
Apoptose-assoziierten Faktoren in Tumorzellen notwendig, um die Fihigkeit von Zellen,
Apoptose zu begehen, therapeutisch nutzen zu kénnen.

In dieser Arbeit werden maligne Hirntumore von 56 Patienten hinsichtlich ihres Wachstums-

und Zelltodverhaltens analysiert. Zum einen soll untersucht werden, ob ein Zusammenhang
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zwischen den Proliferations- und Apoptoseraten der untersuchten Tumore (Glioblastome,
Oligodendrogliome (WHO-III), Ependymome (WHO-III), Medulloblastome/ PNETs (WHO-
IV) und Meningiome (WHO-II bzw. -1II)) und ihrer Malignitit besteht.

Zum anderen sollen verschiedene Apoptose-assoziierte Faktoren analysiert werden. Da es sich
bei der Apoptose um ein komplexes Netzwerk handelt, werden sowohl Faktoren der
extrinsischen, Rezeptor-vermittelten (TNFa, TNF-R1, TRAIL), als auch der intrinsischen,
mitochondrialen Form der Apoptose (APAF-1/ Caspase-9/ SMAC), sowie verschiedene
Initiator- (Caspase-9) und Effektor-Caspasen (Caspase-2, -3, -6 und -7) untersucht.

Die Expression der genannten Faktoren in verschiedenen Kompartimenten der
Gewebeprdparate (z.B. vitales Tumorgewebe, peritumorales Normalgewebe) wird
(semi)quantitativ ermittelt und mit den Daten aus den Normalkontrollen verglichen. Auch
wird gepriift, ob sich aus den Expressionsraten der Faktoren Schliisse beziiglich der Suffizienz
des apoptotischen Systems ziehen lassen.

Bei den Medulloblastomen/ PNETs und den WHO-II/ -III Meningiomen wird dariiber hinaus
versucht, neben Gemeinsamkeiten auch mogliche Unterschiede des biologischen Verhaltens
der Tumore hinsichtlich ihrer unterschiedlichen Lokalisation bzw. ihrer Malignititsgrade zu

entdecken.

Zusammengefasst mochte die vorliegende Arbeit einen Uberblick iiber Wachstum und
Zelltodmechanismen von verschiedenen Hirntumoren verschaffen. Dazu soll eine Auswahl
maligner Hirntumore hinsichtlich ihrer Ausstattung mit Apoptose-assoziierten Faktoren
charakterisiert werden. Moglichkeiten und Grenzen einer Anwendung dieser Daten als

prognostischer Marker oder therapeutische Option sollen aufgezeigt werden.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Patienten

Die Auswahl der Fille wird anhand des histopathologischen Befundes sowie durch
mikroskopische Begutachtung der vorliegenden HE-Schnitte getroffen. Dabei bildet das
Vorhandensein von nekrotischen Arealen im Tumorgewebe die Voraussetzung zur Aufnahme
des Falles in die Studie.

Unter weiterer Beriicksichtigung von Qualitidt und GroBe der vorliegenden Priparate werden
56 Patienten ausgewdhlt (s. Tab. 7.1.1). Eine Patientin hat einen Riickenmarkstumor. Bei den
restlichen Fillen handelt es sich um intrakranielle Neoplasien.

Bei vier Patienten war die Gewebsentnahme nicht aufgrund eines tumordsen Prozesses
erfolgt. In allen Féllen handelt es sich um Blutungen. Diese Fille dienen als
Normalkontrollen. Die geringe Anzahl der verwendeten Normalkontrollen ergibt sich aus der
Tatsache, dass selten Gehirngewebe von Patienten entnommen wird, bei denen keine
Pathologika vorliegen. Es wird darauf verzichtet, Normalfille aus Autopsiematerial zu
rekrutieren, da hier durch ein ,,post mortem delay* eine artifizielle Verdnderung apoptotischer
Parameter, wie z.B. DNA-Fragmentation, vorliegen konnte.

In 18 Fillen liegt ein Glioblastom (WHO-IV) vor. Bei drei der 18 Patienten werden jeweils
zwei, bei einem Patienten drei verschiedene Areale des operativ entfernten Tumors
untersucht. Es ergibt sich so eine Gesamtzahl von 23 untersuchten Glioblastompriparaten.
Die Gewebeproben von zwei der 18 Patienten zeigen fokal auch eine oligodendrogliale
Differenzierung. Bei zwei der oben genannten Patienten handelt es sich um ein Rezidiv.

Bei den sechs untersuchten Oligodendrogliomen handelt es sich um anaplastische
Oligodendrogliome WHO-III (s. Kapitel 1.4.2), eines davon ist ein Rezidiv. Einer der Fille ist
ein anaplastisches Mischgliom (ebenfalls WHO-III).

Bei zwei untersuchten Fillen handelt es sich um anaplastische Ependymome (WHO-III; s.
Kapitel 1.4.3).

Vier der sechs ausgewihlten Medulloblastome (WHO-1V) zeigen die klassisch-homogene,
eines die desmoplastische Variante (s. Kapitel 1.4.4). In einem Fall liegt ein Mischtyp vor.
Bei einem der klassischen Medulloblastome handelt es sich um ein Rezidiv; von diesem
Tumor wurden zwei verschiedene Areale untersucht. Demnach werden insgesamt sieben

Medulloblastompriparate analysiert.
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In sechs Fillen liegt ein ,,Primitiver Neuroektodermaler Tumor* (PNET) vor (WHO-1V; s.
Kapitel 1.4.4). Einer davon ist nicht intrakraniell, sondern auf Hohe der LWK 3-5 lokalisiert.
Bei einem der Fille handelt es sich um die Metastase eines vorbestehenden Neuroblastoms.
Ein weiterer Fall weist ein multipotentes Differenzierungsmuster auf.

Es werden insgesamt 18 Meningiome (s. Kapitel 1.4.5) untersucht, wobei es sich in 14 Fillen
um atypische/ intermedidre Meningiome (WHO-II) handelt. Eines davon ist ein Rezidiv. In
vier Fillen liegt ein anaplastisches/ malignes Meningiom (WHO-III) vor. Bei dreien davon

handelt es sich um Rezidive.

3.2 Gewebegewinnung, -fixation und -bearbeitung

Die Entnahme des Hirngewebes erfolgt im Rahmen einer offenen neurochirurgischen
Operation. Das Material wird zunichst in 10% gepuffertem Neutralformalin fixiert, darauthin
dehydriert, geklirt sowie abschlieBend gemi3 einem Standardprotokoll iiber Nacht im
Autotechnikon (AT) in reines Paraffin eingebettet.

Die angefertigten Blocke werden mit einer Fallnummer versehen und archiviert. Das in ihnen
enthaltene Gewebe ist auf lange Zeit haltbar.

Zu immunhistologischen Zwecken werden mit einem Mikrotom (Leica Modell Jung SM
2000) 3um dicke Schnitte angefertigt und auf Objekttriger aufgezogen, die zur besseren
Haftung des Gewebes zuvor mit Silan (s. Kapitel 3.4) beschichtet worden waren. Die Schnitte
werden daraufhin eine halbe Stunde bei 40°C auf einer Heizplatte und anschlieend iiber
Nacht im Brutschrank bei 37°C getrocknet. Die so entstandenen Préparate konnen bis zur
weiteren Verarbeitung nahezu unbegrenzt lange aufbewahrt werden.

Vor einem sich anschlieBenden Féarbeverfahren muss das Paraffin wieder aus dem Gewebe
entfernt werden. Dies geschieht durch Einlegen des Objekttriagers in zwei Xylolbader (fiir
jeweils ca. 10 Min.) und Durchlaufen der sog. aufsteigenden Alkoholreihe. Dabei wird der
Objekttriager fiir jeweils einige Minuten in Alkoholbdder der Konzentrationen 100%, 96%,
70% (jeweils zwei Mal) eingelegt. Im Anschluss daran verbleibt der Objekttrager fiir einige
Minuten in Aqua dest. Das Gewebe ist nun fiir alle beliebigen Fiarbeverfahren vorbereitet; alle
weiteren Schritte hdngen von dem gewiinschten Verfahren ab und werden in Kapitel 3.5

beschrieben.
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3.3 Antikorper

3.3.1 Primérantikorper

3.3.1.1 Faktoren des TNF-vermittelten Zelltodweges

Tumor Nekrose Faktor (TNFa)

Klon:

Spezifitiat/ Kommentar:

Quelle:

polyklonal, Kaninchen

Der Antikorper erkennt sowohl das 26 kDa schwere Prohormon,
als auch das 76 Aminosduren kiirzere reife Protein des
menschlichen TNFo. TNFf (Lymphotoxin) wird nicht markiert.

Acris

Tumor Nekrose Faktor-Rezeptor 1 (TNF-R1)

Klon:

Spezifitat/ Kommentar:

Quelle:

polyklonal, Kaninchen

Der Antikorper richtet sich gegen ein Protein (Aminoséduren 30-
301) in der extrazelluldren, Ligand-bindenden Doméne des
zellmembranstindigen TNF-Rezeptor 1 des Menschen. Der
TNF-Rezeptor 1 ist 55 kDa schwer und vermittelt als
»lTodesdomine®, zusammen mit Fas und den Signalproteinen
TRADD, FADD/ MORT-1 und RIP, das durch den Tumor
Nekrose Faktor vermittelte apoptotische Signal.

Santa Cruz

TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL/ Apo-2L)

Klon:

Spezifitat/ Kommentar:

polyklonal, Kaninchen

TRAIL/ Apo-2L ist ein weiteres Mitglied der TNF-, Familie®.
Es handelt sich um ein 281 Aminosduren langes Protein,
welches sowohl in 18slicher als auch in zellmembranstindiger
Form in verschiedenen Geweben des menschlichen Korpers

vorkommt. Die 10sliche Variante vermittelt Apoptose in
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Quelle:

unterschiedlichen Tumor-Zelllinien. Der AntikOrper ist gegen
die Aminosduresequenz 25-281 des C-Terminus des Proteins
gerichtet.

Santa Cruz

3.3.1.2 Apoptose-assoziierte mitochondriale Faktoren

Apoptotic protease activating factor-1 (APAF-1)

Klon:

Spezifitdt/ Kommentar:

Quelle:

polyklonal, Kaninchen

APAF-1 ist ein 130 kDa schweres Protein, das gemeinsam mit
Cytochrom ¢ und Caspase-9 das sog. ,,Apoptosom‘ bildet,
wodurch eine Reihe von Effektor-Caspasen (vor allem Caspase-
3) aktiviert, und somit Apoptose vorangetrieben wird. Auch ist
APAF-1 in der Lage unabhingig von Cytochrom ¢ und dATP
Caspase-9 zu aktivieren. Dies geschieht durch Oligomerisierung
des Vorldufer-Molekiils von Caspase-9, was zu einer
Autoaktivierung fiihrt. APAF-1 enthilt eine Domine, die zu
48% dhnlich und zu 22% identisch ist mit dem Zelltod-
vermittelnden Gen ced-4 des Nematoden C. elegans. Der
Antikorper richtet sich gegen die Aminosduresequenz 871-1194
des C-Terminus des Proteins.

Santa Cruz

Second mitochondria-derived activator of caspase (SMAC/ DIABLO/ direct inhibitor-of-

apoptosis-binding protein with low pl)

Klon:

Spezifitat/ Kommentar:

polyklonal, Kaninchen

SMAC ist ein 239 Aminosduren langes Protein, das
normalerweise im Mitochondrium zu finden ist, jedoch in das
Zytosol entlassen wird, sobald Zellen apoptotische Prozesse
durchlaufen. Im Zytosol inhibiert SMAC die anti-apoptotischen
Effekte der IAPs (inhibitor of apoptosis proteins), indem es an

sie bindet. Dadurch kommt es zu einer verstarkten Aktivierung
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Quelle:

3.3.1.3 Caspasen

Caspase-9

Klon:

Spezifitat/ Kommentar:

Quelle:

Caspase-7

Klon:

Spezifitat/ Kommentar:

von Caspase-9 (iiber das Apoptosom, bestehend aus Cytochrom
¢, APAF-1 und Caspase-9), wodurch wiederum verstirkt
Effektor-Caspasen (wie Caspase-3) aktivert werden. Es kommt
letztendlich zu einer Hochregulierung der Apoptose. SMAC
kommt in nahezu allen Gewebearten des Menschen vor. Der
Antikorper richtet sich gegen die HisTag-Komponente des
menschlichen SMAC-Proteins.

Biocarta

9CSP02, monoklonal, Maus

Caspase-9 ist ein 46-48kDa groBes Protein, das im Zytosol unter
apoptotischen Stimuli vermehrt exprimiert wird. Dort bindet es
unter Priasenz von Cytochrom ¢ und dATP an APAF-1, wodurch
es zu einer Aktivierung der Caspase-9 kommt. Als Initiator-
Caspase kommt ihr nun die Rolle zu, Effektor-Caspasen wie
Caspase-3, -6 und -7 zu aktivieren, wodurch diese durch
Spaltung von der Proform in die aktive Form {iiberfiihrt werden
und die apoptotische Degeneration der Zelle weiter
vorangetrieben werden kann. Der AntikOrper reagiert mit der
Prodomine menschlicher Caspase-9.

Biocarta

7CSPO1; monoklonal, Maus

Caspase-7 ist ein 35 kDa schweres Protein, dem als Effektor-
Caspase die Funktion zukommt, Substrate durch Spaltung
abzubauen, die fiir die morphologischen und biochemischen

Verdnderungen, die eine Zelle wihrend der Apoptose
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Quelle:

Caspase-3/ CPP32

Klon:

Spezifitat/ Kommentar:

Quelle:

Caspase-2/ ICH-1

Klon:

Spezifitat/ Kommentar:

durchlduft, verantwortlich sind. Sie wird zytoplasmatisch
exprimiert.

Eine Alpha- und eine Betaform sind bekannt. Die Alphaform
umfasst 303 Aminosduren und wird wihrend der Aktivierung in
20 und 12 kDa Untereinheiten gespalten. Die 253 Aminoséduren
lange Betaform entsteht eventuell im Rahmen eines alternativen
Spaltungsvorganges und spielt moglicherweise die Rolle eines
negativen Regulators bei apoptotischen Vorgédngen.

Das Protein dient in seiner gesamten Linge als Antigen fiir den
Antikorper.

Biocarta

3CSPO03; monoklonal, Maus

Die Caspase-3 ist als Effektor-Caspase fiir die spezifische
Spaltung von Substraten verantwortlich, aus deren Degradation
die zellmorphologischen Veridnderungen wihrend der Apoptose
resultieren. Sie liegt als 32 kDa schweres Proenzym vor, das
nach Aktivierung in zwei 17 kDa und 12 kDa schwere
Untereinheiten zerfillt. Beide Formen kommen hauptsichlich
im Zytosol vor. Im zentralen Nervensystem spielt aktivierte
Caspase-3 bei der Apoptose im Rahmen neuronaler
Differenzierungsvorgéinge in der embryonalen Entwicklung eine
Rolle. Auch hier dient das Protein dem Antikorper in seiner
gesamten Linge als Antigen.

Biocarta

polyklonal, Kaninchen
Als Antigen dient der C-Terminus der menschlichen Caspase-2.
Caspase-2 fungiert als Initiator-Caspase und vermittelt zum

einen die Freisetzung mitochondrialer Faktoren (SMAC,
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Quelle:

Cytochrom ¢, AIF) im Rahmen von Apoptose. Zum anderen
aktiviert sie die Effektor-Caspase-3.

abcam

Caspase-6/ mammalian Ced-3 homologue 2 (Mch2)

Klon:

Spezifitat/ Kommentar:

Quelle:

MIB-1

Klon:

Spezifitat/ Kommentar:

Quelle:

3.3.2 Sekundérantikorper

polyklonal, Kaninchen

Caspase-6 wird durch Apoptose-induzierende Stimuli, wie z.B.
Granzym B (Todesprotease der zytotoxischen T-Zellen), und vor
allem durch Caspase-3 aktiviert. Dabei ist das inaktivierte
Zymogen im Gegensatz zur aktivierten Caspase-6 kein Dimer.
Es existieren eine alpha- (34 kDa) und eine beta-Isoform (22
kDa), die beide durch den Antikorper detektiert werden.
Wiihrend des Vorganges der Apoptose kommt der Caspase-6 die
Aufgabe zu, Spindelapparat-Proteine (nuclear mitotic apparatus
protein/ NuMA) des Zellkernes zu spalten. Weiterhin vermittelt
sie generell die Schrumpfung und Fragmentation des Zellkernes.

StressGen

Ki-67, monoklonal, Maus

Der Antikorper markiert proliferierende Zellen. Er ist gegen ein
Antigen gerichtet, das von menschlichen proliferierenden Zellen
in der G1-, G2-, S- und M-Phase exprimiert wird, nicht jedoch
withrend der GO-Phase.

DACO

Biotinylated anti-rabbit IgG (H+L)

Klon:

polyklonal, Kaninchen
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Spezifitat/ Kommentar:

Quelle:

Der in der Ziege produzierte Antikorper reagiert spezifisch mit
den eingesetzten polyklonalen Kaninchen-Primirantikorpern.
An das konjugierte Biotin kann im Rahmen von Firbeverfahren
Avidin zu Avidin-Biotin-Komplexen binden, die wiederum
Kontaktstelle fiir das zuzugebende Chromogen sind. Dies
ermoglicht die Darstellung des zu detektierenden Lokus, an dem
sich das gesuchte jeweilige Antigen befindet. Der
Sekundirantikorper fungiert somit als sog. Briickenantikorper
(ndheres: s. 3.5.1).

Vector Laboratories

Biotinylated anti-mouse IgG (H+L)

Klon:

Spezifitat/ Kommentar:

Quelle:

3.4 Reagenzien

monoklonal, Maus

Der im Pferd produzierte Antikorper reagiert spezifisch mit den
eingesetzten monoklonalen Maus-Primérantikorpern. Das an
eine schwere Kette des kristallinen Fragmentes des
Sekundirantikorpers  konjugierte  Biotin  ermdglicht  die
Anheftung des Avidin zum Avidin-Biotin-Komplex und somit
(s. 0.) die Anfarbung des gesuchten Antigens (nidheres: s.
Kapitel 3.5.1).

Vector Laboratories

Silan (3-Aminopropyltri-Ethoxysilan/ APES)

herstellen einer 2% Silan-Aceton-Losung

Objekttrager 20 sec. in Silanlosung tauchen

2 x in Aceton spiilen

2 x in Aqua dest. spiilen

Objekttriager tiber Nacht bei 37°C trocknen lassen

die Silanisierung der Objekttriger verbessert die Haftung des
Préparates

Quelle: Fluka
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Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS) 0,01 M

Zitratpuffer

Na,HPO, Dinatriumhydrogenphosphat 11,50 g

KHPO, Kaliumhydrogenphosphat 043¢

NaCl Natriumchlorid 584 ¢

die Losung wird in 1 1 Aqua dest. mittels NaOH/ HCI auf pH
7,4 eingestellt

PBS dient zum Spiilen der Priparate, zum Ansetzen diverser
Reagenzien (s. dort) sowie zum Verdiinnen der Primér- und
Sekundérantikorper

Quelle: Merck

Ce¢HsO; H,O Zitronensdure-Monohydrat 2,10 g

in 1 I Aqua dest. 16sen

mit NaOH/ HCI auf pH 6,0 einstellen

Zitratpuffer ermoglicht (vor allem in Kombination mit Wirme)
eine Auffaltung von Zellproteinen, wodurch die Epitope besser
fiir die Antikorper-Bindung zuginglich werden; aulerdem dient
es dem Ansetzen diverser Losungen (s.dort)

Quelle: Merck

Wasserstoffperoxid (H,O,) 30%

Methanol (CH;OH)

Proteinase K

mit Aqua dest. oder Methanol zu 3%iger Losung verdiinnen
senkt die endogene Peroxidase-Aktivitit des Gewebes und
reduziert so eine falsch positive Anfarbung (Hintergrund)

Quelle: Merck

senkt als 3%ige Losung mit Wasserstoffperoxid die endogene
Peroxidase-Aktivitit im Gewebe

Quelle: Riedel-de Haen
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1 mg wird zusammen mit 10 ml PBS-Stammldsung (10fach
konzentriertes PBS) angesetzt

bewirkt als Enzym ein ,,Andauen* von Zellproteinen, wodurch
die zu markierenden Epitope besser fiir eine Antikorper-
Bindung zugénglich werden.

Quelle: Sigma

Triton X (t-Octylphenoxypolyethoxyethanol)

wird 0,1%ig in 0,1%igem Zitratpuffer angesetzt

reduziert die Oberflichenspannung des Préaparates, wodurch die
nachfolgend aufgetragene Substanz (z.B. Antikorper) besser
haftet

Quelle: Sigma

3,3’-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid (DAB)

Non-Immunserum

Héamalaun nach MEYER

wegen Toxizitét als Fertigprédparat:

eine Tablette DAB und eine Tablette Urease in 5 ml PBS

unmittelbar vor Gebrauch ansetzen

dient in seiner Funktion als Elektronendonor als Chromogen
(braune Anfirbung); in Alkohol unloslich
Quelle: Sigma

reduziert die unspezifische Hintergrundfarbung durch
Anlagerung an stark geladene z.B. Bindegewebselemente des
Préparates, an die sich sonst der verwendete Primirantikorper
unspezifisch binden konnte

stammt aus derselben Spezies wie der Briickenantikorper (hier:
Pferd/ monoklonal; Ziege/ polyklonal)

wird 1:100 in PBS angesetzt

Quelle: Vector Laboratories

dient als Kernfarbung (blau) der Gegenfirbung der Priparate
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e Quelle: Merck

Glyceringelatine
¢ wird zum Einbetten auf das Pridparat aufgetragen

e Quelle: Merck

Avidin-Biotin-Komplex
e der Peroxidase-konjugierte Avidin-Biotin-Komplex bindet an
den Biotin-konjugierten Sekundérantikdrper

e Quelle: Vector Laboratories

TUNEL- (TdT-mediated dUTP Nick End Labeling) Losung
e Terminale Deoxynukleotidyltransferase aus Kalbsthymus in
Puffer
e Nukleotid-Gemisch in Reaktionspuffer
e ermoglicht die Detektion von DNA-Einzelstrangbriichen
(ndheres: s. Kapitel 3.5.2)
¢ Quelle: Roche

Converter-POD
¢ Anti-Fluorescein-Antikorper, Fab Fragment aus dem Schaf
e konjugiert mit Meerrettichperoxidase, die die Umwandlung
eines Chromogens ermoglicht

e Quelle: Roche
3.5 Praparationsverfahren
3.5.1 ABC- (Avidin-Biotin-Complex) Methode
Die Avidin-Biotin-Methode (weiterhin: ABC-Methode) ermdglich auf einfache Art und
Weise unter Verwendung von spezifischen Antikorpern die Darstellung verschiedener

Antigene (= Proteine) in Geweben. Es handelt sich hierbei um ein sogenanntes

immunhistochemisches Verfahren.
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Zunachst muss das darzustellende Epitop durch verschiedene Verfahren dem
antigenbindenden Fragment (Paratop) des entsprechenden Primirantikérpers zuginglich
gemacht werden.

Dazu wird zunéchst das Einbettungsmaterial Paraffin wie oben dargestellt in der absteigenden
Alkoholreihe aus dem Gewebe entfernt. Im néchsten Schritt werden die Schnitte entweder in
Zitratpuffer in einer Mikrowelle gekocht oder mit Proteinase K inkubiert (s. Tab. 3.1). Dies
fiihrt zu einer Auffaltung bzw. Andauung von Zellproteinen, die evtl. das gesuchte Epitop
verdecken konnten. Der Primérantikorper erhilt so einen besseren Zugang zum Antigen.
Darauthin werden die Praparate mit PBS abgespiilt und mit Tierserum inkubiert. Das Serum
soll von dem Tier stammen, aus dem der Sekunddrantikdrper gewonnen wurde, um eine
unspezifische Anlagerung desselben zu vermeiden. Bei monoklonalen Primédrantikdrpern
handelt es sich in diesem Fall um Pferde-, bei polyklonalen um Ziegenserum. Das Serum
lagert sich im Gewebe an freiliegende Stellen mit hoher Ladung an, die eine hohe Affinitét zu
Proteinen haben (so z.B. Kollagen- oder Bindegewebselemente). So wird verhindert, dass sich
der Primirantikorper, bei dem es sich ebenfalls um ein Protein handelt, an diese Stellen
bindet. Eine unspezifische Hintergrundfirbung des Priparates kann hierdurch reduziert
werden. Das Tierserum wird nicht durch einen Waschvorgang entfernt, sondern lediglich
abgeklopft.

Nun wird der gewiinschte Primérantikorper in einer durch ein Titrationsverfahren ermittelten
Konzentration in PBS verdiinnt aufgetragen und unterschiedlich lange bei verschiedenen
Temperaturen auf den Priparaten belassen (Einzelheiten: s. Tab. 3.1). Der Primirantikorper
soll moglichst spezifisch an sein jeweiliges Gewebs-Antigen binden.

Nachdem die Objekttriger in PBS gewaschen wurden, wird der Sekundirantikorper (verdiinnt
in PBS) aufgetragen. Bei verwendeten polyklonalen Primérantikbrpern (generiert im
Kaninchen) handelt es sich in diesem Fall um einen gegen Kaninchenprotein ausgerichteten
Antikorper, der aus der Ziege gewonnen wurde. Bei entsprechenden monoklonalen
Primérantikdrpern (aus der Maus) dagegen um einen gegen Miuseprotein gerichteten
Antikorper, der im Pferd generiert wurde. Der Sekundirantikorper ist an seinem kristallinen
Fragment kovalent mit Biotin konjugiert. Er reagiert spezifisch mit seinem antigenbindenden
Fragment mit dem kristallinen Fragment des zuvor aufgetragenen Primirantikorpers.

Nach diesem Schritt und einem weiteren Waschen in PBS werden die Priparate nun mit dem
Peroxidase-konjugierten Avidin-Biotin-Komplex (weiterhin: AB-Komplex) inkubiert. Das
Avidin hat eine hohe Affinitét fiir Biotin. Es besitzt vier freie Bindungsstellen, die aufgrund

der molekularen Konfiguration jedoch in der Regel nicht vollstindig mit Biotin-Molekiilen
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besetzt sind. An das biotinylierte kristalline Fragment des Sekundérantikorpers binden nun die
zugegebenen AB-Komplexe. Das in ihnen enthaltene Biotin ist seinerseits mit Peroxidase
konjugiert.

Nach einem weiteren Waschvorgang in PBS wird Diaminobenzidin-Hydrochlorid (DAB) zu
den Pridparaten gegeben. Das DAB dient der Peroxidase des AB-Komplexes als
Elektronendonor, was in einer einfachen chemischen Reaktion zur Entstehung eines
Farbmolekiiles und Wasser fithrt. Die Farbmolekiile prizipitieren nun an der Stelle des
gesuchten Antigens.

Nach Spiillen mit Wasser werden die Pridparate mit MEYER’S Hidmalaun und spiterem
Bliuen unter flieBendem Wasser gegengefirbt.

AbschlieBend werden unter Verwendung von Glyceringelatine Deckgldser auf die
Objekttrager gebracht.

Die Préparate stehen nun einer Analyse unter dem Lichtmikroskop zur Verfiigung.

Protokoll ABC-Methode (Immunhistochemie)

(sofern nicht anders angegeben, wurden die entsprechenden Schritte bei Raumtemperatur/ RT

durchgefiihrt)

1. entparaffinieren

2. 2% H,0; in Aqua dest. 10 min.

3. kochen in Zitratpuffer in der Mikrowelle 3x5 min.
oder: Proteinase K fiir 15 min.
4. abkiihlen lassen 20-30 min.
5. spiilen in PBS 5 min.
6. Serum auftragen 1:100 in PBS 20 min.
7. Primérantikorper auftragen (Konzentrationen, Zeit, Temperatur: s. Tab. 3.1)
8. spiilen und waschen in PBS 5 min.
9. biotinylierten Sekundirantikorper auftragen 1:100 in PBS 30 min.

10. spiilen und waschen mit PBS 5 min.

11. Avidin-Biotin-Komplex auftragen 1:100 in PBS 30 min.
12. spiilen und waschen mit PBS 5 min.

13. DAB auftragen 10 min.

14. abspiilen und wissern 15 min.

15. gegenfarben mit MEYER’S Hédmalaun 2-4 min.
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16. blduen unter flieBendem Wasser 15 min.

17. eindeckeln mit Glyceringelatine

Primér- Antikoérper | Verdiinnung Inkubationsverhiltnisse | Vorbehandlung
TNFa 1: 100 iiber Nacht; 4°C Mikrowelle
TNF-R1 1: 150 iiber Nacht; 4°C Mikrowelle
TRAIL 1: 100 iiber Nacht; 4°C Mikrowelle
APAF-1 1: 100 iiber Nacht; 4°C Proteinase K
SMAC 1: 4000 iiber Nacht; 4°C Proteinase K
Caspase-9 1: 400 60 min.; RT Mikrowelle
Caspase-7 1: 100 60 min.; RT Mikrowelle
Caspase-6 1: 100 60 min.; RT Proteinase K
Caspase-3 1: 100 60 min.; RT Mikrowelle
Caspase-2 1: 750 60 min.; RT Mikrowelle

Tab. 3.1: Ubersicht iiber die Modalititen der Anwendung der benutzten Primérantikorper.

3.5.2 TUNEL- (TdT-mediated dUTP Nick End Labeling) Methode

Mit der TUNEL-Methode lassen sich durch in situ-labeling DNA-Einzelstrangbriiche,
sogenannte ,,nicks sichtbar machen. Im Gegensatz zur Elektrophorese, bei der sich Apoptose
in der sog. DNA-Leiter (Oligonukleosomen) manifestiert, lassen sich durch die TUNEL-
Methode in situ Riickschliisse auf die Lokalisation einzelner apoptotischer Zellen ziehen.
Zunichst miissen jedoch die Pridparate vorbehandelt werden, um die entsprechenden DNA-
Einzelstrangbruchstellen den fiir die Methode spezifischen Reagenzien zugénglich zu
machen.

Nach einer Entparaffinierung und Rehydrierung der Priparate in der aufsteigenden
Alkoholreihe wird Proteinase K auf die Schnitte gegeben. Diese sorgt als eiweillspaltendes
Enzym fiir ein Andauen von Zellproteinen, sodass die DNA-Einzelstrangbriiche als Substrat
einer Bindungsreaktion zur Verfiigung stehen.

Es folgt ein Waschvorgang mit PBS. Weiterhin werden die Priparate mit Wasserstoffperoxid
in Methanol inkubiert, wodurch die Aktivitit der endogenen Gewebe-Peroxidase gehemmt
wird (diese konnte sonst dem zugegebenen Chromogen als Substrat dienen). Somit wird eine

falsch positive Anfarbung des Priparates reduziert.
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Nachdem die Schnitte mit PBS gewaschen wurden, wird nun in Zitratpuffer angesetztes
Triton X auf das Gewebe gebracht. Das Triton X reduziert die Oberflichenspannung der
Priparate, wodurch das nachfolgend aufzutragende TUNEL-Reaktionsgemisch besser
anhaften kann.

Das TUNEL-Reaktionsgemisch ist eine Mixtur aus zwei Komponenten, bestehend aus einem
Enzym (der terminalen Deoxynukleotidyl-Transferase; weiterhin: TdT) und Fluoreszein-
konjugierten Nukleotiden. Die TdT erkennt Strangbriiche in hochmolekularer DNA und
verkniipft die freien 3’-OH Enden mit den Fluoreszein-konjugierten Nukleotiden.

Nach dem Waschen in PBS wird nun ein Antikorper zu den Préaparaten gegeben, der sowohl
gegen Fluoreszein gerichtet, als auch mit Meerrettichperoxidase konjugiert ist. Er bindet mit
seinem antigenbindenden Fragment an das konjugierte Fluoreszein der an den
Einzelstrangbriichen polymerisierten Nukleotide.

Die Schnitte werden nochmals mit PBS gewaschen. Daraufhin werden sie mit DAB inkubiert,
das, wie bereits in der oben beschriecbenen ABC-Methode, der Peroxidase als
Elektronendonor dient, wodurch dort ein Farbstoff prézipitiert, der spezifisch die
apoptotischen Einzelstrangbriiche sichtbar macht.

Damit die Préaparate besser beurteilt werden konnen, werden die Schnitte nach einem weiteren
Waschvorgang (mit Wasser) mittels MAYER’S Himalaun gegengefirbt. Hierbei ist zu
beachten, dass die Kernfirbung nicht zu intensiv ausfillt, damit die nukledren
Zellveranderungen, die sich wéhrend der Apoptose ereignen, noch hinreichend beurteilt
werden konnen.

Zuletzt werden die Préaparate mit Wasser und PBS gewaschen und abschlieBend mit
Glyceringelatine eingedeckelt.

Die Schnitte stehen nun einer Analyse unter dem Lichtmikroskop zur Verfiigung.

Protokoll TUNEL- (TdT-mediated dUTP Nick End Labeling) Methode

(sofern nicht anders angegeben, wurden die entsprechenden Schritte bei Raumtemperatur/ RT

durchgefiihrt)
1. entparaffinieren
2. auftragen von Proteinase K fiir 15 min.
3. waschen mit PBS 2 x 5 min.
4. auftragen von 2% H,0O; in Methanol fiir 30 min.
5. waschen mit PBS 2 x 5 min.
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auftragen von 0,1% Triton X in 0,1% Citratpuffer fiir 2 min. bei 4°C
waschen mit PBS 2 x 5 min.

inkubieren mit TUNEL-Reaktionsgemisch fiir 60 min. bei 37°C

° ® 2

waschen mit PBS bei 3 x 5 min.

10. inkubieren mit Converter-POD fiir 30 min. bei 37°C
11. waschen mit PBS 3 x 5 min.

12. auftragen von DAB fiir 10 min.

13. waschen mit H,O fiir 2 x 5 min.

14. gegenfarben mit MAYER’S Hidmalaun fiir 1-2 min.
15. waschen mit PBS fiir 5 min.

16. blduen mit H,O fiir 2 min.

17. eindeckeln mit Glyceringelatine

3.6 Auswertung

3.6.1 Quantitative Analyse

Im Rahmen der quantitativen Analyse sollen bei jedem Priparat in einem etwa 10000 Zellen
umfassenden Areal die durch die beschriebenen Verfahren markierten Zellen gegen die nicht
markierten Zellen ausgezihlt werden.

Dabei soll das AusmaB der exprimierten Apoptose-assoziierten Faktoren zu einem Uberblick
tiber die Zelltodvorgédnge im vorliegenden Tumorgewebe verhelfen.

Zu diesem Zweck werden zundchst in den angefertigten Schnitten Bereiche ausgewihlt, die in
allen seriellen Schnitt-Praparaten einer Gewebeprobe vorhanden sind und ein reprisentatives
Bild iiber die Tumorverhiltnisse des jeweiligen Falles abgeben. Explizit wird darauf geachtet,
dass in den untersuchten Abschnitten Nekrosen vorhanden sind. Weiterhin werden die im
Tumorrandgebiet liegenden Zellen sowie im mikroskopisch tumorfreien Normalgewebe des
Préaparates befindliche Zellen ausgewertet. Die Auszdhlung der Zellen erfolgt unter dem
Lichtmikroskop mit Hilfe eines Zahlrasters.

Dabei wird bei den Antikorpern gegen TNFa, TNF-R1, TRAIL, SMAC, sowie Caspase-9, -3
und -6 ein semiquantitatives Auswertungsverfahren gewihlt (nach: Tews und Nissen 1999/
Tews 2000). So entspricht eine Anfiarbung von 1-25% =1, 26-50% = 2, 51-75% = 3 und 76-
100% = 4; farben sich keine Zellen an, ergibt sich der Term 0. Zum besseren Verstiandnis

wird diese semiquantitative Skala im Text in den entsprechenden Prozentangaben angegeben.
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Bei einigen Firbungen findet sich jedoch eine zum Teil so sparliche Expression, dass ein
quantitativer Auswertungsmodus verwendet werden muss (in Prozent; keine Anfirbung = 0).
Dies ist bei den Antikorpern gegen APAF-1, sowie Caspase-2 und -7 der Fall.

Apoptose- und Proliferationsraten werden in Prozent ausgewertet.

Fiir alle Faktoren werden Mittelwerte, sowie Minimal- und Maximalwerte angegeben.

Zur statistischen Auswertung der Daten werden zum einen Korrelationspunktwolken erstellt.
Diese Methode wird verwendet, wenn sich aus vorangegangenen Studien aufschlussreiche
Fragestellungen hinsichtlich der Korrelation der untersuchten Faktoren ergeben. Zum anderen
werden der H-Test von Kruskal und Wallis fiir mehrere unabhingige Stichproben, sowie der
U-Test nach Wilcoxon, Mann und Whitney (fiir zwei unabhingige Stichproben) angewendet.

Die Ergebnisse werden als signifikant eingestuft, wenn p<0,05 ist.

3.6.2 Qualitative Analyse

Bei der qualitativen Analyse wird zum einen untersucht, in welchen Bereichen des Priparates
eine Expression der untersuchten Faktoren zu erkennen ist. Hierbei sind besonders die in den
Praparaten vorkommenden Nekrosezonen sowie das sie umgebende perinekrotische Areal
interessant. Auch wird untersucht, ob es zu einer Expression der Faktoren im peritumoralen
Hirngewebe kommt.

Es wird ebenfalls gepriift, ob die markierten Zellen ein besonderes Verteilungsmuster der
untersuchten Faktoren zeigen. Zum einen geht es dabei um die Frage, ob sich Faktoren
bestimmten Zellkompartimenten zuordnen lassen (intranukleédr oder zytoplasmatisch). Auch
wird gepriift, ob die markierten Tumorzellen gleichmiBig, d.h. ohne erkennbares Muster, iiber
das Tumorgewebe verteilt sind, oder ob es zu fokalen Expressionssteigerungen kommt.

Die in den Priparaten befindlichen Gefidlle werden dahingehend analysiert, ob sie durch die

verwendeten Antikorper angefirbt werden oder nicht.
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4 Ergebnisse

4.1 Normalfille (N=4)

Bei den untersuchten Normalkontrollen, bei denen es sich in allen vier Féllen um Blutungen
handelt, findet sich keine Expression der untersuchten Apoptose- assoziierten Faktoren in den
zum Vergleich zu den Tumorzellen der anderen Prédparate herangezogenen Gliazellen.

Die bei den Blutungspatienten gefundenen Ergebnisse korrelierten in den Pridparaten der
Tumorpatienten mit den Gewebeabschnitten, die — soweit morphologisch erkennbar — nicht
von Tumorgewebe infiltriert waren. Eine Ausnahme bilden hier die Glioblastom- und
Oligodendrogliompriparate, in denen auch im nicht infiltrierten Normalgewebe in einigen
Féllen geringe Expressionsraten der Faktoren TNFa, TRAIL, Caspase-3 und Caspase-6
gefunden wurden (s. Kapitel 4.2.1.2 und 4.2.2.2). Dies soll in den Kapiteln 5.1 und 5.2
ausfiihrlich diskutiert werden.

Einige der in den Normalkontrollen vorhandenen Gefidle zeigen eine physiologische
Expression der untersuchten Faktoren (TNFa, TNF-R1, TRAIL, APAF-1, SMAC, Caspase-9,
-7, -3, -2 und -6). Dies ist ebenfalls in den tumorfreien Arealen der Patientengruppe zu

beobachten.

4.2 Untersuchung der einzelnen Tumore

4.2.1 Glioblastome (N=18; WHO-1V; s. Tab. 7.1.1)

Zur statistischen Auswertung der Daten werden Korrelationsdiagramme erstellt (s. auch
Kapitel 3.6.1). Es werden die Expressionsraten folgender untersuchter Faktoren
gegeneinander aufgetragen:

Die Proliferationsrate (entsprechend der MIB-1-Expressionsrate) gegen die Apoptoserate
(entsprechend der Markierungsrate durch TUNEL; s. Diagramm 7.2.1; ndheres: s. Kapitel
5.1.1); TNFa-positive Tumorzellen gegen TNF-R1-positive Tumorzellen (s. Diagramm 7.2.2;
niheres: s. Kapitel 5.1.2.1), TNF-R1-positive Tumorzellen gegen die Rate der TUNEL-
positiven Tumorzellen (s. Diagramm 7.2.3; ndheres: s. Kapitel 5.1.2.1), SMAC-positive
Tumorzellen gegen TUNEL-positive Tumorzellen, sowie SMAC gegen die Expressionsraten
von TRAIL (s. Diagramme 7.2.4-5; néheres: s. Kapitel 5.1.2.1), Caspase-9 (s. Diagramm
7.2.6 sowie Kapitel 5.1.2.2) und Caspase-2 (s. Diagramm 7.2.7 sowie Kapitel 5.1.2.3).
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Weiterhin werden die Expressionsraten von Caspase-2 gegen die von Caspase-3 und die
TUNEL-Expressionsrate aufgetragen (s. Diagramme 7.2.8-9 und Kapitel 5.1.2.3). Ebenso
wird eine Korrelation der Expressionsraten von Caspase-3-positiven- mit Caspase-9-positiven
Tumorzellen gepriift (s. Diagramme 7.2.10 und Kapitel 5.1.2.3), zudem werden Caspase-6-
gegen Caspase-7-positive Tumorzellen gegeneinander aufgetragen (s. Diagramme 7.2.11 und
Kapitel 5.1.2.3).

Es ergibt sich in keinem Fall eine klare Korrelation zwischen den untersuchten Faktoren.

Die statistische Analyse mittels H- und U-Test (s. Kapitel 3.6.1) fiihrt zu folgenden
Ergebnissen:

Es existiert kein signifikanter Unterschied zwischen den Expressionsraten von TNFa bei allen
untersuchten WHO-IV-Tumoren (p=0,402; s. Kapitel 5.1.2.1). Jedoch unterscheiden sich die
Expressionsraten von TNFa signifikant, wenn man die Tumoren der verschiedenen
Malignitatsgrade (WHO-II, -III und -IV) miteinander vergleicht (p=0,007; s. Kapitel 5.1.2.1).
Niedrigmaligne Tumore exprimieren demnach mehr TNFa als hochmaligne. APAF-1 und
Caspase-9 werden von den Tumoren der Malignititsgrade WHO-II, -III und —IV nicht
signifikant unterschiedlich exprimiert (p=0,053 bzw. p=0,828; s. Kapitel 5.1.2.2). Hingegen
existiert ein signifikanter Unterschied beziiglich den Expressionsraten von SMAC bei den
Tumoren der unterschiedlichen Malignititsgrade (p=0,004). Hochmaligne Hirntumore
exprimieren weniger SMAC als niedrigmaligne. Die Analyse der Expressionsraten von
Caspase-3 zeigt, dass diese signifikant hoher in WHO-IV-Tumoren exprimiert wird als in
Tumoren der WHO-Grade II und IIT (p=0,004; s. Kapitel 5.1.2.3). Keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Expressionsraten bei den Tumoren unterschiedlicher WHO-
Grade ergeben sich fiir die Caspase-2 (p=0,706), -6 (p=0,151) und -7 (p=0,208; néheres: s.
Kapitel 5.1.2.3).

4.2.1.1 TUNEL-positive DNA-Fragmente/ Proliferation (s. Tab. 7.1.2 und 7.1.3)

Der Anteil TUNEL-markierter Tumorzellen liegt bei den untersuchten Glioblastom-
Préaparaten im Mittel bei 0,83% (Min: 0%, Max: 7,5%; s. Abb. 7.3.1). Dabei ldsst sich in
einem guten Drittel der Fille beobachten, dass hauptsédchlich Zellen in den perinekrotischen
Bezirken des Tumorgewebes apoptotisch sind. In zwei Fillen sind keine apoptotischen Zellen

zu finden.
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Demgegeniiber liegt der Durchschnitt proliferierender Zellen im Tumorgewebe bei 24,13%
(Min: 5%, Max: 50%). Hierbei ist kein spezielles Verteilungsmuster, z. B. perinekrotisch, zu
erkennen.

Es zeigt sich somit eine vielfach hohere Proliferations- als Apoptoserate.

4.2.1.2 Apoptose-assoziierte Faktoren (s. Tab. 7.1.4-8)

a) TNFoa (s. Tab. 7.1.4)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil TNFa-exprimierender Tumorzellen liegt im semiquantitativen Mittel bei 1,26
(Min: 0; Max: 4), d.h. bei etwa 32% der Zellen des tumords verdnderten Gewebes. In fiinf
Fillen ist ein fokales Expressionsmuster erkennbar, bei dem TNFa-exprimierende Zellen das
insgesamt sparlich angefarbte Tumorgewebe stralenformig durchziehen oder kleine Bezirke
in Form von Zellnestern bilden.

In drei Fiéllen sind ausgeprigt gemistozytire Zellformen vorhanden, die stets intensiv
angefirbt sind.

In drei Fillen ist keine Anfarbung von Tumorzellen zu sehen.

Die in den — soweit lichtmikroskopisch erkennbar — nicht von Tumor infiltrierten Arealen der
Randzone vorhandenen Zellen sind in geringerem Ausmal} positiv fiir TNFa (0,26 in der
Tumorrandzone, was etwa 7% entspricht; nur in sechs Fillen ist in diesen nicht-tumordsen
Abschnitten iiberhaupt eine Anférbung zu sehen. Sowie 0,48 (12%) im Normalgewebe; hier
sind lediglich vier Fille positiv).

Die Anfiarbung der Zellen beschrinkt sich stets auf das Zytoplasma, in keinem der Fille ist
eine Farbung des Zellkernes zu sehen. Diese Zytoplasma-Anfarbung ist zumeist gleichmafig,

in fiinf Fillen ergibt sich jedoch ein feingranulédres Expressionsmuster von TNFa.

Nekrosezonen und perinekrotische Areale

In allen Priparaten sind strichformige bis groBfldchige Nekrosezonen zu finden, die sich in
zwei Fillen unspezifisch intensiv anfarben. In den iibrigen Fillen unterscheidet sich die
Anfirbung der Nekrosezonen nicht von der iibrigen Hintergrundfirbung.

Die in den perinekrotischen Arealen gelegenen Tumorzellen unterscheiden sich in ihrem

Anfirbungsverhalten nicht von den restlichen, im vitalen Tumorgewebe befindlichen Zellen.
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Lediglich in einem Fall ist eine deutliche perinekrotische Expressionssteigerung fiir TNFo zu

sehen.

Gefdfse
Sowohl in den Bezirken vitalen Tumorgewebes als auch in morphologisch nicht von Tumor

infiltrierten Gewebearealen zeigt sich eine Expression von TNFa in den Gefédlen.

b) TNF-R1 (s. Tab. 7.1.4)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil TNF-R1-exprimierender Tumorzellen betrigt im Mittel 1,09 (Min: 0; Max: 4).
Dies entspricht etwa 27%. In fiinf Fillen findet sich ein fokales Expressionsmuster, in dem
intensiv gefdarbte Tumorzellen in Form von StraBen und kleineren Zellnestern das
Tumorgebiet durchsetzen.

In zwei Fillen sind es hauptsichlich gemistozytire neoplastische Astrozyten, die durch eine
Expression von TNF-R1 imponieren.

Bei drei Fillen ist keine Anfarbung von Tumorzellen auszumachen.

Betrachtet man die Tumorrandzonen der Priparate, so weisen die dort vorhandenen Gliazellen
weitaus geringere Expressionsraten auf. Hier liegt der Anteil der TNF-R1-positiven Zellen bei
0,30 (8%). Hierbei ist jedoch zu beachten, dass jeweils in nur vier Féllen {iberhaupt angefirbte
Gliazellen zu finden sind.

Bei TNF-R1-exprimierenden Zellen ist stets eine Anfdarbung des Zytoplasmas zu sehen, eine
Anfiarbung des Zellkernes findet sich nicht. Dabei ist das Zytoplasma generell diffus

angefirbt, es sind keine intrazytoplasmatischen Granulae o0.4. auszumachen.

Nekrosezonen und perinekrotische Areale

Die Untersuchung der mehr oder weniger ausgeprigt vorhandenen nekrotischen Bereiche der
Praparate zeigt in drei Fillen eine intensive generalisierte, wahrscheinlich unspezifische
Anfiarbung der Nekrosezonen.

Die Expression in den perinekrotischen Tumorzellen entspricht der des vitalen

Tumorgewebes. In vier Fillen zeigt sich eine perinekrotische Expressionssteigerung.
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Gefdfse
In den GefiBlen zeigt sich eine Expression von TNF-R1 sowohl in Bereichen des vitalen
Tumorgewebes, als auch in den Pridparateanteilen, die keine pathologischen Verdnderungen

aufweisen.

¢) TRAIL (s. Tab. 7.1.5)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil TRAIL-exprimierender Tumorzellen liegt im Mittel bei 1,17 (Min: 0; Max: 4).
Dies entspricht knapp 30%. In sechs Fillen ist ein fokales Expressionsmuster vorhanden. Zum
Teil finden sich hier straBenformige Ziige intensiv gefdrbter Zellen innerhalb des
Tumorgebietes, zum anderen sind jedoch auch kleine Gruppen positiver Zellen zu sehen. In
den Priparaten, die eine gemistozytire Tumorzellkomponente aufweisen, ist auch hier zu
erkennen, dass diese stets intensiv angeférbt sind.

In sechs Fillen wird TRAIL im Tumorgewebe nicht exprimiert.

Gliazellen in Gewebeabschnitten, die lichtmikroskopisch keine pathologischen
Veridnderungen aufweisen, farben sich in jeweils sechs der untersuchten Fille an. Im Mittel
betrigt der Anteil positiver Zellen 0,35 (9%; in der Tumorrandzone), bzw. 0,39 (10%; im
Normalkontrollgewebe).

In allen untersuchten Féllen zeigt sich stets eine Anfarbung des Zytoplasmas, niemals ist ein
gefirbter Zellkern zu finden. Hierbei ist ausschlieBlich eine diffuse, generalisierte Farbung

des Zytoplasmas zu sehen, es liegen keine intrazytoplasmatischen Granulae oder Vesikel vor.

Nekrosezonen und perinekrotische Areale

Die Betrachtung der Nekrosezonen zeigt, dass diese sich bis auf eine Ausnahme nicht
anfidrben. In den perinekrotischen Tumoranteilen kommt es jedoch in fiinf Féllen zu einer
deutlichen Expressionssteigerung von TRAIL in den Tumorzellen. Es kommt zu wallartigen
Formationen von positiven Zellen um die Nekrosezonen herum, die inmitten von

Tumorgewebe liegen, das eine deutlich geringere Expression von TRAIL zeigt.

Gefdfse
Bei der Untersuchung der Gefil3e ist zu erkennen, dass diese sowohl im Tumor- als auch im

Normalgewebe zum Teil positiv fiir TRAIL sind.
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d) APAF-1 (s. Tab. 7.1.5)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil APAF-1-exprimierender Tumorzellen liegt bei 8% im Mittel (Min: 2%, Max:
50%). Zu beachten ist, dass in lediglich zwolf (ca. 50%) der Fille iiberhaupt eine Expression
von APAF-1 zu sehen ist (s. Abb. 7.3.2). Von diesen zwolf Fillen zeigen wiederum fiinf ein
deutliches fokales Expressionsmuster. Sofern sich im Tumorgewebe Gemistozyten befinden,
farben diese sich intensiv an. In elf Féllen werden durch den APAF-1 Antikorper keine Zellen
markiert.

In den Tumorrandgebieten der untersuchten Fille sind im Mittel lediglich 0,7% der Gliazellen
positiv. Hierbei ist zu beachten, dass in nur drei von 23 Fillen iiberhaupt eine Anfirbung zu
sehen ist (auch dann sind jedoch nur maximal 5% der Gliazellen positiv). Die Expressionsrate
von APAF-1 ist somit in diesen Gewebeanteilen der Prédparate deutlich niedriger als im
vitalen Tumorgewebe. Stets zeigt sich eine diffuse, zum Teil auch fein granulidre Anfarbung

des Zytoplasmas, niemals sind Zellkerne gefirbt.

Nekrosezonen und perinekrotische Areale

In drei der Fille firben sich die Nekrosezonen deutlich und unspezifisch an. Ebenfalls in drei
Fillen ist eine deutliche wallartige Anfarbung der perinekrotisch liegenden Tumorzellen zu
erkennen. Diese setzen sich deutlich gegen das umgebende Tumorgewebe ab, das insgesamt

eine schwichere Expression von APAF-1 zeigt.

Gefdfse
Die Gefille sind zum iiberwiegenden Teil negativ fiir APAF-1. Lediglich in zwei Fillen findet
sich eine Anfarbung der Gefifle im vitalen Tumorgewebe, in einem der beiden Fille sind auch

die GefiBe in tumorfreien Gewebeanteilen geférbt.

e) SMAC (s. Tab. 7.1.6)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Im Mittel sind 1,91 der Tumorzellen in den untersuchten Priparaten positiv fir SMAC (Min:

0; Max: 3). Dies entspricht etwa 48% aller Tumorzellen. In nur drei Fillen ist keine

Anfirbung des vitalen Tumorgewebes zu sehen. In drei Fillen sind fokal einzelne Zellnester
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positiv fiir SMAC, in zwei weiteren Fillen zeigt sich ein stralenférmiges Expressionsmuster
von SMAC im Tumorgewebe.

Die Betrachtung der Tumorrandbereiche der untersuchten Priparate zeigt eine deutlich
geringere Expression von SMAC in den Gliazellen. Sie liegt in den Tumorrandgebieten im
Mittel bei 0,09 (entspricht etwa 2%). Hierbei ist zu beachten, dass sich in nur drei Fillen
tiberhaupt eine fokale Anfirbung vereinzelter Zellen fiir SMAC zeigt, wihrend in allen
anderen Fillen die Gliazellen nicht gefirbt sind. Im vitalen Tumorgewebe der untersuchten
Préparate ist demnach insgesamt eine deutlich hohere Expressionsrate fiir SMAC erkennbar.
In sdmtlichen Préiparaten ist das Zytoplasma geférbt, niemals der Zellkern. In mehreren Fillen

ist ein feingranuldres, vesikelartiges Expressionsmuster von SMAC zu sehen.

Nekrosezonen und perinekrotische Areale

Einige Nekrosezonen sind unspezifisch angefirbt. In 13 Fillen (> 50%) kommt es zu einer
Steigerung der Expression von SMAC in den perinekrotischen Tumorzellen. Sie heben sich
deutlich gegen das umgebende insgesamt meist SMAC-negative Tumorgewebe ab. Es sind

hier wallartige, die Nekrosezonen umgebende Zellformationen zu sehen.

Gefdfse
Die Betrachtung der Gefidlle zeigt, dass diese sowohl im Tumor- als auch im Normalgewebe

zum Teil positiv fiir SMAC sind (etwa gleich hiufig).

f) Caspase-9 (s. Tab. 7.1.6)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil an Caspase-9-exprimierenden Tumorzellen liegt bei den untersuchten Féllen im
Mittel bei 2,30 (Min: 1; Max: 4), was etwa 58% entspricht. Hierbei sind in allen Priparaten
Caspase-9-positive Zellen zu sehen. In 15 Fillen sind dabei die Tumorzellen nicht
gleichmiBig verteilt angefirbt. So sind zum Teil fokal positive Zellnester im insgesamt eher
spérlich angefarbten Tumorgewebe zu sehen. In einigen Fillen sind die Caspase-9-positiven
Tumorzellen netzartig verteilt. Diese retikuldren Muster finden sich hédufig in perivaskuléren,
aber auch in perinekrotischen Gewebeabschnitten.

Die Expression von Caspase-9 ist streng auf das vitale Tumorgewebe beschrinkt. Bei
Betrachtung der Tumorrandzonen sowie der lichtmikroskopisch nicht pathologisch

verdnderten Gewebeabschnitte zeigen sich nahezu keine markierten Zellen. Der Anteil
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positiver Zellen liegt in den Tumorrandzonen lediglich bei 0,04 (ca. 1%). Hierbei ist jedoch
zu beachten, dass in nur einem Fall iiberhaupt markierte Zellen zu sehen sind. Im
Normalkontrollgewebe liegt der Anteil positiver Zellen bei 0,00. Es sind in keinem der Fille
angefirbte Zellen zu sehen.

In keinem der Fille ist eine Anfirbung der Zellkerne festzustellen. Die positiven Zellen
zeigen eine zytoplasmatische Anfarbung, die bis weit in die Zellfortsétze hineinreicht (s. Abb.

7.3.3 und 7.3.4).

Nekrosezonen und perinekrotische Areale

Vereinzelt zeigen die Nekrosezonen eine unspezifische Firbung. In 13 Priparaten (etwa 50%)
findet sich ein perinekrotisches Verteilungsmuster von Caspase-9. Hier sind die Tumorzellen,
die die Nekrosezonen umgeben, vermehrt positiv fiir Caspase-9, wihrend das restliche
Tumorgewebe eine eher geringere Expression von Caspase-9 zeigt. Es kommt so

perinekrotisch zu wallartig und ringformig aussehenden Zellformationen.

Gefdfse
Die Gefifle des vitalen Tumorgewebes exprimieren zum Teil Caspase-9. Dies gilt auch fiir die

Gefille der tumorzellfreien Gewebeabschnitte.

g) Caspase-2 (s. Tab. 7.1.7)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Die Expressionsrate von Caspase-2 liegt im Tumorgewebe durchschnittlich bei 13% (Min.
1%, Max. 70%). In einem der 23 Fille ist keine Expression von Caspase-2 feststellbar. In drei
der Fille sind fokal positive Zellnester im ansonsten negativen Tumorgewebe zu sehen. In
fiinf Fillen ist eine perinekrotische Steigerung der Expression von Caspase-2 zu erkennen (s.
Abb. 7.3.5).

Zu beachten ist, dass die gemistozytiren Tumorzellanteile stets eine besonders intensive
Anfirbung zeigen.

Die Betrachtung der Tumorrandzonen sowie der Gewebeanteile der Préiparate, die nicht von
Tumor infiltriert sind, ergibt einen geringeren Anteil von Zellen, die positiv fiir Caspase-2
sind. In den Tumorrandgebieten ist in nur vier Fillen eine Expression von Caspase-2

feststellbar. Diese liegt im Mittel bei 4%.
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In allen Fillen ist das Zytoplasma der Zellen angefirbt, niemals findet sich eine Anfiarbung
des Zellkernes. Das Zytoplasma zeigt dabei eine diffuse Anfarbung, Vakuolen oder granulére

Muster kommen nicht zur Darstellung.

Nekrosezonen und perinekrotische Areale

In drei Fillen zeigen die Priparate unspezifisch intensiv gefidrbte Nekrosezonen, in den
restlichen Féllen farben sich die Nekrosezonen nicht an.

In fiinf der Fille kommt es zu einer perinekrotischen Expressionssteigerung von Caspase-2. In
diesen Fillen zeigen die perinekrotisch liegenden Tumorzellen eine intensive Expression von
Caspase-2, wihrend sie im restlichen Tumorgewebe weit weniger ausgepragt exprimiert wird.
Es kommt so zu wallartigen und ringférmigen Formationen Caspase-2-positiver Tumorzellen

um die Nekrosezonen herum.

Gefdfse
Die Betrachtung der GefiBBe zeigt eine Anfiarbung von Gefden sowohl im vitalen

Tumorgewebe, als auch in den Gewebeanteilen, die nicht von Tumorzellen infiltriert sind.

h) Caspase-3 (s. Tab. 7.1.7)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil Caspase-3-exprimierender Tumorzellen liegt im Mittel bei 2,61 (Min: 0; Max: 4).
Dies entspricht etwa 65%. Lediglich in zwei Fillen sind keine Zellen zu sehen, die fiir
Caspase-3 positiv sind.

Etwa die Hilfte der Fille, die im Tumorgewebe Caspase-3 exprimieren, lassen ein fokales
Expressionsmuster erkennen. In diesen Fiéllen konnen intensiv gefdrbte Zellinseln inmitten
eines Tumorgebietes liegen, das ansonsten keine Anfidrbung zeigt. Diese positiven
Tumorzellanteile konnen einen unterschiedlichen Anteil des gesamten Tumorgewebes in den
Préaparaten ausmachen. In den iibrigen Fillen sind die Caspase-3-exprimierenden Tumorzellen
relativ gleichméBig diffus und einzeln iiber das gesamte Tumorgewebe verteilt.

Die Betrachtung der Tumorrandgebiete sowie derjenigen Anteile der Pridparate, die nicht von
Tumor infiltriert sind, zeigt eine geringere Expressionsrate von Caspase-3 in den
entsprechenden Gliazellen. So betridgt der Anteil Gliazellen, die positiv fiir Caspase-3 sind, in
den Tumorrandgebieten 1,17. Dies entspricht etwa 29%. In den nicht von Tumor infiltrierten

Gewebeanteilen der untersuchten Priparate liegt die Expressionsrate bei 1,00, was etwa 25%
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entspricht. Hierbei ist zu beachten, dass lediglich in elf Fillen iiberhaupt eine Expression des
Apoptose-assoziierten Faktors Caspase-3 erkennbar ist.

In allen Fillen ist das Zytoplasma der Zellen angeférbt, niemals findet sich eine Anfarbung
des Zellkernes. Das Zytoplasma ist stets diffus angefirbt, es sind keine Granula oder Vesikel

erkennbar.

Nekrosezonen und perinekrotische Areale

In fiinf Féllen zeigt sich eine unspezifische intensive Anfiarbung der Nekrosezonen.

In 17 der 23 Préparate liegt eine perinekrotische Expressionssteigerung fiir Caspase-3 in den
Tumorzellen vor. Hier bilden die perinekrotisch liegenden Tumorzellen Caspase-3-positive
Zellformationen, die wallartig oder ringformig aussehen und im insgesamt weniger

exprimierenden restlichen Tumorgewebe liegen.

Gefdfse
Die Gefidle konnen sowohl im Tumorgewebe als auch in nicht von Tumor infiltrierten

Gewebegebieten eine Expression von Caspase-3 zeigen. Dies ist in mehreren Fillen zu sehen.

1) Caspase-6 (s. Tab. 7.1.8)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil Caspase-6-exprimierender Tumorzellen liegt im Mittel bei 2,04 (Min: 1; Max: 3).
Dies entspricht etwa 51%. Alle Priparate zeigen eine Expression von Caspase-6 im
Tumorgewebe. In zwei der Fille kommt es zu einer fokalen Expressionssteigerung von
Caspase-6. In diesen Prédparaten sind Tumoranteile zu sehen, die sich in ihrer Anfiarbung
deutlich gegen das negativere Resttumorgewebe abgrenzen (s. Abb. 7.3.6). In zwei weiteren
Fillen bilden die Caspase-6 positiven Tumorzellen retikulidre Formationen.

Die gemistozytiren Tumorzellanteile zeigen stets eine besonders ausgeprigte Anfarbung.

Die Betrachtung der Tumorrandzonen sowie der Anteile, die keine Infiltration von
Tumorzellen erkennen lassen, ergibt geringere Expressionsraten fiir Caspase-6.

In den Tumorrandgebieten liegt der Anteil von Gliazellen, die Caspase-6 exprimieren, im
Mittel bei 0,87. Dies entspricht etwa 22%. In den Normalgeweben liegt der Anteil Caspase-6-
exprimierender Gliazellen durchschnittlich bei 1,52, was etwa 38% entspricht.

In allen Fillen ist das Zytoplasma gefirbt, niemals der Zellkern. In einem der Fille sind

positive Granula im sonst ungefirbten Zytoplasma zu sehen.
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Nekrosezonen und perinekrotische Areale
Bei keiner der Nekrosezonen kommt es zu einer Anfarbung. In zwei Fillen findet sich jedoch
eine deutliche perinekrotische Expressionssteigerung von Caspase-6. Es kommt so zu

ringférmigen Zellformationen in den Préparaten.

Gefdfse
Die Gefile, die im vitalen Tumorgewebe liegen, zeigen in allen Fillen eine Expression von
Caspase-6. Auch in den Gewebeanteilen der Priparate, die nicht durch Tumor infiltriert sind,

kommt es in einigen Fillen zu einer Anfiarbung der Gefif3e.

j) Caspase-7 (s. Tab. 7.1.8)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

In 16 Fillen finden sich im Tumorgewebe Caspase-7-positive Zellen. Hierbei liegt die Rate
gefiarbter Tumorzellen im Mittel bei 6% (Min: 0,5%; Max: 60%). In vier der Fille, die
Caspase-7 exprimieren, liegen fokal Nester positiver Tumorzellen im sonst spérlich gefiarbten
Gewebe. Diese Zellinseln machen unterschiedlich groBe Anteile des gesamten Tumorgewebes
aus. Die restlichen Fille lassen nur vereinzelt Tumorzellen erkennen, die positiv fiir Caspase-
7 sind.

In keinem der Préparate sind in den Tumorrandzonen oder im nicht von Tumor infiltrierten
Normalgewebe Gliazellen zu finden, die Caspase-7 exprimieren. In sdmtlichen Fillen ist das
Zytoplasma der Caspase-7-exprimierenden Zellen gefirbt. Eine Anfirbung von Zellkernen ist

nicht zu erkennen.

Nekrosezonen und perinekrotische Areale

In einem der untersuchten Fille ist eine unspezifische intensive Anfirbung der Nekrosezonen
zu sehen. Die perinekrotischen Tumorzellen unterscheiden sich in ihrem Firbeverhalten nicht
von den iibrigen Tumorzellen. In keinem der Fille sind perinekrotische Formationen Caspase-

7-positiver Tumorzellen zu sehen.

Gefdfse
Sowohl im vitalen Tumorgewebe, als auch in den Prédparateanteilen, die keine pathologischen

Veridnderungen aufweisen, kommt es zu einer Anfarbung der Gefile.
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4.2.2 Oligodendrogliome (N=6; WHO-III; s. Tab. 7.1.1)

Die statistische Analyse mittels Korrelationsdiagrammen wurde bei folgenden Faktoren
verwendet:

Es werden die Expressionsraten der TNFa-positiven Tumorzellen gegen TNF-R1- und
TUNEL-positive Tumorzellen aufgetragen (s. Diagramme 7.2.12-13 und Kapitel 5.2.2.1).
Weiterhin wird eine Korrelation der Expressionsraten von TRAIL mit denen von SMAC und
TUNEL untersucht (s. Diagramme 7.2.14-15 und Kapitel 5.2.2.1). Zudem werden die
Expressionsraten von SMAC und Caspase-9 hinsichtlich einer Korrelation analysiert (s.
Diagramm 7.2.16 und Kapitel 5.2.2.2), ebenso wie die Expressionsraten von Caspase-2 und
SMAC sowie Caspase-2 und Caspase-3 (s. Diagramme 7.2.17-18 und Kapitel 5.2.2.3). In
keinem der Fille besteht eine klare Korrelation fiir die Expressionsraten der gegeneinander
aufgetragenen Faktoren.

Die statistische Analyse mittels H- und U-Test (s. Kapitel 3.6.1) fiihrt zu folgenden
Ergebnissen:

Die Proliferationsrate (entsprechend der Anzahl MIB-1-positiver Tumorzellen) ist bei WHO-
III-Tumoren signifikant niedriger als bei WHO-IV-Tumoren (p<0,0001; s. Kapitel 5.2.1),
hingegen unterscheiden sich die Raten der TUNEL-positiven Tumorzellen bei den Tumoren
der unterschiedlichen Malignititsgrade nicht signifikant voneinander (p=0,934; s. Kapitel
5.2.1). Die Fille, bei denen es zu einer Co-Expression der Faktoren SMAC und TRAIL
kommt, zeigen keine signifikant erhohte Apoptoserate gegeniiber den Fillen, die lediglich
SMAC, nicht jedoch TRAIL exprimieren (p=0,127; s. Kapitel 5.2.2.2). Ebenso fiihrt eine Co-
Expression von Caspase-9 und APAF-1 nicht zu einer signifikant erhohten Apoptoserate

gegeniiber den Fillen, die nur Caspase-9 exprimieren (p=0,275; s. Kapitel 5.2.2.2).

4.2.2.1 TUNEL-positive DNA-Fragmente/ Proliferation (s. Tab. 7.1.2 und 7.1.3)

Der Anteil von Zellen, die in den untersuchten Priparaten als TUNEL-positiv markiert sind,
liegt im Durchschnitt bei 0,5% (Min: 0,29; Max: 1,06; s. Abb. 7.3.7). In einem der Fille sind
keine apoptotischen Zellen zu eruieren. In einem anderen Fall sind hauptsichlich
perinekrotisch gelegene Zellen TUNEL-positiv.

Hingegen liegt der Durchschnitt proliferierender Zellen in den Pridparaten bei 22,5% (Min.
5%; Max. 50%).
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Die Rate der Proliferation ist somit um ein Vielfaches hoher als die Apoptoserate.

4.2.2.2 Apoptose-assoziierte Faktoren (s. Tab. 7.1.9-11)

a) TNFa (s. Tab. 7.1.9)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil TNFa-exprimierender Tumorzellen liegt durchschnittlich bei 2,00 (Min: 1; Max:
4). Dies entspricht 50%. In zwei der untersuchten Fille ist ein Expressionsmuster zu
erkennen. Hierbei liegen fokal gehduft TNFa-positive Tumorzellhaufen in einem sonst
sparlicher angefdrbten Resttumorgewebe.

In den Tumorrandzonen, sowie in den Gewebeanteilen, die nicht tumorinfiltriert sind, finden
sich geringere Expressionsraten von TNFa. In den Tumorrandgebieten sind in keinem der
untersuchten Fille Zellen zu finden, die eine Expression von TNFa zeigen.

In nicht tumords verdnderten Gewebeanteilen liegt die Expressionsrate von TNFa
durchschnittlich bei 0,83. Dies entspricht etwa 21%.

In allen untersuchten Fillen ist eine Anfirbung des Zytoplasmas zu sehen. Es finden sich

keine angefirbten Zellkerne.

Nekrosezonen/ perinekrotische Areale

In zwei der Fille liegen keine Nekrosezonen im Préparat vor. In drei der iibrigen vier Fille ist
eine unspezifische intensive Anfiarbung der Nekrosezonen zu erkennen.

In einem der Fille ist eine deutliche perinekrotische Expressionssteigerung fiir TNFa zu
sehen. Die TNFa-exprimierenden Tumorzellen bilden intensiv gefarbte Randwille um die
Nekrosezonen herum, wihrend das restliche Tumorgewebe geringere Expressionsraten von

TNFa zeigt.

Gefdfse
Die Betrachtung der Gefille zeigt, dass sowohl im vitalen Tumorgewebe als auch in

Gewebeabschnitten, die nicht tumorartig veridndert sind, eine Expression von TNFa in den

Gefillen vorkommt.
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b) TNF-R1 (s. Tab. 7.1.9)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil TNF-RI1-exprimierender Tumorzellen liegt in den untersuchten Prédparaten im
Durchschnitt bei 0,83 (Min: 0; Max: 2). Dies entspricht etwa 21%. In einem Fall finden sich
Areale innerhalb des Tumorgewebes, in denen es zu einer fokalen Anhdufung von
Tumorzellen kommt, die positiv fiir TNF-R1 sind. Ein Fall zeigt keine Expression von TNF-
R1 in den Tumorzellen.

In den Tumorrandzonen sowie in den angrenzenden Gewebebereichen, die frei von
Tumorzellen sind, ist keine Expression von TNF-R1 zu verzeichnen.

In allen Priparaten findet sich eine Anfirbung des Zytoplasmas, die Zellkerne bleiben stets

ungefirbt.

Nekrosezonen/ perinekrotische Areale
In vier der Fille finden sich Nekrosezonen, die jedoch nicht angeférbt sind. In zwei der Fille,
die nekrotische Areale enthalten, ist eine perinekrotische Expressionssteigerung von TNF-R1

in den Tumorzellen zu sehen.

Gefdfse

In keinem der Fille ist eine Expression von TNF-R1 in den Gefdllen zu verzeichnen.

¢) TRAIL (s. Tab. 7.1.9)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

In vier der untersuchten Fille findet sich eine Expression von TRAIL in den Tumorzellen.
Diese liegt im Durchschnitt bei 0,83, was etwa 21% entspricht (Min: 0; Max: 2). In einem der
Fille ist vor allem die gemistozytdre Tumorkomponente positiv fiir TRAIL.

Die Betrachtung der Tumorrandzonen sowie des angrenzenden Normalgewebes zeigt deutlich
geringere Expressionsraten fiir TRAIL. Im Normalgewebe liegt der Anteil TRAIL-
exprimierender Gliazellen bei 0,33. Das entspricht etwa 8%. Hierbei ist zu beachten, dass sich
in nur einem Fall {iiberhaupt eine Expression von TRAIL in den Gliazellen des
Normalgewebes zeigt. In den Tumorrandzonen sind keine TRAIL-positiven Gliazellen zu
sehen.

Stets ist das Zytoplasma der TRAIL-exprimierenden Zellen gefirbt, nicht ihr Kern.
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Nekrosezonen/ perinekrotische Areale
Keine der Nekrosezonen ist gefdarbt. In keinem der Fille ist eine perinekrotische

Expressionssteigerung fiir TRAIL zu erkennen.

Gefdfse
Sowohl im Tumorgewebe als auch in den Bereichen der Priparate, die frei von Tumor sind,

kommt es zum Teil zu einer Expression von TRAIL in den Geféallen.

d) APAF-1 (s. Tab. 7.1.9)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil APAF-1-exprimierender Tumorzellen betrdgt in den untersuchten Priparaten
durchschnittlich 3% (Min: 0,1%; Max: 15%). Hierbei ist jedoch zu beachten, dass lediglich
drei (50%) der Préparate iiberhaupt eine Expression fiir APAF-1 zeigen.

In den Tumorrandzonen der Prédparate sowie in den Gewebeanteilen, die frei von
Tumorinfiltration sind, ist keine Expression von APAF-1 feststellbar.

Die APAF-1-positiven Zellen zeigen sdmtlich eine Anfdrbung des Zytoplasmas. eine

Anfarbung der Zellkerne ist in keinem der untersuchten Priparate vorhanden.

Nekrosezonen/ perinekrotische Areale
Keine der Nekrosezonen ist gefdarbt. Auch kommt es zu keiner Expressionssteigerung von

APAF-1 in den perinekrotischen Tumorzellen.

Gefdfse

In keinem der Fille ist eine Anfdrbung der Gefil3e zu sehen.

e) SMAC (s. Tab. 7.1.10)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

In allen untersuchten Fillen kommt es zu einer Expression von SMAC im Tumorgewebe. Der
Anteil SMAC-positiver Tumorzellen betrdgt durchschnittlich 3,67 (Min: 2; Max: 4). Dies
entspricht etwa 92%. In zwei der Fille finden sich im insgesamt SMAC-positiven

Tumorgewebe fokale Zellnester, die keine Expression von SMAC zeigen. Zum Teil sind

51



ungefirbte Tumorzellen zu erkennen, die das SMAC-exprimierende Resttumorgewebe
straBenformig durchwandern.

In den Tumorrandzonen sowie in den Abschnitten der Priparate, die frei von
Tumorinfiltration sind, wird SMAC nicht exprimiert.

In allen untersuchten Fillen findet sich eine Anfirbung des Zytoplasmas. Eine Anfarbung der

Zellkerne wird nicht beobachtet.

Nekrosen/ perinekrotische Areale

Keine der Nekrosezonen ist angefirbt. In einem der Félle kommt es in den perinekrotischen
Tumorbereichen zu einer deutlichen Expressionssteigerung von SMAC in den Tumorzellen.
Es sind wall- und ringférmige Formationen SMAC-positiver Tumorzellen im sonst gering

markierten Tumorgewebe zu sehen.

Gefdfse

In keinem der Préparate ist eine Expression von SMAC in den Gefédllen zu erkennen.

f) Caspase-9 (s. Tab. 7.1.10)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Alle untersuchten Fille zeigen eine Expression von Caspase-9 im Tumorgewebe. Der Anteil
Caspase-9-exprimierender Tumorzellen liegt durchschnittlich bei 1,83 (Min: 1; Max: 3). Dies
entspricht etwa 46%.

In zwei der Fille ist eine fokale Expression von Caspase-9 in den Tumorzellen zu erkennen.
Hier liegen Zellnester positiver Tumorzellen im insgesamt von positiven Tumorzellen nur
sparlich durchsetzten Tumorgewebe.

In den angrenzenden Tumorrandzonen sistiert die Expression von Caspase-9 abrupt. Auch in
den Arealen der Priparate, die morphologisch keine tumordsen Verdnderungen bieten, liegt
der Anteil Caspase-9-positiver Gliazellen bei 0,00.

Samtliche Fille zeigen eine Expression von Caspase-9 im Zytoplasma der Tumorzellen. Die
Zellfortsdtze kommen hierbei gut zur Darstellung (s. Abb. 7.3.8). Eine Anfidrbung der

Zellkerne kommt in keinem der Préiparate vor.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
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Die Nekrosezonen fidrben sich nicht an. In einem der Fille findet sich eine
Expressionssteigerung von Caspase-9 in den perinekrotisch gelegenen Tumorzellen. Diese

bilden intensiv gefirbte wallartige Formationen um die Nekrosen herum.

Gefdfse

Die GefidBle, die sich innerhalb der Bezirke vitalen Tumorgewebes der Priparate finden,
zeigen sehr hiufig eine Expression von Caspase-9. Dies kommt auch bei den Gefédfen vor, die
in Bereichen liegen, in denen morphologisch keine tumorartigen Verdnderungen vorhanden

sind.

g) Caspase-2 (s. Tab. 7.1.10)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil Caspase-2-exprimierender Tumorzellen liegt im Durchschnitt bei 8% (Min: 1%;
Max: 50%). Zu beachten ist, dass in einem der untersuchten Fiélle Caspase-2 nicht exprimiert
wird. In zwei der Fille liegen Gruppen von Tumorzellen, die stark positiv fiir Caspase-2 sind
(bis zu 50% der hier vorkommenden Tumorzellen), im sonst spirlich bis gar nicht markierten
Tumorgewebe.

In den Zellen der Tumorrandzonen oder im angrenzenden Normalgewebe wird Caspase-2
nicht exprimiert.

In allen Féllen wird Caspase-2 im Zytoplasma der Tumor- bzw. Gliazellen exprimiert. Die

Zellkerne bleiben stets ungefarbt.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
Keine der Nekrosezonen ldsst eine Anfarbung erkennen. Auch kommt es zu keiner Steigerung

der Expression von Caspase-2 in den perinekrotisch gelegenen Tumorzellen.

Gefdfse

Die Betrachtung der innerhalb des vitalen Tumorgewebes liegenden Gefidlle zeigt, dass diese
zum Teil Caspase-2 exprimieren.

Die GefidBle, die innerhalb des nicht tumordsen Normalgewebes liegen, zeigen keine

Anfirbung.
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h) Caspase-3 (s. Tab. 7.1.10)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Alle untersuchten Fille zeigen eine Expression von Caspase-3. Dabei liegt der Anteil
Caspase-3-positiver Tumorzellen bei 2,00 (Min: 1; Max: 3). Dies entspricht etwa 50% aller
Tumorzellen. In der Hilfte der Fille sind Tumorabschnitte zu finden, in denen es zu einer
fokalen Expressionssteigerung von Caspase-3 kommt. So sind in einigen Tumorbereichen
dieser Fille bis zu 75% der Zellen positiv fiir Caspase-3, wihrend andere Bezirke desselben
Tumors lediglich wenige positive Tumorzellen zeigen.

Die Tumorrandzonen sowie die angrenzenden Normalgewebe, die keine morphologischen
Zeichen von Tumoraussaat aufweisen, zeigen deutlich geringere Expressionsraten von
Caspase-3. Im Tumorrandgebiet sind keine Zellen positiv fiir Caspase-3. Im angrenzenden
Normalgewebe liegt der Anteil Caspase-3-exprimierender Gliazellen im Mittel bei 0,83. Dies
entspricht etwa 21%. Zu beachten ist, dass in nur zwei der Fille Gliazellen vorkommen, die
positiv fiir Caspase-3 sind.

In allen Féllen wird Caspase-3 zytoplasmatisch exprimiert, eine Anfirbung der Zellkerne ist

nicht zu sehen.

Nekrosen/ perinekrotische Areale

Die Nekrosezonen zeigen keine Anfarbung. In drei der vier Fille, in denen Nekrosezonen
vorkommen, ist eine Expressionssteigerung von Caspase-3 in den perinekrotisch gelegenen
Tumorzellen zu sehen. Diese bilden intensiv gefidrbte Randwille um die Nekrosezonen herum

und heben sich dadurch deutlich gegen das restliche spérlicher gefiarbte Tumorgewebe ab.

Gefdfse

Die im vitalen Tumorgewebe der Préparate liegenden Gefille zeigen hiufig eine Expression
von Caspase-3.

Die Gefille, die innerhalb des nicht tumorartig veridnderten Normalgewebes liegen, lassen

keine Anfirbung erkennen.
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i) Caspase-6 (s. Tab. 7.1.11)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Alle untersuchten Fille zeigen eine Expression von Caspase-6 im vitalen Tumorgewebe. Der
durchschnittliche Anteil Caspase-6-positiver Tumorzellen liegt bei 1,33 (Min: 1; Max: 2).
Dies entspricht etwa 33%.

Drei der untersuchten Fille lassen innerhalb des Tumorgewebes Bereiche erkennen, in denen
die Expression von Caspase-6 stark variiert. So konnen beispielsweise Tumorareale
Expressionsraten von bis zu 50% zeigen, wihrend in unmittelbarer Nidhe nur ca. 10% der
Tumorzellen gefirbt sind. Es entstehen so stark positive Zellinseln oder das Tumorgewebe
durchwandernde Stra3en gefirbter Tumorzellen.

Die Zellen der Tumorrandzonen sowie der angrenzenden Normalgewebe, die frei von
Tumorzellen sind, zeigen eine weit geringere Expression von Caspase-6. In den
Tumorrandgebieten liegt die Expressionsrate bei 0,33 (entspricht etwa 8%), in den
Normalgeweben bei 0,67 (entspricht etwa 17%).

In allen Féllen wird der Apoptose-assoziierte Faktor Caspase-6 zytoplasmatisch exprimiert,

eine Anfirbung der Zellkerne ist in keinem der Priparate zu finden (s. Abb. 7.3.9 und 7.3.10).

Nekrosen/ perinekrotische Areale
Die Nekrosezonen weisen keine Anfarbung auf.
Eine Steigerung der Expressionsrate von Caspase-6 ist in den perinekrotisch gelegenen

Tumorzellen in keinem der Fille zu verzeichnen.

Gefdfse

Die Betrachtung der Gefille ergibt, dass es sowohl im vitalen Tumorgewebe als auch in
morphologisch nicht tumords verdnderten Gewebearealen zu einer Expression von Caspase-6
in den GefidBBen kommen kann.

j) Caspase-7 (s. Tab. 7.1.11)
Vitales Tumorgewebe und Randzone

In keinem der untersuchten Fille sind Zellen zu finden, die Caspase-7 exprimieren. Samtliche

Préparate sind negativ fiir Caspase-7.
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Nekrosen/ perinekrotische Areale
Die in den Priparaten vorhandenen Nekrosezonen zeigen keine Anfidrbung. Auch ldsst das

perinekrotische Tumorgewebe keine Expression von Caspase-7 erkennen.

Gefdfse
Samtliche in den Préiparaten vorhandenen Gefif3e sind negativ fiir Caspase-7 und zeigen keine

Anfirbung.

4.2.3 Ependymome (N=2; WHO-III; s. Tab. 7.1.1)

Fir Ependymome kann aufgrund der geringen Fallzahl keine Korrelationsanalyse anhand von
Verteilungsdiagrammen vorgenommen werden.

Die Analyse mittels H- und U-Test (s. Kapitel 3.6.1) ergibt folgendes:

Die Expressionsraten von TNFa bei WHO-III-Tumoren sind signifikant erhtht gegeniiber
denen der WHO-IV-Tumore (p=0,007; s. Kapitel 5.3.2.1). Die Expressionsraten von TNF-R1
und TRAIL unterscheiden sich bei den Tumoren der unterschiedlichen Malignitdtsgrade nicht

signifikant voneinander (p=0,283 bzw. p=0,228; s. Kapitel 5.3.2.1).

4.2.3.1 TUNEL-positive DNA-Fragmente/ Proliferation (s. Tab. 7.1.2 und 7.1.3)

Der Anteil an Zellen, die TUNEL-positive DNA-Einzelstrangbriiche aufweisen, betragt
durchschnittlich 0,26% (Min: 0,00%; Max: 0,51%). Dabei sind in einem der Fille keine
Zellen zu finden, die Einzelstrangbriiche zeigen, wie sie im Rahmen apoptotischer Prozesse
vorkommen. In dem anderen Fall sind die apoptotischen Zellen disseminiert iiber das Préparat
verteilt. Besondere Verteilungsmuster, etwa im Rahmen einer perinekrotischen
Expressionssteigerung, sind nicht vorhanden.

Die Rate proliferierender Zellen ist deutlich hoher. Sie liegt im Durchschnitt bei 17,5% (Min:
5%; Max: 30%). Auch hier verteilen sich die proliferierenden Zellen gleichméBig iiber die

Anteile vitalen Tumorgewebes.

56



4.2.3.2 Apoptose-assoziierte Faktoren (s. Tab. 7.1.12 und 7.1.13)

a) TNFa (s. Tab. 7.1.12)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil TNFa-exprimierender Tumorzellen liegt im Mittel bei 2,00 (Min: 2,00; Max:
2,00). Dies entspricht etwa 50%. In allen Fillen ist eine Expression von TNFa zu sehen. In
einem Fall sind hierbei Bereiche im vitalen Tumorgewebe zu erkennen, die fokal eine
Expressionssteigerung von TNFa bieten (s. Abb. 7.3.11). Hier ziehen positive Tumorzellen
straBenformig durch Areale weniger TNFa-exprimierenden Tumorgewebes. In dem anderen
Fall sind die TNFa-exprimierenden Tumorzellen gleichmiBig iiber das vitale Tumorgewebe
verteilt.

Stets wird TNFa zytoplasmatisch exprimiert, eine Anfarbung der Kerne der Tumorzellen ist

nicht zu sehen.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
In einem der Fille ist eine unspezifische intensive Anfiarbung der Nekrosezonen zu sehen. In
dem anderen Fall ist keine der Nekrosen angefirbt.

Eine perinekrotische Expressionssteigerung von TNFa ist in keinem der Fille zu beobachten.

Gefdfse

Die Betrachtung der Gefille zeigt, dass diese zum Teil TNFa exprimieren.

b) TNF-R1 (s. Tab. 7.1.12)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

In allen Fillen wird TNF-R1 exprimiert. Dabei liegt der Anteil TNF-RI-positiver
Tumorzellen bei durchschnittlich 1,00 (Min: 1,00; Max: 1,00), was etwa 25% entspricht.
Dabei sind in beiden Fillen die positiven Tumorzellen gleichmifBig iiber das vitale
Tumorgewebe verteilt. Insel- oder stralenférmige Bezirke, in denen eine fokale
Expressionssteigerung von TNF-R1 in den Tumorzellen zu beobachten wire, finden sich
nicht.

Stets wird TNF-R1 zytoplasmatisch exprimiert. Eine Anfirbung der Zellkerne ist nicht zu

erkennen.
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Nekrosen/ perinekrotische Areale

Die Nekrosezonen firben sich nicht an.

In einem der Fille ist eine deutliche Expressionssteigerung von TNF-R1 in den perinekrotisch
liegenden Tumorzellen zu beobachten. Die positiven Tumorzellen bilden hier intensiv

gefarbte Randwille um die nekrotischen Areale des Tumorgewebes herum.

Gefdfse

In keinem der Priparate kommt es zu einer Expression von TNF-R1 in den Geféallen.

¢) TRAIL (s. Tab. 7.1.12)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil TRAIL-exprimierender Tumorzellen liegt im Durchschnitt bei 1,00 (Min: 1,00;
Max: 1,00), was etwa 25% entspricht.

In allen untersuchten Prédparaten findet sich eine Expression von TRAIL. Dabei sind die
TRAIL-exprimierenden Tumorzellen gleichméfig iiber das vitale Tumorgewebe verteilt.
Bezirke fokaler Expressionssteigerung sind nicht zu erkennen.

TRAIL wird stets zytoplasmatisch exprimiert. Eine Anfirbung der Kerne ist nicht zu sehen.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
Keine der Nekrosezonen firbt sich unspezifisch an. Auch eine perinekrotische

Expressionssteigerung von TRAIL in den Tumorzellen ist nicht zu finden.

Gefdfse
TRAIL wird von den Gefid3en nicht exprimiert.

d) APAF-1 (s. Tab. 7.1.12)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil APAF-1-exprimierender Tumorzellen liegt durchschnittlich bei 3% (Min: 0%;
Max: 5%).
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In einem der Fille sind dabei die Tumorzellen gleichméBig iiber die Areale vitalen
Tumorgewebes verteilt. Hier liegt der durchschnittliche Anteil APAF-1-exprimierender
Tumorzellen bei etwa 1%.

In dem anderen Fall finden sich fokale Expressionsraten von etwa 5%, wihrend in den
Tumorzellen des iibrigen vitalen Tumorgewebes APAF-1 nicht exprimiert wird. Es zeigen
sich Inseln APAF-1-positiver Tumorzellen, die im sonst ungefiarbten Tumorgewebe liegen.

APAF-1 wird immer zytoplasmatisch und nicht nukleér exprimiert.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
In einem der Fille farben sich die Nekrosezonen intensiv an. Eine Expressionssteigerung von

APAF-1 in den perinekrotischen Tumorzellen findet sich jedoch nicht.

Gefdfse
Ein Teil der Gefifle exprimiert APAF-1.

e) SMAC (s. Tab. 7.1.12)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil SMAC-exprimierender Tumorzellen liegt im Mittel bei 3,5 (Min: 3,00; Max:
4,00), was etwa 88% entspricht.

Dabei zeigt die Betrachtung des vitalen Tumorgewebes in einem der Fille Areale, in denen
SMAC von den Tumorzellen fokal nicht exprimiert wird. Diese Bezirke liegen direkt neben
Arealen, in denen SMAC bis zu 100% exprimiert wird. Dem Betrachter bietet sich ein
fleckig-geschecktes Bild des vitalen Tumorgewebes. Besonders im Ubergang zur
Tumorrandzone ist eine randsaumartige Expressionssteigerung von SMAC zu erkennen.
Dabei wird SMAC stets zytoplasmatisch exprimiert. Eine Anfdarbung der Zellkerne ist in

keinem der Préiparate zu erkennen.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
In einem der Fille sind die Nekrosezonen intensiv angefirbt. Hier findet sich auch eine
Expressionssteigerung von SMAC in den perinekrotisch liegenden Tumorzellen.

Der andere Fall bietet beides nicht.
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Gefdfse

SMAC wird in beiden Fillen von den Gefdflen exprimiert.

f) Caspase-9 (s. Tab. 7.1.12)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil Caspase-9-exprimierender Tumorzellen liegt in den untersuchten Prédparaten
durchschnittlich bei 1,00 (Min: 1,00; Max: 1,00), was etwa 25% entspricht.

In einem der Fille sind dabei die Caspase-9-positiven Tumorzellen disseminiert im vitalen
Tumorgewebe verteilt. In dem anderen Fall kommt es zu einer fokalen Expression von
Caspase-9 im sonst negativen Tumorgewebe.

Stets ist eine zytoplasmatische Expression von Caspase-9 zu sehen, die bis in die distalen
Anteile der Zellfortsdtze zu erkennen ist. Eine Anfirbung der Zellkerne ist in keinem der

Priparate zu sehen.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
In keinem der Fille kommt es zu einer Anfarbung der Nekrosezonen. Auch eine

Expressionssteigerung der perinekrotisch liegenden Tumorzellen ist nicht zu erkennen.

Gefdfse

Ein Teil der Gefille exprimiert Caspase-9.

g) Caspase-2 (s. Tab. 7.1.12)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Beide Fille zeigen eine Expression von Caspase-2. Dabei liegt der Anteil Caspase-2-positiver
Tumorzellen durchschnittlich bei 43% (Min: 0,5%; Max: 85%).

Ein Fall bietet lediglich einzelne Zellnester, die Caspase-2 exprimieren. Das iibrige vitale
Tumorgewebe ist negativ fiir Caspase-2.

Der andere Fall hingegen ldsst nur kleine Areale erkennen, in denen Caspase-2 nicht
exprimiert wird, wahrend der grofite Anteil der Tumorzellen Caspase-2-positiv ist (s. Abb.
7.3.12).

In beiden Fillen ist eine Anfiarbung des Zytoplasmas der Tumorzellen zu sehen, die Zellkerne

exprimieren Caspase-2 nicht.
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Nekrosen/ perinekrotische Areale
Keiner der untersuchten Fille weist eine Anfdarbung der Nekrosezonen oder eine

Expressionssteigerung fiir Caspase-2 in den perinekrotischen Tumorzellen auf.

Gefdfse

In den Gefillen des vitalen Tumorgewebes wird Caspase-2 zum Teil exprimiert.

h) Caspase-3 (s. Tab. 7.1.12)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil Caspase-3-exprimierender Tumorzellen liegt im Mittel bei 3,5 (Min: 3,0; Max:
4,0). Dies entspricht etwa 88%.

Die Betrachtung der Priparate zeigt, dass im insgesamt stark positiven vitalen Tumorgewebe
Nester von Tumorzellen liegen, die Caspase-3 nicht exprimieren. In einem Fall ist der
Gesamtanteil dieser negativen Zellen so gering, dass die Expression von Caspase-3 hier mit
4,0 (entspricht 75%-100%) angegeben wird. In allen Pridparaten sind aber negative Zellen
vorhanden.

Caspase-3 wird in allen Fillen zytoplasmatisch exprimiert. Eine Anfarbung der Zellkerne ist

nicht zu sehen.

Nekrosen/ perinekrotische Areale

In einem der Fille fiarben sich die Nekrosezonen intensiv an. Hier kommt es auch zu einer
Expressionssteigerung von Caspase-3 in den perinekrotisch gelegenen Tumorzellen.

Der andere Fall lisst weder eine Anfirbung der Nekrosezonen, noch eine perinekrotische

Expressionssteigerung von Caspase-3 erkennen.

Gefdfse

Ein Teil der Gefil3e exprimiert Caspase-3.
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i) Caspase-6 (s. Tab. 7.1.13)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil Caspase-6-exprimierender Tumorzellen liegt durchschnittlich bei 2,5 (Min: 2,0;
Max: 3,0). Dies entspricht etwa 63%.

In einem der Fille féllt dabei auf, dass die perivaskuldren Tumorzellen Caspase-6 nicht
exprimieren. Es kommt hier zu einer perivaskuldren Expressionsminderung in den Priparaten.
Der andere Fall zeigt eine gleichméBige Verteilung Caspase-6-exprimierender Tumorzellen
iber das vitale Tumorgewebe.

Die Tumorzellen lassen stets eine Anfarbung ihres Zytoplasmas erkennen. In den Zellkernen

wird Caspase-6 nicht exprimiert.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
In keinem der Fille finden sich angefdrbte Nekrosezonen. In einem der Fille ist eine

Expressionssteigerung von Caspase-6 in den perinekrotisch gelegenen Tumorzellen zu sehen.

Gefdfse

Die Gefdle des vitalen Tumorgewebes exprimieren Caspase-6 zum Teil.

j) Caspase-7 (s. Tab. 7.1.13)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil Caspase-7-exprimierender Tumorzellen liegt durchschnittlich bei 1% (Min: 0,1%;
Max: 2%).

Dabei sind in einem der Félle Areale im vitalen Tumorgewebe zu sehen, in denen Caspase-7
gar nicht exprimiert wird. Diese liegen direkt neben Bereichen, in denen eine Expression von
Caspase-7 von bis zu 10% beobachtet werden kann. Vergleicht man den quantitativen Anteil
des negativen mit dem des exprimierenden vitalen Tumorgewebes, so sind etwa 2% des
gesamten Tumorgewebes positiv fiir Caspase-7 (sieche Mittelwert).

Die Expression von Caspase-7 ist stets zytoplasmatisch, in keinem der Priparate nukleér.
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Nekrosen/ perinekrotische Areale
In keinem der untersuchten Prédparate kann eine Anfarbung der Nekrosezonen oder eine
Expressionssteigerung von Caspase-7 in den perinekrotischen Tumorzellen beobachtet

werden.

Gefdfse

Die Gefifle exprimieren Caspase-7 nicht.

4.2.4 Medulloblastome (N=6; WHO-1V; s. Tab. 7.1.1)

Fiir folgende Faktoren werden zur statistischen Auswertung Korrelationsdiagramme erstellt:
Es werden die Expressionsraten von MIB-1 mit denen von TUNEL verglichen (s. Diagramm
7.2.19 und Kapitel 5.4.1). Ebenso werden die Expressionsraten von TNFa gegen die von
TNF-R1 aufgetragen (s. Diagramm 7.2.20 und Kapitel 5.4.2.1). In beiden Féllen liegt eine
Korrelation der Expressionsraten der Faktoren vor, die geringe Fallzahl ist jedoch zu
beachten. Keine Korrelation existiert fiir die Expressionsarten von TNFa und TUNEL, sowie
TRAIL und TUNEL (s. Diagramme 7.2.21-22 und Kapitel 5.4.2.1). Auch korrelieren die
Expressionsraten von Caspase-2 und SMAC, sowie Caspase-2 und Caspase-3 nicht
miteinander (s. Diagramme 7.2.23-24 und Kapitel 5.4.2.3).

Es zeigt sich eine signifikant erhohte Expressionsrate von TNFo bei WHO-III- gegeniiber
WHO-IV-Tumoren (p=0,007;Kapitel 5.4.2.1).

4.2.4.1 TUNEL-positive DNA-Fragmente/ Proliferation (s. Tab. 7.1.2 und 7.1.3)

Die Tumorzellen der untersuchten Fille weisen zu einem durchschnittlichen Anteil von
0,47% (Min: 0%; Max: 1,25%) TUNEL-positive DNA-Fragmente auf. In zwei der Fille sind
keine apoptotischen Zellen zu sehen. Die apoptotischen Zellen liegen ohne erkennbares
Verteilungsmuster im vitalen Tumorgewebe. Eine perinekrotische Steigerung der
Apoptoserate ist nicht erkennbar.

Die Rate proliferierender Tumorzellen liegt im Durchschnitt bei 47,14% (Min: 20%; Max:
70%).

Der Anteil proliferierender Zellen ist somit um ein Vielfaches hoher als der Anteil

apoptotischer Tumorzellen.
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4.2.4.2 Apoptose-assoziierte Faktoren (s. Tab. 7.1.14-16)

a) TNFa (s. Tab. 7.1.14)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Alle Fille exprimieren TNFo im vitalen Tumorgewebe. Der durchschnittliche Anteil TNFa-
exprimierender Tumorzellen liegt bei 1,43 (Min: 1; Max: 4). Dies entspricht etwa 36%.

In einem der Fille =zeigen Areale des vitalen Tumorgewebes eine fokale
Expressionssteigerung von TNFa. Andere Bezirke desselben Tumors exprimieren TNFa
nicht.

Die iibrigen Fille lassen solche fokalen Expressionssteigerungen oder -minderungen nicht
erkennen. Hier sind die TNFa-positiven Tumorzellen gleichméBig im Tumorgewebe verteilt.

Stets wird TNFa im Zytoplasma der Tumorzellen exprimiert, niemals in deren Zellkern.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
In einem der Fille sind die in den Priparaten vorkommenden Nekrosezonen intensiv
unspezifisch angefirbt.

Eine Expressionssteigerung der perinekrotischen Tumorzellen ist nicht zu erkennen.

Gefdfse
Die Betrachtung der Gefille des vitalen Tumorgewebes in den untersuchten Fillen zeigt, dass

diese zum Teil TNFo exprimieren.

b) TNF-R1 (s. Tab. 7.1.14)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Durchschnitt TNF-R1-positiver Tumorzellen liegt bei 1,00 (Min: 0; Max: 2). Dies
entspricht etwa 25%. Zwei der untersuchten Félle exprimieren TNF-R1 nicht.

Einer der Fille lasst einzelne Tumorzellnester erkennen, die TNF-R1 exprimieren.

Alle Fille zeigen eine Expression von TNF-R1 im Zytoplasma der Tumorzellen. In einem der
Fille sind im farblosen Zytoplasma kleine, intensiv gefdrbte Vesikel zu sehen. Die Zellkerne

farben sich nicht an.
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Nekrosen/ perinekrotische Areale

Die Nekrosezonen firben sich in keinem der Fille an.

In zwei der Fille kommt es zu einer Steigerung der Expression von TNF-R1 in den
perinekrotischen Tumorzellen. Diese bilden intensiv gefirbte Randwille um die

Nekrosezonen herum.

Gefdfse

Die Gefidlle des vitalen Tumorgewebes exprimieren zum Teil TNF-R1.

¢) TRAIL (s. Tab. 7.1.14)

Vitales Tumorgewebe

Der Anteil TRAIL-exprimierender Tumorzellen liegt durchschnittlich bei 1,14 (Min: 0; Max:
3), was etwa 29% entspricht. Dabei ist zu beachten, dass TRAIL in drei Fillen nicht
exprimiert wird.

Von den vier verbleibenden Fillen, in deren Priparate TRAIL-positive Zellen zu sehen sind,
zeigt ein Fall ein retikuldres Verteilungsmuster TRAIL-exprimierender Tumorzellen. Hier
durchziehen Stringe gefirbter Tumorzellen das sonst negative vitale Tumorgewebe und
verleihen ihm ein netzartiges Aussehen.

Die iibrigen Fille zeigen keine Verteilungsmuster fiir TRAIL.

In allen Fillen wird TRAIL zytoplasmatisch exprimiert, eine Anfirbung der Zellkerne wird

nicht beobachtet.
Nekrosen/ perinekrotische Areale

Bei keinem der Fille ist eine Anfiarbung der Nekrosezonen zu sehen. Auch kommt es nicht zu

einer Expressionssteigerung von TRAIL in den perinekrotischen Tumorzellen.

Gefdfse
Ein Teil der GefidBle exprimiert TRAIL.
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d) APAF-1 (s. Tab. 7.1.14)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Nur einer der Fille zeigt eine Expression von APAF-1 in den Zellen des vitalen
Tumorgewebes. Die Expressionsrate liegt bei 7% (rein rechnerisch ergibt sich unter
Einbeziehung der iibrigen Fille ein Mittelwert von 1%. Min: 0%; Max: 7%). Die APAF-1-
positiven Zellen liegen gleichmifig verteilt im vitalen Tumorgewebe. Sie exprimieren APAF-

1 zytoplasmatisch, die Zellkerne sind nicht gefirbt.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
Keine der in den untersuchten Pridparaten vorhandenen Nekrosezonen zeigt eine Anfiarbung.
Auch eine Expressionssteigerung von APAF-1 in den perinekrotischen Tumorzellen ist nicht

zu sehen.

Gefdfse

APAF-1 wird von den Gefidl3en nicht exprimiert.

e) SMAC (s. Tab. 7.1.15)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Im Durchschnitt betrdgt der Anteil SMAC-exprimierender Tumorzellen 2,86 (Min: 1; Max:
4). Dies entspricht etwa 72% aller Tumorzellen. Alle Fille exprimieren SMAC.

Hierbei kommt es in drei Fillen zu einer fokalen Expressionssteigerung von SMAC in den
Zellen des vitalen Tumorgewebes (s. Abb. 7.3.13). Auch durchziehen Formationen von
SMAC-negativen Tumorzellen straenférmig das gefirbte Resttumorgewebe, wodurch ein
netzartiges Muster entsteht.

In den restlichen Fillen liegen die positiven Tumorzellen gleichmiBig verteilt im vitalen
Tumorgewebe.

Die Tumorzellen zeigen stets ein gefiarbtes Zytoplasma. In den Zellkernen wird SMAC nicht

exprimiert.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
Keine der Nekrosezonen ist angefirbt. Eine Steigerung der Expression von SMAC in den

perinekrotischen Tumorzellen ist ebenfalls nicht erkennbar.
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Gefdfse
Ein Teil der GefidBle exprimiert SMAC.

f) Caspase-9 (s. Tab. 7.1.15)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil Caspase-9-exprimierender Tumorzellen liegt im Durchschnitt bei 0,43 (Min: 0O;
Max: 1). Dies entspricht etwa 11% aller Tumorzellen. Es ist jedoch zu beachten, dass in
lediglich drei der Fille Caspase-9 exprimiert wird. Die iibrigen Fille sind negativ fiir
Caspase-9.

In den drei Caspase-9-positiven Féllen ist eine Expression von Caspase-9 hauptsichlich fokal
in kleineren Zellnestern zu sehen. Der Hauptteil des vitalen Tumorgewebes bleibt ungefirbt.
Stets zeigen die Caspase-9-exprimierenden Tumorzellen ein gefirbtes Zytoplasma. Die

Zellkerne bleiben ungeférbt.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
Keine der Nekrosezonen ist angefirbt. Eine Expressionssteigerung von Caspase-9 in den

perinekrotischen Tumorzellen findet sich nicht.

Gefdfse
Ein Teil der Gefile exprimiert Caspase-9.

g) Caspase-2 (s. Tab. 7.1.15)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der durchschnittliche Anteil Caspase-2-exprimierender Tumorzellen liegt bei 8% (Min: 0%;
Max: 50%). Es ist dabei zu beachten, dass in drei der Félle Caspase-2 nicht exprimiert wird.
Zwei Fille mit positiven Tumorzellen lassen lediglich einzelne positive Tumorzellen im
insgesamt ungefiarbten Tumorgewebe erkennen. In einem weiteren Fall sind Bereiche
innerhalb des Tumorgewebes zu sehen, in denen es zu einer fokalen Expressionssteigerung
von Caspase-2 kommt. In den iibrigen Fillen sind die Caspase-2-exprimierenden Tumorzellen

ohne erkennbares Verteilungsmuster gleichméBig iiber das vitale Tumorgewebe verteilt.
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Die Tumorzellen zeigen stets eine Expression von Caspase-2 in ihrem Zytoplasma. Die

Zellkerne sind nicht angefirbt.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
Die Nekrosezonen sind alle ungefirbt. Auch ist eine Expressionssteigerung in den

perinekrotischen Tumorzellen in keinem der Préparate zu erkennen.

Gefdfse

Die Gefidlle exprimieren Caspase-2 zum Teil.

h) Caspase-3 (s. Tab. 7.1.15)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil Caspase-3-exprimierender Tumorzellen liegt im Mittel bei 1,71 (Min: 0; Max: 3),
was etwa 43% entspricht. Zu beachten ist jedoch, dass zwei der Fille Caspase-3 nicht
exprimieren. In drei der verbliebenen Fille sind die Caspase-3-positiven Tumorzellen nicht
gleichmifig iiber das vitale Tumorgewebe verteilt. Sie bilden gefirbte Zellnester oder
durchziehen das Gewebe in straendhnlichen Formationen.

Die Expression von Caspase-3 ist stets auf das Zytoplasma beschrinkt, eine Anfdrbung der

Zellkerne ist in keinem der Fille zu sehen.

Nekrosen/ perinekrotische Areale

Keiner der Fille weist angefdarbte Nekrosezonen auf. In einem der Fille ist zum Teil eine
Steigerung der Expression von Caspase-3 in den perinekrotischen Tumorzellen zu sehen.
Diese grenzen die Nekrose als intensiv gefarbter Wall gut sichtbar gegen das vitale

Tumorgewebe ab.

Gefdfse

Die Gefidlle exprimieren Caspase-3 nicht.
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i) Caspase-6 (s. Tab. 7.1.16)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil Caspase-6-exprimierender Tumorzellen liegt durchschnittlich bei 1,43 (Min: 0;
Max: 3). Dies entspricht etwa 36% aller Tumorzellen. In einem der Fille wird Caspase-6
nicht exprimiert.

In zwei der Fille, die eine Expression von Caspase-6 zeigen, liegen lediglich vereinzelt
positive Tumorzellen in einem fiir Caspase-6 negativen Tumorgewebe. Ein weiterer dieser
Fiélle weist eine fokale Expressionssteigerung von Caspase-6 auf. Hier finden sich geféarbte
Zellnester. Die librigen Caspase-6-positiven Fille lassen keine besonderen Verteilungsmuster
erkennen.

In allen Fillen wird Caspase-6 zytoplasmatisch exprimiert. Eine Anfirbung der Zellkerne

findet sich nicht.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
Weder ist eine Anfiarbung der Nekrosezonen zu erkennen, noch kommt es zu einer

gesteigerten Expression von Caspase-6 in den perinekrotischen Tumorzellen.

Gefdfse

Die Gefidlle exprimieren zum Teil Caspase-6.

j) Caspase-7 (s. Tab. 7.1.16)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Von allen Fillen weist nur ein Fall Tumorzellen auf, die Caspase-7 exprimieren. Dieser Fall
zeigt in seinem vitalen Tumorgewebe fokal eine Expression von etwa 15% fiir Caspase-7, das
ibrige Tumorgewebe ist jedoch bis auf dieses kleine Areal komplett negativ.

Insgesamt ergibt sich fiir diesen Fall eine Expressionsrate von etwa 1%. Bezieht man nun die
ibrigen negativen Fille mit ein, ergibt sich ein Mittelwert von 0,14% fiir den Anteil Caspase-
7-exprimierender Tumorzellen in allen Fillen (Min: 0%; Max: 1%).

Caspase-7 wird stets zytoplasmatisch exprimiert, eine Anfiarbung der Zellkerne kommt nicht

Vor.
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Nekrosen/ perinekrotische Areale
Weder die Nekrosezonen noch die perinekrotischen Tumorzellen lassen eine Expression von

Caspase-7 erkennen.

Gefdfse

Die Gefille exprimieren Caspase-7 nicht.

4.2.5 PNETSs (Primitive Neuroektodermale Tumore; N=6; WHO-1V; s. Tab. 7.1.1)

Die statistische Analyse mittels Korrelationsdiagramm ergibt keine Korrelation fiir die Raten
MIB-1- und TUNEL-positiver Tumorzellen (s. Diagramm 7.2.25 und Kapitel 5.5.1).

Die Verwendung von H- und U-Test (s. Kapitel 3.6.1) fiihrt zu folgenden Ergebnissen:

Die Expressionsraten von TNFa, TNF-R1 und TRAIL unterscheiden sich nicht signifikant
zwischen PNETs und Medulloblastomen (p=0,191, bzw. p=0,429, bzw. p=0,760; s. Kapitel
5.5.2.1). Die Apoptoserate ist bei Fillen, die eine Co-Expression von TNFa und TNF-R1
zeigen, nicht signifikant erhoht gegeniiber den Féllen, die nur TNFa exprimieren (p=0,221; s.
Kapitel 5.5.2.1). Bei Fillen, die eine Co-Expression von TRAIL und SMAC zeigen, ist die
Apoptoserate nicht signifikant erhoht gegeniiber den Fillen, die nur TRAIL exprimieren
(p=0,990; s. Kapitel 5.5.2.1). Die Apoptoserate ist bei Fillen, die eine Co-Expression von
Caspase-2 und -3 zeigen, nicht signifikant erhoht gegeniiber den Fillen, die nur Caspase-3

exprimieren (p=1,000; s. Kapitel 5.5.2.3).

4.2.5.1 TUNEL-positive DNA-Fragmente/ Proliferation (s. Tab. 7.1.2 und 7.1.3)

Der Anteil Tumorzellen, der TUNEL-positive DNA-Fragmente aufweist, betrdgt im
Durchschnitt 0,22% (Min: 0%; Max: 0,69%). Es sind nur vereinzelt apoptotische Zellen im
vitalen Tumorgewebe zu sehen.

Der durchschnittliche Anteil proliferierender Tumorzellen betrdgt hingegen 39,17% (Min:
15%; Max: 80%).

Die Proliferationsrate der PNETS ist somit um ein Vielfaches hoher als die Apoptoserate.
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4.2.5.2 Apoptose-assoziierte Faktoren (s. Tab. 7.1.17-19)

a) TNFa (s. Tab. 7.1.17)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Vier der sechs untersuchten PNETs exprimieren TNFa. Die durchschnittliche Expressionsrate
von TNFa in den Tumorzellen betrdgt 0,83 (Min: 0; Max: 2). Dies entspricht etwa 21%. Die
positiven Tumorzellen liegen verteilt im vitalen Tumorgewebe und lassen keine
Expressionsmuster, wie z.B. fokale H&dufung oder perivaskuldre Expressionssteigerung
erkennen (Abb. 7.3.14).

TNFa wird im Zytoplasma der Tumorzellen exprimiert, nicht von den Zellkernen.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
Die Nekrosezonen féarben sich nicht an. Auch findet sich keine Expressionssteigerung von

TNFa in den perinekrotischen Tumorzellen.

Gefdfse

Ein Teil der GefidBle des vitalen Tumorgewebes exprimiert TNFa.

b) TNF-R1 (s. Tab. 7.1.17)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der durchschnittliche Anteil TNF-R1-exprimierender Tumorzellen betrdgt 0,67 (Min: 0; Max:
1). Dies entspricht etwa 17%. Es ist jedoch zu beachten, dass nur vier der untersuchten Félle
positiv fiir TNF-R1 sind.

Die positiven Tumorzellen liegen regellos verteilt i1m vitalen Tumorgewebe.
Expressionsmuster finden sich nicht.

TNF-R1 wird im Zytoplasma der Tumorzellen exprimiert, nicht in deren Zellkern.
Nekrosen/ perinekrotische Areale

Keine der Nekrosezonen ist geféarbt. Es ist keine Expressionssteigerung von TNF-R1 in den

perinekrotischen Tumorzellen zu erkennen.
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Gefdfse
Ein Teil der Gefidle des vitalen Tumorgewebes exprimiert TNF-R1.

¢) TRAIL (s. Tab. 7.1.17)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

In fiinf der sechs Fille findet sich eine Expression von TRAIL in den Tumorzellen. Der
durchschnittliche Anteil TRAIL-exprimierender Tumorzellen liegt bei 0,83 (Min: 0; Max: 1).
Dies betragt etwa 21%.

Die TRAIL-positiven Tumorzellen sind gleichmiBig liber das vitale Tumorgewebe verteilt.
Spezielle Expressionsmuster sind nicht zu sehen (s. Abb. 7.3.15). TRAIL wird stets im

Zytoplasma der Tumorzellen exprimiert.

Nekrosen/ perinekrotische Areale

Nekrosen und perinekrotische Tumorzellen farben sich nicht an.

Gefdfse
Ein Teil der Gefile des vitalen Tumorgewebes exprimiert TRAIL.

d) APAF-1 (s. Tab. 7.1.17)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

In nur einem der Fille wird APAF-1 von den Tumorzellen exprimiert. Die Expressionsrate
von APAF-1 betrigt 0,5%. Bezieht man die restlichen negativen Fille mit ein, ergibt sich fiir
die Expressionsrate ein Durchschnittswert von 0,08% (Min: 0%; Max: 0,5%).

Die vereinzelten positiven Tumorzellen exprimieren APAF-1 in ihrem Zytoplasma, nicht im

Zellkern.

Nekrosen/ perinekrotische Areale

Nekrosezonen und perinekrotische Tumorzellen sind ungeférbt.

Gefdfse

APAF-1 wird von den Gefidl3en nicht exprimiert.
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e) SMAC (s. Tab. 7.1.18)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Alle Fille zeigen eine Expression von SMAC im vitalen Tumorgewebe. Die durchschnittliche
Expressionsrate von SMAC in den Tumorzellen betrdgt dabei 1,5 (Min: 1; Max: 4). Dies
entspricht etwa 38%.

In allen Fillen ist eine fokale Steigerung der Expression von SMAC zu sehen. Hier liegen
Zellgruppen, die SMAC in hohem Mall exprimieren neben Arealen des vitalen
Tumorgewebes, die eine schwache Expression fiir SMAC zeigen oder negativ sind.

In einem Fall ist eine perivaskulidre Steigerung der Expression von SMAC zu sehen.

Nekrosen/ perinekrotische Areale

Nekrosezonen und perinekrotische Tumorzellen exprimieren SMAC nicht.

Gefdfse

SMAC wird von einem Teil der Gefidlle des vitalen Tumorgewebes exprimiert.

f) Caspase-9 (s. Tab. 7.1.18)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Keiner der Fille exprimiert Caspase-9.

Nekrosen/ perinekrotische Areale

Nekrosezonen und perinekrotische Tumorzellen sind negativ.

Gefdfse

Die Gefifle exprimieren Caspase-9 nicht.

g) Caspase-2 (s. Tab. 7.1.18)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Caspase-2 wird von durchschnittlich 15% aller Tumorzellen exprimiert (Min: 0%; Max:

75%). Es ist jedoch zu beachten, dass nur drei der Fille (entspricht 50%) positiv fiir Caspase-
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2 sind. Es sind keine besonderen Expressionsmuster, wie etwa fokale oder perivaskulire
Expressionssteigerung zu erkennen.
Die Tumorzellen exprimieren Caspase-2 in ihrem Zytoplasma, eine spezifische Anfarbung der

Zellkerne ist nicht zu erkennen.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
Weder sind die Nekrosezonen angefirbt, noch zeigen die perinekrotischen Tumorzellen eine

Steigerung der Expressionsrate von Caspase-2.

Gefdfse

Ein Teil der Gefile des vitalen Tumorgewebes exprimiert Caspase-2.

h) Caspase-3 (s. Tab. 7.1.18)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Alle Fille zeigen eine Expression von Caspase-3 im vitalen Tumorgewebe. Die
durchschnittliche Expressionsrate fiir Caspase-3 in den Tumorzellen betragt 1,5 (Min: 1; Max:
3). Dies entspricht etwa 38%. Vier Fille exprimieren Caspase-3 nur fokal. Im negativen
Tumorgewebe liegen verschieden groBBe Tumorzellnester, die Caspase-3-positiv sind.

Die Tumorzellen exprimieren Caspase-3 stets in ihrem Zytoplasma, nicht im Zellkern.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
Die Nekrosezonen sind nicht angefidrbt. Die perinekrotischen Tumorzellen zeigen keine

gesteigerten Expressionsraten fiir Caspase-3.

Gefdfse

Caspase-3 wird von den Gefédllen nicht exprimiert.

i) Caspase-6 (s. Tab. 7.1.19)

Vitales Tumorgewebe und Randzone
Caspase-6 wird in allen Fiéllen von den Zellen des vitalen Tumorgewebes exprimiert. Die
durchschnittliche Expressionsrate liegt bei 1,83 (Min: 1; Max: 3). Dies entspricht etwa 46%.

Drei der Fille zeigen fokal hohe Expressionsraten fiir Caspase-6, wihrend angrenzende
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Tumorareale Caspase-6-negativ sind. FEin weiterer Fall weist eine Steigerung der
Expressionsrate in perivaskuldren Tumorzellen auf.
In allen Fillen wird Caspase-6 im Zytoplasma der Tumorzellen exprimiert, die Zellkerne sind

negativ.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
Die Nekrosezonen sind nicht gefidrbt. Die perinekrotischen Tumorzellen zeigen keine

Steigerung der Expressionsrate von Caspase-6.

Gefdfse

Caspase-6 wird von den GefidBlen exprimiert.

j) Caspase-7 (s. Tab. 7.1.19)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Keiner der Fille zeigt eine Expression von Caspase-7 im vitalen Tumorgewebe.

Nekrosen/ perinekrotische Areale

Nekrosezonen und perinekrotische Tumorareale exprimieren Caspase-7 nicht.

Gefdfse

Ein Teil der Gefile des vitalen Tumorgewebes exprimiert Caspase-7.

4.2.6 Meningiome

4.2.6.1 Atypische Meningiome (N=14; WHO-II; s. Tab. 7.1.1)

Die statistische Analyse der Expressionsraten mittels Korrelationsdiagramm wird bei
folgenden Faktoren durchgefiihrt: TRAIL und TUNEL (s. Diagramm 7.2.26 und Kapitel
5.6.1.2.1), Caspase-2 und SMAC (s. Diagramm 7.2.27 und Kapitel 5.6.1.2.2) sowie Caspase-2

und -3 (s. Diagramm 7.2.28 und Kapitel 5.6.1.2.3). In keinem der Fille zeigt sich eine

Korrelation.
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Die Apoptoserate der Fille, die eine Co-Expression von TRAIL und SMAC zeigen, ist
signifikant erhoht gegeniiber den Fillen, die lediglich TRAIL exprimieren (p=0,029; s.
Kapitel 5.6.1.2.1).

4.2.6.1.1 TUNEL-positive DNA-Fragmente/ Proliferation (s. Tab. 7.1.2 und 7.1.3)

Durchschnittlich zeigen 0,40% aller Zellen des vitalen Tumorgewebes TUNEL-positive
DNA-Fragmente (Min: 0%; Max: 2,15%). In drei Fillen sind keine apoptotischen
Tumorzellen vorhanden. In drei der TUNEL-positiven Fille gruppieren sich die apoptotischen
Tumorzellen um die Nekrosezonen herum. Es ist eine perinekrotische Steigerung der Rate
TUNEL-positiver DNA-Fragmente zu sehen. In zwei weiteren der positiven Fille ist eine
fokale Haufung apoptotischer Tumorzellen erkennbar. Die iibrigen positiven Fille zeigen eine
diffuse Verteilung von Tumorzellen mit TUNEL-positiven DNA-Fragmenten.

Die durchschnittliche Proliferationsrate liegt bei 8,4% (Min: 4%; Max: 15%). Die
proliferierenden Tumorzellen sind ohne erkennbare Verteilungsmuster gleichmifig iiber das
vitale Tumorgewebe verteilt.

Die Proliferationsrate ist um ein Vielfaches hoher als die Apoptoserate.

4.2.6.1.2 Apoptose-assoziierte Faktoren (s. Tab. 7.1.20-24)

a) TNFa (s. Tab. 7.1.20)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Zwolf der 14 Fille exprimieren TNFo in den Zellen des vitalen Tumorgewebes. Die
durchschnittliche Expressionsrate betrdagt 1,92 (Min: 0; Max: 4). Dies entspricht etwa 48%.
Zwei der Fille zeigen eine fokale Steigerung der Expressionsrate von TNFa. Hier betrdgt die
Expression von TNFa in einigen Tumorarealen 100%, wéhrend andere Bereiche des vitalen
Tumorgewebes TNFa-negativ sind.

Stets wird TNFa im Zytoplasma der Tumorzellen exprimiert, nicht im Zellkern.
Nekrosen/ perinekrotische Areale

Drei der Nekrosezonen sind intensiv angefidrbt. In einem Fall ist eine Steigerung der

Expression von TNFa in den perinekrotischen Tumorzellen erkennbar.

76



Gefdfse

Ein Teil der GefidBle des vitalen Tumorgewebes exprimiert TNFa.

b) TNF-R1 (s. Tab. 7.1.20)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil TNF-R1-exprimierender Tumorzellen betrigt durchschnittlich 1,25 (Min: 0; Max:
3). Dies entspricht etwa 31%. Zu beachten ist, dass TNF-R1 in zwei Féllen nicht exprimiert
wird. Fiinf der zwolf positiven Fille zeigen eine fokale Expressionssteigerung von TNF-R1.
In diesen Fillen wird TNF-R1 in nur einigen Bereichen des vitalen Tumorgewebes
exprimiert, wihrend das iibrige Tumorgewebe negativ ist. Die restlichen positiven Fille
lassen nur vereinzelte TNF-R1-exprimierende Tumorzellen erkennen.

Stets wird TNF-R1 im Zytoplasma der Tumorzellen exprimiert.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
In einem der Fille sind die Nekrosezonen angefirbt. Eine Steigerung der Expression von

TNF-R1 in den perinekrotischen Tumorzellen ist in zwei der Fille zu sehen.

Gefdfse

Ein Teil der Gefile des vitalen Tumorgewebes exprimiert TNF-R1.

¢) TRAIL (s. Tab. 7.1.21)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

In zwei der Fille sind alle Tumorzellen TRAIL-negativ. Die durchschnittliche
Expressionsrate fiir TRAIL betrigt 1,50 (Min: 0; Max: 3). Dies entspricht etwa 38%. In drei
der Fille wird TRAIL fokal, also nur von einigen Bereichen des vitalen Tumorgewebes
exprimiert. TRAIL wird zytoplasmatisch exprimiert, die Zellkerne der Tumorzellen zeigen

keine spezifische Anfarbung.
Nekrosen/ perinekrotische Areale

Keine der Nekrosezonen ist gefirbt. In einem Fall ist eine Expressionssteigerung von TRAIL

in den perinekrotischen Tumorzellen zu sehen.
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Gefdfse

In einigen Fillen wird TRAIL von den Gefédllen des vitalen Tumorgewebes exprimiert.

d) APAF-1 (s. Tab. 7.1.21)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

APAF-1 wird von sechs der untersuchten Fille exprimiert (s. Abb.7.3.16). Im Durchschnitt
liegt die Expressionsrate in den Tumorzellen bei 7% (Min: 0%; Max: 50%). Vier der APAF-
I-positiven Fille zeigen eine fokale Expressionssteigerung von APAF-1. Hier konnen in
einigen Tumorarealen bis zu 50% der Tumorzellen APAF-1-positiv sein. APAF-1 wird im

Zytoplasma der Tumorzellen exprimiert.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
In zwei der Fille sind die Nekrosezonen intensiv angefirbt. Eine Expressionssteigerung von

APAF-1 in den perinekrotischen Tumorzellen ist in zwei weiteren Féllen zu sehen.

Gefdfse

Einige Gefillen des vitalen Tumorgewebes exprimieren APAF-1.

e) SMAC (s. Tab. 7.1.22)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

In allen Fillen ist eine Expression von SMAC in den Tumorzellen zu sehen. Die
durchschnittliche Expressionsrate liegt bei 2,57 (Min: 1; Max: 4). Dies entspricht etwa 64%.
In sechs Fillen wird SMAC fokal unterschiedlich exprimiert. Hier liegen verschieden grof3e
Inseln spezifisch gefarbter Tumorzellen direkt neben negativen Tumorarealen (s. Abb.
7.3.18).

SMAC wird stets zytoplasmatisch exprimiert.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
In einem Fall sind intensiv gefdrbte Nekrosezonen zu sehen. Vier weitere Fille zeigen eine
Expressionssteigerung von SMAC in den perinekrotischen Tumorzellen. Diese bilden intensiv

gefirbte Randwille um die Nekrosezonen herum.
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Gefdfse

SMAC wird von den Gefédllen des vitalen Tumorgewebes teilweise exprimiert.

f) Caspase-9 (s. Tab. 7.1.22)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Zwei der untersuchten Fille exprimieren Caspase-9 im vitalen Tumorgewebe. In diesen
beiden Fillen sind kleinere Zellnester im vitalen Tumorgewebe zu sehen, in denen Caspase-9
fokal exprimiert wird. Bezieht man die iibrigen negativen Fille mit ein, so ergibt sich ein
rechnerischer Mittelwert von 3,57% Caspase-9-positiver Tumorzellen (Min: 0; Max: 1).

Die positiven Tumorzellen exprimieren Caspase-9 in ihrem Zytoplasma.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
Alle Nekrosezonen sind Caspase-9-negativ. Eine perinekrotische Expressionssteigerung von

Caspase-9 ist in keinem der Préparate zu sehen.

Gefdfse
Zu einem geringen Teil wird Caspase-9 von den Gefdlen des vitalen Tumorgewebes

exprimiert.

g) Caspase-2 (s. Tab. 7.1.23)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Caspase-2 wird durchschnittlich von 11% (Min: 0%; Max: 65%) aller Tumorzellen
exprimiert. Dabei ist jedoch zu beachten, dass nur neun der 14 untersuchten Fille Caspase-2-
positive Tumorzellen bieten. Die restlichen Fille sind negativ. In einem Fall sind im spérlich
positiven Tumorgewebe Foki auszumachen, in denen eine Expressionssteigerung von
Caspase-2 auf etwa 50% der Zellen zu sehen ist. Die iibrigen positiven Félle lassen keine
besonderen Verteilungsmuster Caspase-2-exprimierender Tumorzellen erkennen. Stets zeigen

die positiven Tumorzellen eine spezifische Anfarbung ihres Zytoplasmas, nicht der Zellkerne.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
Keine der Nekrosezonen ist gefarbt. Eine Expressionssteigerung von Caspase-2 in den

perinekrotischen Tumorzellen ist nicht zu erkennen.
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Gefdfse

In Einzelfillen wird Caspase-2 von den GefiB3en des vitalen Tumorgewebes exprimiert.

h) Caspase-3 (s. Tab. 7.1.23)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der Anteil Caspase-3-exprimierender Tumorzellen betrdgt durchschnittlich 1,14 (Min: 1;
Max: 3). Dies entspricht etwa 29%. Caspase-3 wird von allen untersuchten Fillen exprimiert.
In fiinf Fillen ist die Expression von Caspase-3 auf einzelne Foki des vitalen Tumorgewebes
beschrinkt. Hier sind positive Tumorzell-Inseln innerhalb des Tumorgewebes zu sehen (s.
Abb. 7.3.18). Ausnahmslos wird Caspase-3 vom Zytoplasma der Tumorzellen exprimiert. Die

Zellkerne sind nicht spezifisch gefirbt.

Nekrosen/ perinekrotische Areale

In einem der Fille zeigen die Nekrosezonen eine intensive Anfirbung. FEine
Expressionssteigerung von Caspase-3 in den perinekrotischen Tumorzellen ist in zwei
weiteren Fillen zu beobachten. Hier sind intensiv gefirbte Randsdume positiver Tumorzellen

zu sehen, die die Nekrosezonen umgeben.

Gefdfse

Ein Teil der Gefile des vitalen Tumorgewebes exprimiert Caspase-3.

i) Caspase-6 (s. Tab. 7.1.24)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Alle untersuchten Fille zeigen eine Expression von Caspase-6 im vitalen Tumorgewebe. Der
durchschnittliche Anteil positiver Tumorzellen betrdgt 2,50 (Min: 1; Max: 4). Dies entspricht
etwa 63%. Drei der Fille lassen eine fokale Steigerung der Expressionsrate auf bis zu 100%
erkennen, wihrend das ibrige Tumorgewebe negativ oder allenfalls gering positiv gefirbt ist.
In einem weiteren Fall sind groBe Anteile des vitalen Tumorgewebes spezifisch gefirbt,
wihrend hier fokal Tumorzell-Inseln zu sehen sind, die Caspase-6 nicht exprimieren.

Stets ist das Zytoplasma der Tumorzellen spezifisch gefirbt, nicht die Zellkerne.
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Nekrosen/ perinekrotische Areale
Keine der Nekrosezonen ist gefirbt. In drei Fillen ist eine Expressionssteigerung von

Caspase-6 in den perinekrotischen Tumorzellen zu sehen.

Gefdfse

Die Gefdlle des vitalen Tumorgewebes exprimieren Caspase-6 nicht.

j) Caspase-7 (s. Tab. 7.1.24)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Caspase-7 wird von einem der untersuchten Fille exprimiert. Hier liegt im insgesamt
negativen Tumorgewebe ein grofleres Areal, in dem etwa 50% der Tumorzellen Caspase-7-
positiv sind. Vergleicht man die Grofle des positiven Fokus mit der des negativen
Resttumorgewebes, so ergibt sich eine ungefihre Expressionsrate von 5% fiir diesen Fall.
Bezieht man nun die iibrigen Caspase-7-negativen Fille mit ein, so ergibt sich ein
rechnerischer Mittelwert von 0,36% Caspase-7-exprimierender Tumorzellen (Min: 0%; Max:
5%).

Caspase-7 wird stets im Zytoplasma der Tumorzellen exprimiert.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
Keine der Nekrosezonen ist angefirbt. Eine Expressionssteigerung von Caspase-7 in den

perinekrotischen Tumorzellen ist nicht zu sehen.

Gefdfse

Von den Gefillen wird Caspase-7 nicht exprimiert.

4.2.6.2 Anaplastische Meningiome (N=4; WHO-III; s. Tab. 7.1.1)

Die statistische Analyse der Expressionsraten mittels Korrelationsdiagramm wird bei
folgenden Faktoren durchgefiihrt: SMAC und Caspase-2 (s. Diagramm 7.2.29 und Kapitel

5.6.2.2.2-3), sowie Capase-2 und Caspase-3 (s. Diagramm 7.2.30 und Kapitel 5.6.2.2.3). In

keinem der Fille zeigt sich eine Korrelation.
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Die Apoptoserate ist in den Fillen, die eine Co-Expression der Faktoren TRAIL und SMAC
zeigen, nicht signifikant erhoht gegeniiber den Fillen, die nur TRAIL exprimieren (p=0,221;
s. Kapitel 5.6.2.2.1).

4.2.6.2.1 TUNEL-positive DNA-Fragmente/ Proliferation (s. Tab. 7.1.2 und 7.1.3)

Der durchschnittliche Anteil Tumorzellen, in denen TUNEL-positive DNA-Fragmente zu
sehen sind, betrigt 0,13% (Min: 0%; Max: 0,24%). Besondere Verteilungsmuster der
apoptotischen Tumorzellen, wie etwa perinekrotisch gehiduftes Vorkommen, sind nicht
erkennbar.

Die Proliferationsrate der Tumorzellen belduft sich im Durchschnitt auf 25% (Min: 20%;
Max: 40%).

Die Proliferationsrate ist somit gegeniiber der Apoptoserate deutlich erhoht.

4.2.6.2.2 Apoptose-assoziierte Faktoren (s. Tab. 7.1.25 und 7.1.26)

a) TNFa (s. Tab. 7.1.25)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Die Rate TNFa-exprimierender Tumorzellen betrdgt im Durchschnitt 2,67 (Min: 0; Max: 4).
Dies entspricht etwa 67%. In einem Fall wird TNFa nicht exprimiert. Einer der positiven
Fille zeigt eine fokale Steigerung der Expression von TNFo. Im negativen vitalen
Tumorgewebe liegen unterschiedlich groBe Tumorzell-Inseln, die zu etwa 100% spezifisch

gefirbt sind. Dabei ist stets das Zytoplasma der Tumorzellen geférbt, nicht ihr Kern.
Nekrosen/ perinekrotische Areale

Ein Fall weist eine Anfdrbung der Nekrosezonen auf. Eine Expressionssteigerung von TNFa

in den perinekrotischen Tumorzellen ist nicht vorhanden.

Gefdfse

Ein Teil der GefidBle des vitalen Tumorgewebes exprimiert TNFa.
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b) TNF-R1 (s. Tab. 7.1.25)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Im Durchschnitt liegt der Anteil TNF-R1-exprimierender Tumorzellen bei 2,50 (Min: 1; Max:
4). Dies entspricht etwa 63%. Alle Fille zeigen TNF-R1-positive Tumorzellen. Es sind keine
speziellen Verteilungsmuster positiver Tumorzellen zu sehen. TNF-R1 wird zytoplasmatisch

exprimiert (s. Abb. 7.3.19).

Nekrosen/ perinekrotische Areale
In einem Fall ist eine Fidrbung der Nekrosezonen zu erkennen. Eine Expressionssteigerung

von TNF-R1 in den perinekrotischen Tumorzellen ist nicht vorhanden.

Gefdfse

Die Gefifle des vitalen Tumorgewebes exprimieren TNF-R1 zum Teil.

¢) TRAIL (s. Tab. 7.1.25)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Der durchschnittliche Anteil TRAIL-exprimierender Tumorzellen betrdgt 1,00 (Min: 0; Max:
2). Dies betrdgt etwa 25%. Ein Fall ist TRAIL-negativ. Die positiven Tumorzellen liegen
ohne besondere Muster im vitalen Tumorgewebe verteilt. Stets ist das Zytoplasma Ort der

Expression von TRAIL, nicht der Zellkern.
Nekrosen/ perinekrotische Areale

Keiner der Fille zeigt gefarbte Nekrosezonen. Eine Expressionssteigerung von TRAIL in den

perinekrotischen Tumorzellen ist nicht vorhanden.

Gefdfse

TRAIL wird von den Gefid3en des vitalen Tumorgewebes nicht exprimiert.
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d) APAF-1 (s. Tab. 7.1.25)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Die durchschnittliche Expressionsrate von APAF-1 in den Tumorzellen liegt bei 11% (Min:
0%; Max: 30%). Zwei der positiven Fille zeigen ein fokales Expressionsmuster von APAF-1
in den Tumorzellen. Im sonst negativen Tumorgewebe liegen verstreut Areale
unterschiedlicher Form und Grofe, die APAF-1 zu 15% bis 30% exprimieren. Stets ist das

Zytoplasma der Tumorzellen APAF-1-positiv, nicht der Zellkern.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
In einem Fall sind die Nekrosezonen intensiv geféarbt. Eine Expressionssteigerung von APAF-

1 in den perinekrotischen Tumorzellen findet sich nicht.

Gefdfse

Die Gefifle des vitalen Tumorgewebes exprimieren APAF-1 nicht.

e) SMAC (s. Tab. 7.1.25)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Alle Fille exprimieren SMAC in den Tumorzellen. Die durchschnittliche Expressionsrate
liegt bei 3,50 (Min: 2; Max. 4). Dies entspricht etwa 88%. Obwohl der Anteil SMAC-
positiver Tumorzellen sehr hoch ist, zeigen alle Fille Tumorbezirke, in denen SMAC fokal
nicht exprimiert wird. Stets ist das Zytoplasma der Tumorzellen positiv, die Zellkerne sind

nicht spezifisch gefirbt.
Nekrosen/ perinekrotische Areale

Ein Fall zeigt intensiv gefirbte Nekrosezonen. Eine Expressionssteigerung von SMAC in den

perinekrotischen Tumorzellen ist in drei der vier Fille zu sehen.

Gefdfse
Ein Teil der Gefille des vitalen Tumorgewebes exprimiert SMAC.
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f) Caspase-9 (s. Tab. 7.1.25)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Caspase-9 wird von nur einem der Fille exprimiert. Hier ist im vitalen Tumorgewebe ein
Fokus zu sehen, in dem Caspase-9 in etwa 25% der Tumorzellen exprimiert wird. Das iibrige
Tumorgewebe ist negativ. Bezieht man die iibrigen negativen Fille mit ein, so ergibt sich fiir
die durchschnittliche Expressionsrate von Caspase-9 ein Mittelwert von etwa 6% (Min: 0%;

Max: 25%). Die positiven Tumorzellen exprimieren Caspase-9 in ihrem Zytoplasma.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
Samtliche Nekrosezonen sind negativ. Eine Expressionssteigerung von Caspase-9 in den

perinekrotischen Tumorzellen ist nicht zu beobachten.

Gefdfse

Die Gefdlle des vitalen Tumorgewebes exprimieren Caspase-9 nicht.

g) Caspase-2 (s. Tab. 7.1.26)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Alle Fille sind Caspase-2-positiv. Die durchschnittliche Expressionsrate von Caspase-2 in den
Tumorzellen liegt bei 29% (Min: 2%; Max: 90%). In einem der Fille sind im Tumorgewebe
Areale zu sehen, in denen Caspase-2 fokal stidrker exprimiert wird als im Resttumorgewebe.
In den iibrigen Fillen ist kein besonderes Verteilungsmuster der Caspase-2-positiven Zellen

zu erkennen. Stets wird Caspase-2 zytoplasmatisch exprimiert.
Nekrosen/ perinekrotische Areale

Keiner der Fille zeigt eine Fiarbung der Nekrosezonen. Eine Expressionssteigerung von

Caspase-2 in den perinekrotischen Tumorzellen ist in einem der Félle zu sehen.

Gefdfse

Die Gefdlle des vitalen Tumorgewebes exprimieren Caspase-2 nicht.
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h) Caspase-3 (s. Tab. 7.1.26)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Keiner der Fille ist negativ fiir Caspase-3. Der durchschnittliche Anteil Caspase-3-
exprimierender Tumorzellen betrdgt 1,50 (Min: 1; Max: 3). Dies entspricht etwa 38%. Zwei
der Fille zeigen eine fokale Expression von Caspase-3. Im negativen vitalen Tumorgewebe
sind Areale zu sehen, in denen Caspase-3 exprimiert wird. Dabei ist stets das Zytoplasma der

Tumorzellen gefarbt.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
Weder ist eine Anfiarbung der Nekrosezonen noch eine Expressionssteigerung von Caspase-3

in den perinekrotischen Tumorzellen zu sehen.

Gefdfse

Von den Gefédllen des vitalen Tumorgewebes wird Caspase-3 nicht exprimiert.

i) Caspase-6 (s. Tab. 7.1.26)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Keiner der Fille ist Caspase-6-negativ. Die durchschnittliche Expressionsrate liegt bei 3,00
(Min: 1; Max: 4). Dies entspricht etwa 75%. Besondere Verteilungsmuster Caspase-6-
exprimierender Tumorzellen, wie etwa fokale Expressionssteigerung, sind nicht zu sehen.

Stets wird Caspase-6 vom Zytoplasma der Tumorzellen exprimiert.
Nekrosen/ perinekrotische Areale

Eine Firbung der Nekrosezonen sowie eine Expressionssteigerung von Caspase-6 in den

perinekrotischen Tumorzellen sind nicht vorhanden.

Gefdfse

Von den Gefillen des vitalen Tumorgewebes wird Caspase-6 zum Teil exprimiert.
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j) Caspase-7 (s. Tab. 7.1.26)

Vitales Tumorgewebe und Randzone

Nur einer der Fille zeigt eine Expression von Caspase-7 in den Tumorzellen. In diesem Fall
sieht man fokal einen Bereich mit positiven Zellen im vitalen Tumorgewebe (s. Abb. 7.3.20).
Die Expressionsrate betrdgt insgesamt etwa 1%. Bezieht man die tibrigen negativen Fille mit
ein, so ergibt sich ein durchschnittlicher Anteil Caspase-7-positiver Tumorzellen von 0,25%

(Min: 0%; Max: 1%). Die positiven Tumorzellen exprimieren Caspase-7 zytoplasmatisch.

Nekrosen/ perinekrotische Areale
Eine Firbung der Nekrosezonen sowie eine Expressionssteigerung von Caspase-7 in den

perinekrotischen Tumorzellen sind nicht zu sehen.

GefilBe
Die GefiBBe des Falles, der positive Tumorzellen aufweist, zeigen eine Expression von

Caspase-7 in den Gefédllen des vitalen Tumorgewebes.
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5 Diskussion

Welche Faktoren iiber das Leben und Sterben von Zellen entscheiden, ist seit vielen Jahren
Gegenstand intensiver Forschung. Besondere Bedeutung kommt hierbei der Entschliisselung
apoptotischer Prozesse zu. Schon lange ist bekannt, dass ein gesteigertes oder vermindertes
MaB an Apoptose im Rahmen vieler Erkrankungen, so z.B. bei der Entstehung verschiedener
Neoplasien oder degenerativer Erkrankungen, eine Rolle spielt. Ein genaueres Verstidndnis
der apoptotischen Vorginge in den unterschiedlichen Zellen des Korpers ist Voraussetzung
und Grundlage fiir die Anwendung dieser Kenntnisse z.B. als moglicher prognostischer oder
diagnostischer Marker oder auch als therapeutische Option. Welche Faktoren fiir die
Apoptose in Tumoren des zentralen Nervensystems eine Rolle spielen konnten, wurde in

dieser Arbeit untersucht und soll im Folgenden diskutiert werden.

5.1 Glioblastome (WHO-1V)

5.1.1 Apoptose/ Nekrose/ Proliferation

Bei Glioblastomen handelt es sich um hochgradig maligne Neoplasien des zentralen
Nervensystems. Thre Malignitit wird unter anderem durch ihr schnelles Wachstum bestimmt.
Die Progression eines Tumors spiegelt die Balance zwischen Proliferation und Zelltod wider.
Bei den untersuchten Glioblastomen findet sich eine entsprechend hohe durchschnittliche
Rate proliferierender Zellen von 24% (entsprechend der Expression von MIB-1). Alle
untersuchten Glioblastome zeigen proliferierende Zellen, wobei deren Anteil zwischen 5%
und 50% schwankt. Zelltod wird bei Glioblastomen durch mindestens zwei Mechanismen
vermittelt: durch Nekrose und Apoptose. Da die Gefil3e, die die Tumorzellen versorgen, nicht
so schnell wachsen wie die Tumorzellen selbst, kommt es im Laufe der Tumorentwicklung
konsekutiv zur Entstehung von ischdmischen Nekrosezonen, wie sie bei den Glioblastomen
regelmédBig sowohl makro- als auch mikroskopisch zu erkennen sind. Fraglich ist, ob eine
Hochregulation von TNFa in den Tumorzellen zu einer Entstehung von Nekrosen beitragt,
wie dies in einigen Arbeiten angenommen wird (Raza et al. 2002). Die Ergebnisse dieser
Arbeit bestidtigen diesen Ansatz jedoch nicht. In nur einem Fall findet sich eine
perinekrotische Expressionssteigerung von TNFo. AuBlerdem ist die Expressionsrate von
TNFa in den niedrigmalignen Tumoren (WHO-II und -III) wesentlich hoher als in den
Tumoren, die sich durch einen hoheren Anteil nekrotischer Zellen auszeichnen. Der Anteil an

Zellen, die morphologische Merkmale der Apoptose zeigen (sichtbar gemacht durch die
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Markierung von DNA-Einzelstrangbriichen mittels TUNEL, s. Kapitel 3.5.2), deren Zelltod
durch Apoptose somit weitgehend als gesichert angesehen werden kann, ist bei den
Glioblastomen im Vergleich zur Proliferationsrate mit durchschnittlich 0,83% eher gering
ausgepragt. In zwei Fillen sind keine apoptotischen Zellen zu finden. In den iibrigen Fillen
sind bis zu 7,5% apototische Zellen zu sehen, die in einem Drittel der Fille hauptsidchlich
perinekrotisch  lokalisiert sind. Dieses Verteilungsmuster wird auch in anderen
Untersuchungen beschrieben (Tachibana et al. 1996/ Nakasu et al. 1998/ Matyja et al. 1999/
Takekawa et al. 1999/ Schiffer et al. 2001/ Bell et al. 2001/ Liao et al. 2002). Ein moglicher
Erkldarungsansatz fiir diese Verteilung wire, dass man sich die perinekrotische Tumorzone als
Gebiet mit duBerst schlechten Wachstumsbedingungen fiir Zellen vorstellt. Wie bereits oben
dargestellt, entstehen die Nekrosezonen in Glioblastomen — wie in anderen stark
proliferierenden Tumoren — unter anderem durch die mangelnde Vaskularisation bestimmter
Tumorareale. Der Verlust an Sauerstoff ist so dramatisch, dass die Zellen nekrotisch werden
(Zagzag et al. 2000/ Hemmerlein et al. 2001). Zwischen den Nekrosezonen und dem vitalen
Tumorgewebe, das ausreichend vaskularisiert ist, scheint es aber auch eine Zone zu geben, in
der die Uberlebensbedingungen fiir Zellen als so grenzwertig anzusehen sind, dass die Zellen
zwar nicht iiberleben konnen, ihnen jedoch noch so viele Energiereserven zur Verfiigung
stehen, dass sie die Apoptose vollziehen konnen. Hier konnten auch die in Kapitel 1.2.3
beschriebenen Zwischenformen der verschiedenen Zelltodmechanismen eine Rolle spielen.
So wird z.B. in anderen Untersuchungen beobachtet, dass Apoptose ATP-abhingig in
Nekrose iibergehen kann (Leist et al. 1997/ Mc Carthy et al. 1997/ Daugas et al. 2000/ Leist
und Jéitteld 2001). Apoptose scheint in diesem Zusammenhang ein relevanter Mechanismus
zu sein, der fiir die Situation von Zellen des perinekrotischen Tumorgewebes charakteristisch
ist. Dabei stellt sich auch die Frage, ob besonders rasch wachsende Glioblastome auch
besonders hohe Apoptoseraten zeigen, da das schnell wachsende Tumorgewebe nicht mehr
ausreichend vaskularisiert ist und die schlecht versorgten Zellen absterben. Sollte eine
Korrelation zwischen Apoptose- und Proliferationsrate in Glioblastomen bestehen, wire
weiterhin von Interesse, ob sich aus dem Verhiltnis von Apoptose zu Mitose prognostische
oder diagnostische Schliisse ziehen lassen. Von einigen Arbeitsgruppen wird eine Korrelation
zwischen Apoptose- und Proliferationsrate beschrieben (Nakamizo et al. 2002/ Heesters et al.
1999), wihrend andere keine Korrelation zwischen dem apoptotischen und dem
Proliferationsindex in Glioblastomen eruieren konnten (Schiffer et al. 1995/ Vaquero et al.
2002). Auch in dieser Arbeit konnte keine Korrelation zwischen Apoptose- und

Proliferationsrate bei Glioblastomen gefunden werden (s. Diagramm 7.2.1).
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5.1.2 Apoptose-assoziierte Faktoren

Der geringe Anteil von Zellen, die lichtmikroskopisch apoptotische Merkmale zeigen, steht
im Gegensatz zu einer deutlichen Hochregulation Apoptose-vermittelnder Faktoren in den
Glioblastomen. Es wurden Apoptose-assoziierte Proteine des TNF/Rezeptor-vermittelten
(TNFo, TNF-R1, TRAIL) und des mitochondrialen (APAF-1, SMAC, Caspase-9) Modus der
Apoptose, sowie verschiedene Caspasen (Caspase-7, -3, -2 und -6) untersucht. Es stellt sich
nun die Frage, wie die Expression der Apoptose-assoziierten Faktoren bei der gleichzeitig
niedrigen ,,vollendeten® Apoptoserate der Tumorzellen zu werten ist. Einige Autoren
verstehen diesen Umstand als eine Art ,,gesteigerte Bereitschaft der Tumorzellen, Apoptose
zu vollziehen (Ehrmann et al. 2000). Diese These ist vor allem dann interessant, wenn man
versuchen mochte, als therapeutische MaB3nahme Apoptose bei Hirntumoren zu induzieren.
Eine ,,gesteigerte Bereitschaft zur Apoptose als Sinnbild eines automatisch ablaufenden,
expandierenden Suizid-Programmes, das es nur gilt, in Gang zu setzen, wire ein idealer
Umstand fiir eine therapeutische Induktion von Apoptose. Es ist jedoch zu bedenken, dass
sich die Biologie einer Tumorzelle maflgeblich von der einer normalen Zelle unterscheidet
und man zunéchst davon ausgehen muss, dass die zellularen Mechanismen der Apoptose bei
Tumorzellen stark gestort sind und eventuell nicht so effektiv arbeiten kénnen wie in
normalen Zellen. Daneben haben die meisten Apoptose-assoziierten Faktoren auch andere
biologische Wirkungen, die es erst zu verstehen gilt, bevor man sie modifiziert und so neben
Tumorzell-Apoptose auch mogliche unerwiinschte Wirkungen verursacht. So spielt z.B.
TNFa eine Rolle bei der Regulierung der Korpertemperatur sowie bei der Regulierung des
Zusammenspiels verschiedener Zytokine im Rahmen der korpereigenen Abwehr (Dayer 2002/
Leon 2004). Im Folgenden sollen weitere mogliche Erklarungsansitze erortert werden, wie
die Hochregulation Apoptose-assoziierter Faktoren bei einer gleichzeitig niedrigen

Apoptoserate zu werten sein konnte.

5.1.2.1 TNFo/ TNF-R1/ TRAIL

Durchschnittlich sind rund 30% der Zellen des vitalen Tumorgewebes der Glioblastome
positiv fiir TNFa, TNF-R1 und TRAIL. Ahnliche Expressionsraten finden sich in den anderen
untersuchten WHO-IV-Tumoren (Medulloblastome und PNETs; p=0,402). Der Anteil
positiver Tumorzellen in den untersuchten WHO-II- und -III-Tumoren (Oligodendrogliome,
Ependymome und Meningiome) ist vor allem fiir TNFa mit bis zu 67% deutlich hoher als bei

den hochmalignen Tumoren. Es scheint demnach ein Zusammenhang zwischen dem
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Malignitdtsgrad von Hirntumoren und der Expressionsrate zumindest einiger Apoptose-
assoziierter Faktoren zu existieren, wobei die niedriger malignen Tumorgrade zumindest
theoretisch eine hohere Suszeptibilitit fiir Apoptose aufweisen konnten. Es zeigt sich ein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der Expressionsraten fiir TNFa bei den Tumorgraden
WHO-II, -III und -1V (p=0,007). Dies wurde auch in anderen Studien so beschrieben (Kaiser
und Bodey 2000). In den Tumorrandzonen sowie im angrenzenden Normalgewebe der
Priparate liegt die Expressionsrate der Faktoren etwa bei 10% (4.2.1.2). Die Expressionsraten
zeigen eine groBe Variabilitit von vereinzelten bis zu annidhernd 100% positiver Zellen.
Damit schlieBen sich diese Ergebnisse denen anderer Arbeiten an, die ebenfalls iiber eine
Expression der genannten Apoptose-assoziierten Faktoren in Glioblastomen berichten
(Iwasaki et al. 1995/ Rieger et al. 1999). TNFo und TNF-R1 werden lediglich in drei, TRAIL
in sechs von 23 Glioblastompriparaten nicht exprimiert.

In 18 der 23 Glioblastompridparate kommt es zu einer Co-Expression der Faktoren TNFo und
TNF-R1. Eine klare Korrelation der Expressionsraten von TNFoa und TNF-R1 besteht jedoch
nicht (s. Diagramm 7.2.2). In allen untersuchten Tumorarten liegt jedoch die Expressionsrate
von TNF-R1 unter der von TNFa.

TNFa und sein Rezeptor 1 konnen in vielen Zelltypen Apoptose vermitteln (D’Souza et al.
1995/ Yin et al. 1995). In Glioblastomen wird die Féahigkeit von TNFa zur Induktion von
Apoptose jedoch von vielen antagonistischen Faktoren, die nur zum Teil bekannt sind (wie
z.B. cIAP), herabgesetzt (Knight et al. 2001/ Webster et al. 2002). Es wird eine Reihe von
Faktoren wie z.B. Dexamethason oder Cisplatin diskutiert, die {iber eine direkte oder indirekte
agonistische Funktion Apoptose iiber TNFa induzieren sollen (Duan L et al. 2001/ Cheng et
al. 2002). Einige Studien postulieren den Ansatz, eine erhohte Expression von TNF-R1 konne
die Sensibilitit des Tumorgewebes fiir eine zytotoxische Aktivitdit von TNFa verstirken
(Hayashi et al. 2001). In dieser Arbeit kann jedoch keine Korrelation zwischen der
Expressionsrate von TNF-R1 und dem apoptotischen Index bei Glioblastomen festgestellt
werden (s. Diagramm 7.2.3). In den in dieser Arbeit untersuchten Glioblastomen kann
hingegen in allen Fillen, die eine Hochregulation von TNFa bieten, auch eine hohe
Expression von Effektor-Caspasen beobachtet werden. Dies gilt insbesondere fiir Caspase-3
und -6, was vor dem Hintergund interessant ist, dass die TNFa-induzierte Apoptose iiber
Effektor-Caspasen vermittelt wird (s. Kapitel 1.2.2).

TRAIL interagiert als Mitglied der TNF-Familie mit verschiedenen Rezeptoren der
Zellmembran. Apoptose kann so iiber eine Bindung an DR4 und DRS5 induziert werden. Diese

Induktion kann {iiber eine Interaktion mit den sog. ,,decoy* Rezeptoren DcR1 und DcR2

91



antagonisiert werden. In vielen Studien wird TRAIL das Potential zugeschrieben, selektiv in
Tumorzellen von Glioblastomen und nicht im umgebenden Normalgewebe Apoptose
hervorrufen zu konnen und so eine Regression der Tumormasse zu verursachen (Roth et al.
1999/ Hao et al. 2001/ Pollack et al. 2001). Eine mogliche Erkldrung hierfiir wire etwa die
verminderte Expression von Apoptose-antagonistischen decoy-Rezeptoren bei Tumorzellen.
Die Expression variiert jedoch nicht nur zwischen den unterschiedlichen Tumorarten, sondern
auch innerhalb verschiedener Tumorzelllinien bei den Glioblastomen (Wu et al. 2000). In
neueren Studien wird auch darauf hingewiesen, dass etwa Adenovirus-vermittelter
Gentransfer von Apo2LL/TRAIL nicht zu einer Induktion von Apoptose fiihrt (Naumann et al.
2003). In diesem Zusammenhang wurde eine Reihe von amplifizierenden Faktoren fiir
TRAIL-vermittelte Apoptose in Glioblastomen diskutiert. So wird z.B. dem auch in dieser
Arbeit untersuchten Faktor SMAC eine agonistische Funktion bei der TRAIL-vermittelten
Apoptose zugeschrieben, die eine Eradikation von Hirntumoren erst erméglichen soll (Rohn
et al. 2001/ Fulda et al. 2002/ Deng et al 2002/ Kandasamy et al. 2003). In dieser Arbeit kann
bei den Glioblastomen jedoch kein eindeutiger Zusammenhang zwischen den
Expressionsraten von TRAIL mit denen von SMAC oder TUNEL hergestellt werden (s.
Diagramme 7.2.4 und 7.2.5).

Es wurde auch eine Expression von TRAIL in normalem Hirngewebe beschrieben (Frank et
al. 1999/ Matysiak et al. 2002). Dies stellt sich in unseren Normalkontrollen zwar so nicht dar,
in den Gewebeanteilen von sechs der untersuchten Glioblastompriparate, die morphologisch
nicht von Tumorgewebe infiltriert sind, findet sich aber ein durchschnittlicher Anteil TRAIL-
positiver Gliazellen von etwa 10%. In anderen Studien wurde auch eine Expression von TNFa
im peritumoralen Normalgewebe beschrieben (Maruno et al. 1997). Es stellt sich somit die
Frage, ob das tumorumgebende normale Hirngewebe von Patienten molekularbiologisch
anders charakterisiert ist als das Hirngewebe von Menschen, die nicht an einem infiltrierenden
Tumor erkrankt sind. Ahnliche Ergebnisse haben wir in einigen Fillen fiir die Faktoren
TNFa, Caspase-3 und Caspase-6 bei Glioblastomen und Oligodendrogliomen gefunden. Zu
bedenken ist aber dariiber hinaus, dass viele Apoptose-assoziierte Faktoren auch andere
biologische Funktionen wahrnehmen. So wird neben anderen Apoptose-unabhingigen
Funktionen z.B. eine Expression von Interleukin-8 durch Interaktion von TRAIL mit DRS im
Rahmen von Immunrektionen beschrieben (Degli-Esposti 1999/ Abe et al. 2000/ Song et al.
2000/ Daigle und Simon 2001/ Choi et al. 2002/ Dorr et al. 2002). Diese moglichen weiteren
biologischen Funktionen von TRAIL, dessen Rezeptoren nahezu ubiquitdr im Organismus

vorhanden sind, miissen vor einer therapeutischen Anwendung von modulierenden
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Substanzen des TRAIL-Systems entschliisselt werden. Eine Aktivierung von TRAIL im
Rahmen therapeutischer Intervention konnte sonst zum einen ein unerwiinschtes ,,zu viel* an
Apoptose auslosen, zum anderen konnten Nebenwirkungen auftreten, die im Zusammenhang
mit den anderen biologischen Funktionen von TRAIL zu sehen sind, mit bisher unabsehbaren

Folgen.

5.1.2.2 SMAC/ APAF-1/ Caspase-9

APAF-1 wird von 8%, SMAC von 48% und Caspase-9 von 58% der Zellen des vitalen
Tumorgewebes der Glioblastome exprimiert. Nur zwolf der 23 Glioblastompréparate sind
positiv fiir APAF-1. SMAC wird von 20 und Caspase-9 von allen Glioblastomen exprimiert.
In den positiven Fillen variieren die Expressionsraten dieser Faktoren bei den Tumorzellen
von 2-50% (APAF-1), 25-75% (SMAC) und 25-100% (Caspase-9). Betrachtet man die
Expressionsraten dieser Faktoren bei den untersuchten Hirntumoren im Hinblick auf deren
WHO-Grade, so zeigt sich, dass sich die Expressionsraten fiir APAF-1 und Caspase-9 bei den
Tumoren der WHO-Grade II, IIT und IV nicht signifikant unterscheiden (p=0,053 bzw.
p=0,828). Jedoch besteht ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Expressionsraten von
SMAC (p=0,004). Hochmaligne Hirntumore exprimieren demnach tendenziell weniger
SMAC als niedrigmaligne, was fiir deren hohere Suszeptibilitit gegeniiber Apoptose-
assoziierten Faktoren sprechen konnte.

Es exprimieren anndhernd 90% der Tumorzellen anaplastischer Meningiome,
Oligodendrogliome und Ependymome (alle WHO-III) SMAC, wéhrend dies bei nur 40-50%
der Tumorzellen von Glioblastomen und PNETs der Fall ist. Allerdings zeigen die atypischen
Meningiome (WHO-II) lediglich eine Expressionrate von 64% fiir SMAC. Einige Autoren,
die die Expressionsraten von SMAC bei verschiedenen Sarkomen und Karzinomen untersucht
haben, erwégen, ob eine verminderte Expression von SMAC mit Malignitdt und Progression
der Tumore korreliert ist (Yoo et al. 2003). Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten
konnten eine solche Theorie stiitzen.

SMAC ist wie Cytochrom ¢ im Mitochondrium lokalisiert und wird wihrend der Apoptose in
das Zytosol iiberfiihrt. Dies wird moglicherweise durch TRAIL induziert. So wird in anderen
Arbeiten berichtet, dass eine Blockierung TRAIL-vermittelter Apoptose iiber eine
Hochregulation von Bcl-2 zu einer Senkung der Expressionsrate von SMAC fiihrt. Uber eine
Korrelation mit dem apoptotischen Index wird jedoch nichts berichtet (MacFarlane et al.
2002/ Zhang et al. 2003). Zu bedenken ist hierbei, dass es sich bei Bcl-2 um einen sehr

potenten und unspezifischen anti-apototischen Faktor handelt, dessen Verwendung im
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Rahmen einer solchen Studie evtl. keine genauen Riickschliisse auf die spezifische Beziehung
zweier Apoptose-assoziierter Faktoren erlaubt. Eine Auswirkung auf die Apoptoserate durch
eine TRAIL-induzierte Erhohung von SMAC bei Hirntumoren wire dennoch ein interessanter
Ansatzpunkt fiir eine mogliche therapeutische Option.

Des Weiteren wird der Ausstrom von SMAC aus den Mitochondrien wahrscheinlich iiber
Caspasen vermittelt. Eine besondere Bedeutung scheint hierbei der Caspase-9 zuzukommen
(Adrain et al. 2001/ McNeish et al. 2003). Unsere Ergebnisse zeigen aber, dass nicht von allen
Caspase-9-exprimierenden Glioblastomen auch SMAC exprimiert wird. Auch besteht keine
klare Korrelation zwischen den Expressionsraten von SMAC und Caspase-9 (s. Diagramm
7.2.6). Im Zytosol bindet SMAC an IAPs (inhibitor of apoptosis proteins) und reduziert so
deren anti-apoptotische Wirkung, die iiber eine Inhibition der Caspasen-3, -9 und -7 erfolgt.
Die [IAPs wiederum konnen SMAC durch Ubiquitinylierung deaktivieren (Hu und Yang
2003). Daneben spielen zahlreiche andere regulierende Faktoren eine Rolle. Ebenfalls scheint
SMAC in der Lage zu sein, Zellen fiir zytotoxische Substanzen zu sensibilisieren und so deren
Wirkung zu verstirken (Hunter et al. 2003/ McNeish et al. 2003). Dagegen konnte die
Funktion von SMAC in normalen Zellen eher gering sein. SMAC-defiziente Méuse z.B.
weisen keine histologischen, verhaltens- oder entwicklungsbiologischen Unterschiede zu
normalen Miusen auf (Okada et al. 2002). Uber die Expression von SMAC in normalem
Gewebe ist wenig bekannt. Es wird lediglich iiber die Verbreitung von SMAC in einigen
Gewebetypen (Leber, Niere, Pankreas, Intestinaltrakt, Lunge, Hoden) von Méausen berichtet
(Tikoo et al. 2002). In dieser Studie zeigte sich keine Expression von SMAC in normalem
Hirngewebe.

Die Faktoren APAF-1, SMAC und Caspase-9 spielen eine Rolle bei der sog. intrinsischen
Form der Apoptose, die durch eine mitochondriale Beteiligung charakterisiert ist. APAF-1
und Pro-Caspase-9 bilden gemeinsam mit Cytochrom ¢ und dATP das Apoptosom. Hierdurch
wird Caspase-9 prozessiert und kann nun als sog. Initiator-Caspase andere Effektor-Caspasen
aktivieren (s. auch Kapitel 1.2.2). Bei den untersuchten Prédparaten ist die Expression von
Caspase-9 streng auf das Tumorgewebe begrenzt. In den Normalkontrollen ist keine
Expression von Caspase-9 feststellbar. Dies steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
anderer Studien (Glaser und Weller 2001/ Waltereit und Weller 2002). Nur in zwolf von 23
Glioblastomprédparaten ist eine Co-Expression von APAF-1 und Caspase-9 vorhanden,
wihrend alle Glioblastome Caspase-9 exprimieren (s. oben). Dies konnte einen alternativen
Stimulationsmechanismus, z.B. iiber eine cytochrom c-unabhingige Aktivierung durch

Caspase-12 (Morishima et al. 2002) oder eine alternative biologische Funktion von Caspase-9
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andeuten. Es konnte aber auch ein Hinweis auf ein gestortes Apoptose-System bei
Glioblastomen sein. Durch die mangelnde Expression von APAF-1 konnte dann die
Caspasen-Kaskade bei der intrinsischen Form der Apoptose nicht aktiviert werden. Studien
zeigen, dass durch ein gemeinsames Vorkommen von APAF-1 und Caspase-9 die Effektor-
Caspasen aktiviert, bzw. Tumore gegeniiber zytotoxischen Substanzen sensibilisiert werden
konnen (Shinoura et al. 2001). Dabei sind hohe Expressionsraten von APAF-1 sogar in der
Lage, Caspase-9 zu aktivieren, ohne dass eine mitochondriale Schidigung vorliegt. Dies
impliziert, dass die Aktivierung von Caspase-9 auch Cytochrom c-unabhingig ablaufen kann
(Hermisson et al. 2000/ Furukawa et al. 2002/ Jendrossek et al. 2003). Andererseits existieren
auch Hinweise darauf, dass im Rahmen einer Aggregation mehrerer Pro-Caspase-9-Molekiile
diese unabhéngig von APAF-1 in der Lage sind, sich selbst zu aktivieren (Chang et al. 2003).
Bei den von uns untersuchten Glioblastomen findet sich eine erhohte Apoptoserate auch in
den Fillen, die keine Expression von APAF-1 zeigen.

Ein intaktes intrinsisches Apoptose-System scheint demnach in vielen Fillen nicht zwingend
erforderlich fiir die Durchfithrung der Apoptose zu sein (Adams und Cory 2002/ Marsden et
al. 2002/ Belmokhtar et al. 2003). AuBlerdem konnen Effektor-Caspasen auch unabhingig von
den Bestandteilen des Apoptosoms aktiviert werden, so z.B. iiber den bereits beschriebenen
Rezeptor-vermittelten Weg. Entscheidender fiir eine therapeutische Option konnte die
Funktion der Effektor-Caspasen sein, da diese letztlich fiir die Spaltung von Zellproteinen

verantwortlich sind.

5.1.2.3 Caspasen

Die Caspasen -2, -3, -6 und -7 werden von Glioblastomen in unterschiedlichem Ausmal}
exprimiert. Dies steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer Studien (Glaser und
Weller 2001/ Meller et al. 2002/ Ray et al 2002). Die Caspase-2 nimmt aufgrund ihrer
Funktionsweisen eine Sonderstellung unter den genannten restlichen Caspasen ein. So
fungiert sie sowohl als Initiator- als auch als Effektor-Caspase (s. unten). Sie wird in 22 von
23 Glioblastompriparaten zu einem durchschnittlichen Anteil von 13% der Tumorzellen
(Min: 1%; Max: 70%) exprimiert. Auch in den iibrigen untersuchten Tumoren zeigt sich eine
gesteigerte Expression von Caspase-2 in den Tumorzellen, wobei sich die Expressionsraten
fiir Caspase-2 bei den Tumoren der WHO-Grade 11, III und IV nicht signifikant unterscheiden
(p=0,706). Eine Expression von Caspase-2 in den Normalkontrollen findet sich nicht. Welche
Rolle Caspase-2 fiir die Apoptose spielt, konnte bisher nicht restlos aufgeklart werden. Zum

einen scheint sie die Freisetzung von Cytochrom ¢ und anderer mitochondrialer Faktoren in
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das Zytoplasma zu induzieren. Dies geschieht zum einen iiber eine Stimulation des pro-
apoptotischen Faktors Bid (s. Kapitel 1.2.2) und zum anderen iiber eine direkte Induktion der
Faktoren SMAC, AIF und Cytochrom c. Letzteres vermittelt dann iiber die Bildung des
Apoptosoms den intrinsischen Modus der Apoptose. In dieser Arbeit ldsst sich keine direkte
Korrelation zwischen den Expressionsraten von Caspase-2 und SMAC feststellen (s.
Diagramm 7.2.7). Dies spricht fiir eine Existenz weiterer regulierender Faktoren des
intrinsischen Weges der Apoptose. Auf welche Weise Caspase-2 aktiviert wird, ist noch nicht
bekannt. Als moglich erscheint jedoch eine Form von Oligomerisation (Araya et al. 1998/
Guo et al. 2002/ Read et al. 2002). Zum anderen soll Caspase-2 die Effektor-Caspase-3
aktivieren (Gorman et al. 1999/ Huo et al. 2002/ Robertson et al. 2002). Dieser Umstand wird
bereits experimentell als pharmakotherapeutischer Ansatz genutzt. So fiihrt eine Inkubation
von Astrozytom- und Glioblastomzellen mit verschiedenen Chemotherapeutika (Actinomycin
D, Staurosporin, Cisplatin, Adenosin-Analoga) zu einer Induktion von Apoptose mittels
Caspase-2-induzierter Aktivierung von Caspase-3 (Narita et al. 2000/ Ceruti et al. 2003). Zu
beachten ist jedoch, dass alle diese Ergebnisse in vitro ermittelt werden und dass bis zu einer
Anwendung in vivo noch weitere Kenntnisse iiber das apoptotische Netzwerk von
Tumorzellen erlangt werden miissen. Unsere Daten zeigen, dass Glioblastome, die eine hohe
Expressionsrate von Caspase-2 aufweisen, tendenziell auch viel Caspase-3 exprimieren, was
die These einer Aktivierung der Effektor-Caspase durch Caspase-2 bestitigen konnte. Eine
klare Korrelation besteht jedoch nicht (s. Diagramm 7.2.8). Auch kann in den untersuchten
Glioblastompréparaten keine Korrelation zwischen der Expressionsrate von Caspase-2 und
dem apoptotischen Index festgestellt werden (s. Diagramm 7.2.9).

Eine weitere mogliche Funktion von Caspase-2 ist die Vermittelung pro-apoptotischer Signale
iber den Golgi-Komplex unter anderem durch spezifische Spaltung von Golgin-160 (Mancini
et al. 2000).

Die Effektor-Caspase-7 wird in 16 von 23 Glioblastompréparaten zu einem durchschnittlichen
Anteil von 6% in den Tumorzellen exprimiert. Alle Glioblastome sind positiv fiir Caspase-6
(im Durchschnitt zu 51%). Caspase-3 wird in 21 von 23 Glioblastompréiparaten zu einem
durchschnittlichen Anteil von 65% der Tumorzellen exprimiert. Daneben kommt es in den
Gliazellen des umgebenden Normalgewebes der Prédparate in elf von 23 Préiparaten zu einer
durchschnittlichen Expression von 25%. Auch die Effektor-Caspase-6 zeigt eine Expression
in den Gliazellen des Normalgewebes der Tumorpriparate von durchschnittlich 38%. Die
Normalkontrollen zeigen indes keine Expression von Caspase-3 oder -6. Ahnliches wird in

der aktuellen Literatur kaum beschrieben und konnte ein interessanter Ausgangspunkt fiir
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weitere Untersuchungen sein, die sich mit dem biologischen Verhalten von peritumoralem
Hirngewebe befassen. Eine Studie prigt in diesem Zusammenhang den Begriff der
»peritumoralen Dysfunktion* des Hirngewebes (Whittle und Kelly 2001). Allerdings wurden
hier keine Apoptose-assoziierten Faktoren untersucht. Trotzdem gibt sie Hinweise auf eine
metabolische Dysregulation und eine verdnderte Rezeptor-Ausstattung der peritumoralen
Zellen. Es wire moglich, dass die Expression von den Caspasen -3 und -6 in den ,,normalen‘
Gewebeanteilen der Tumorpatienten auf tumorinduzierte Verdnderungen in den Zellen
zuriickzufiihren sind, die mikroskopisch nicht erkennbar sind. Hierbei wire es interessant,
herauszufinden, ob die Anwesenheit maligne entarteter Zellen die Zellen des peritumoralen
morphologisch scheinbar normalen Hirngewebes in ithrem biologischen Verhalten beeinflusst
und ob dieser Umstand Auswirkungen auf Therapierbarkeit und Prognose des Tumors hat.
Einige Studien beschiftigen sich in diesem Zusammenhang mit den Auswirkungen des
peritumoralen Odems oder Storungen der Blut-Hirn-Schranke, die auch iiber groBere Distanz
durch die Tumorzellen im peritumoralen Hirngewebe induziert werden konnen (Stewart et al.
1987/ Galasso et al. 2000).

Auch die anderen untersuchten Tumore sind positiv fiir Caspase-3 und -6, jedoch nur zum
Teil fiir Caspase-7 (s. dort). Hochmaligne Tumore exprimieren signifikant mehr Caspase-3 als
Tumore der WHO-Grade II und II (p=0,004). Es besteht jedoch kein signifikanter
Unterschied bei den Expressionsraten der Caspase-6 (p=0,151) und -7 (p=0,208).

Im Gegensatz zu anderen Studien, die iiber eine Expression von Caspase-3 sowohl in den
Zellkernen als auch im Zytoplasma berichten (Schiffer et al. 2001), kommt es bei unseren
Préparaten nur zu einer Anfirbung des Zytoplasmas.

Caspase-3 kann dabei abhidngig vom Modus der Apoptose iiber Caspase-8 oder -9 prozessiert
werden (s. Kapitel 1.2.2). Es ldsst sich keine eindeutige Korrelation zwischen den
Expressionsraten der Caspasen-9 und -3 feststellen (s. Diagramm 7.2.10), was fiir ein
gleichzeitiges Vorkommen mehrerer Aktivierungswege der Effektor-Caspase spricht.
Zumindest kommt es in 21 Prédparaten zu einer Co-Expression der beiden Caspasen. Caspase-
3 hat mehrere Funktionen. Zum einen aktiviert sie im Rahmen einer Caspasen-Kaskade die
Effektor-Caspasen -7 und -6, wobei die Aktivierung von Caspase-7 zeitlich der von Caspase-6
vorausgehen soll (Slee et al. 1999/ Meller et al. 2002). Bei unseren Priparaten wird Caspase-6
auch von den Glioblastomen exprimiert, die negativ fiir Caspase-7 sind. Auch korrelieren die
Expressionsraten von Caspase-7 und -6 nicht miteinander (s. Diagramm 7.2.11). Dies konnte
dafiir sprechen, dass die Aktivierung von Caspase-6 unabhingig vom Aktivierungszustand

von Caspase-7 ist, oder zumindest noch iiber weitere Mechanismen vermittelt werden kann.
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Diese Vermutung stimmt mit den Ergebnissen anderer Studien iiberein, die auf
unterschiedliche Aktivierungsmechanismen fiir die Caspasen-6 und-7 schlieBen lassen
(Henshall et al. 2002). Des Weiteren kommt es zu einer spezifischen Spaltung mehrere
Zellproteine, wie z.B. Poly-ADP Ribose Polymerase (PARP), Protein Kinase C (PKC) und
DNA Fragmentierungs-Faktor (DFF). Caspase-7 spaltet ebenfalls PARP, wihrend Caspase-6
spezifisch die Spaltung von Lamin A herbeifiihrt. Die Spaltung dieser Substrate ist beteiligt
an der Entwicklung der morphologischen Merkmale, die fiir die Apoptose charakteristisch
sind. Auch wenn der zytotoxische Effekt vieler Chemotherapeutika in vitro iiber Caspase-3
vermittelt wird (Yasugi et al. 1998/ Qi et al. 2002), scheint eine alleinige Aktivierung von
Caspase-3 nicht ausreichend zur Induktion von Apoptose zu sein. Hierzu wird zusétzlich die
Stimulierung eines der Caspase-3 vorgeschalteten Faktors, wie z.B. des Fas-Liganden,
benotigt (Hueber et al. 1998/ Shinoura et al. 2000). Viel versprechende Ergebnisse werden
hierbei mit der Konstruktion modifizierter Caspase-3 und-6 Molekiile erzielt, die per se aktiv
und nicht mehr abhingig von der Aktivierung durch Initiator-Caspasen sind (Srinivasula et al.
1998/ Komata et al. 2001).

Bei sdmtlichen Apoptose-assoziierten Faktoren kommt es in einem Teil der Fille zu einer
fokalen Expressionssteigerung im vitalen Tumorgewebe der Glioblastome. So sieht man
insel- oder straBenformige Bezirke positiver Tumorzellen im vitalen Tumorgewebe, das
ansonsten keine oder nur eine geringe Expression des jeweiligen Faktors zeigt (ndheres: s.
Kapitel 4.2.1.2). Sonstige, etwa morphologische Unterschiede zwischen den positiven und
den negativen Tumorzellen existieren nicht. Eine mogliche Erkldarung fiir dieses
Farbeverhalten wire das Vorliegen verschiedener genetischer Mutationen der entarteten
Tumorzellen, die jeweils verschiedene Zellprotein-Profile der Tumorzellen bedingen. Ein
experimenteller Ansatz, in dem versucht wurde, aus verschiedenen Tumor-Zelllinien ein
,hatiirlicheres® Hirntumor-Modell zu entwickeln, zeigte eine #hnliche fokal-positive
Anfirbung der Tumorzellen (Whittle et al. 1998). Natiirlich ist dabei zu bedenken, dass solche
konstruierten Modelle nur bedingt auf menschliche Hirntumore in vivo iibertragbar sind.
Dennoch konnte die klonale Heterogenitit von Glioblastomen Auswirkungen auf ihre
Therapierbarkeit mittels Apoptose-induzierender Substanzen haben und sollte genauer

untersucht werden.
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5.2 Oligodendrogliome (WHO-III)

5.2.1 Apoptose/ Nekrose/ Proliferation

Anaplastische Oligodendrogliome (im Folgenden: AQO) zeichnen sich durch ein weniger
aggressives Wachstum und eine bessere Prognose als die der hochmalignen WHO-IV-Tumore
aus. Es kann jedoch im Rahmen der Tumorprogression dazu kommen, dass sich anaplastische
Oligodendrogliome in Glioblastome umwandeln (Deininger et al. 1999/ Tong et al. 1999).
Das langsamere Wachstum schldagt sich in einem entsprechend miBigen Anteil
proliferierender Zellen von 22,5% nieder (zum Vergleich: embryonale WHO-IV-Tumore
zeichnen sich durch Proliferationsraten von iiber 40% (s. dort) aus). Alle untersuchten AQOs
zeigen MIB-1-positive Zellen, deren Rate von 5-50% schwankt. Demgegeniiber steht eine
durchschnittliche Apoptoserate von 0,5% (entsprechend der DNA-Einzelstrangbriiche durch
TUNEL-Markierung). Ein Fall bietet keine TUNEL-positiven Zellen, in den iibrigen
schwankt die Expressionsrate zwischen 0,29% und 1,06%. Eine perinekrotische Steigerung
der Expression apoptotischer Zellen, wie sie bei den Glioblastomen hiufig vorkommt (s.
Kapitel 5.1.1) ist bei den AOs nur in einem Fall zu sehen. Als WHO-III-Tumore zeigen die
AOs eine signifikant niedrigere Rate MIB-positiver Zellen als die untersuchten hochmalignen
WHO-IV-Tumore (p<0,0001). Die Expressionsrate TUNEL-positiver Zellen unterscheidet
sich hingegen bei den Tumoren der WHO-Grade II, III und 1V nicht signifikant (p=0,934). In
diesem Punkt reiht sich die vorliegende Arbeit in eine Anzahl weiterer Studien ein (Schiffer et
al. 1995/ Schiffer et al. 1997(1)/ Schiffer et al. 1997(2)/ Wharton et al. 1998/ Heesters et al.
1999). Diese konnten zwar zeigen, dass sich Proliferationsraten unter 10% tendenziell giinstig
auf die Prognose auswirken, eine prognostische Signifikanz musste in Multivarianzanalysen
jedoch verworfen werden. Auch konnte keine Korrelation zwischen Apoptoserate und

Prognose gezeigt werden.

5.2.2 Apoptose-assoziierte Faktoren

Die AOs exprimieren alle untersuchten Apoptose-assoziierten Faktoren mit Ausnahme der
Caspase-7. Dabei kommt es bei den Faktoren TNFa, TRAIL, Caspase-3 und -6 auch zu einer
Expression im peritumoralen Normalgewebe, wéihrend die Normalkontrollen negativ bleiben.

Auf Einzelheiten soll in den folgenden Abschnitten eingegangen werden.
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5.2.2.1 TNFo/ TNF-R1/ TRAIL

50% der Tumorzellen der AOs sind positiv fiir TNFa, wihrend TNF-R1 und TRAIL zu je
21% im vitalen Tumorgewebe exprimiert werden. In allen Fillen wird TNFa, in fiinf von
sechs TNF-R1 und in vier von sechs Fillen TRAIL exprimiert. Es kommt demnach in fiinf
von sechs Fillen zu einer Co-Expression von TNFa und seinem Rezeptorl. In allen Fillen
wird TNF-R1 insgesamt weniger exprimiert als TNFa, was wiederum die Frage nach einer
Abhingigkeit der Expression beider Faktoren aufkommen ldsst. Die Expressionsraten
korrelieren jedoch nicht (s. Diagramm 7.2.12). Auch besteht keine Korrelation der Expression
von TNFa zur Apoptoserate (s. Diagramm 7.2.13), was nahe legen konnte, dass Apoptose bei
AOs auch iiber andere Faktoren vermittelt wird. Dennoch ist TNFa in der Lage, Apoptose bei
Oligodendrogliomen zu induzieren (Scurlock und Dawson 1999). In den Gliazellen des
peritumoralen Normalgewebes wird TNFa im Durchschnitt zu 21%, TNF-R1 zu 8%
exprimiert. Uber eine Expression Apoptose-assoziierter Faktoren im peritumoralen
Normalgewebe von Oligodendrogliomen wird auch in anderen Studien berichtet (Delgado et
al. 1999). AOs exprimieren die gleichen Faktoren im peritumoralen Normalgewebe wie
Glioblastome (TNFa, TNF-R1, Caspase-3 und -6). Diese beiden Hirntumore scheinen sich
demnach in ihrem biologischen Verhalten dhnlich zu sein. Dies ist auch insofern schliissig, da
— wie bereits oben beschrieben — AOs in Glioblastome iibergehen konnen. Welche Rolle das
peritumorale Hirngewebe insbesondere im Hinblick auf therapeutische Implikationen spielt,
bleibt auch bei den AOs unbeantwortet. Uber den Stellenwert des Faktors TRAIL ist bei den
AOs kaum etwas bekannt (Nakamura et al. 2000). Analog zu den in Kapitel 5.1.2.1
diskutierten Mechanismen TRAIL-vermittelter Apoptose wurde ein evtl. bestehender
Zusammenhang zwischen der Expression von TRAIL und der des moglicherweise agonistisch
wirkenden Faktors SMAC iiberpriift. Es zeigt sich, dass AOs, die eine hohe Expressionsrate
von TRAIL aufweisen, tendenziell eher weniger SMAC-positiv sind, es besteht jedoch keine
klare Korrelation (s. Diagramm 7.2.14). Auch hat die Expressionsrate von TRAIL keinen
direkten EinfluB auf die Apoptoserate (s. Diagramm 7.2.15), was jedoch die Beteiligung von
TRAIL an einem komplexen Netzwerk apoptotischer Prozesse auch in den Tumorzellen

anaplastischer Oligodendrogliome keineswegs ausschlief3t.

5.2.2.2 SMAC/ APAF-1/ Caspase-9

APAF-1 wird von drei der AOs zu durchschnittlich 3% in den Tumorzellen exprimiert. Alle
AOs sind positiv fiir Caspase-9 (im Mittel zu 46% aller Tumorzellen) und SMAC. Es fillt
eine besonders hohe Expressionsrate fiir SMAC auf. Sie liegt bei durchschnittlich 92% aller
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Tumorzellen und ist damit die hochste Expressionsrate von SMAC bei allen untersuchten
Tumorarten, gefolgt von den anderen WHO-III-Tumoren (Ependymome und Meningiome).
Es besteht — wie bereits unter 5.1.2.2 gezeigt — eine signifikant erhohte Expressionsrate von
SMAC bei WHO-III- gegeniiber WHO-IV-Tumoren (p=0,004). Da SMAC bei anderen
Hirntumoren als agonistischer Faktor TRAIL-vermittelter Apoptose diskutiert wird,
verglichen wir die Apoptoserate von Fillen, die eine Co-Expression beider Faktoren zeigen
(vier von sechs Fillen) mit der, die nur eine Expression von SMAC zeigt (zwei Fille). Es
zeigt sich, dass in den Fillen, die beide Faktoren exprimieren, die Apoptoserate zwar
tendenziell hoher ist als in den Féllen, die nur SMAC exprimieren, es besteht jedoch kein
signifikanter Unterschied (p=0,127).

Da die Freisetzung von SMAC in das Zytosol Caspase-9-vermittelt sein soll (Adrain et al.
2001/ Mc Neish et al. 2003), untersuchten wir, ob eine Korrelation der Expressionsraten
beider Faktoren im Tumorgewebe besteht. Dies ist jedoch nicht der Fall (s. Diagramm
7.2.16), was bedeuten konnte, dass die apoptotischen Netzwerke in der Tumorzelle weitaus
komplexer sind und dass ein Faktor stets von mehreren anderen Faktoren beeinflusst wird.
APAF-1 und Caspase-9 werden von drei AOs co-exprimiert. Die Apoptoserate dieser Fille ist
jedoch nicht hoher als die der Fille, bei denen es nur zu einer Expression von Caspase-9
kommt (p=0,275). Dies konnte andeuten, dass der Apoptosom-vermittelte intrinsische Modus
der Apoptose bei den AOs einen geringeren Stellenwert einnimmt. Auch konnten alternative

Aktivierungsmechanismen (Chang et al. 2003) von Caspase-9 eine Rolle spielen.

5.2.2.3 Caspasen

Caspase-2 wird im Durchschnitt von 8% aller Tumorzellen exprimiert (ein Fall ist negativ fiir
Caspase-2). Gemal ihrer in Kapitel 5.1.2.3 niher beschriebenen Funktionen, {iberpriiften wir,
ob eine Korrelation der Expressionsraten von Caspase-2 und SMAC, sowie Caspase-2 und -3
vorliegt. Die Expressionsraten von Caspase-2 und SMAC korrelieren nicht eindeutig (s.
Diagramm 7.2.17). Wahrscheinlich wird SMAC - wie bereits oben angedeutet — von
mehreren Faktoren beeinflusst. Auch existiert keine direkte Korrelation zwischen der
Expression der Caspasen -2 und -3 (s. Diagramm 7.2.18). Da jedoch fiir die Caspase-3 bereits
verschiedene Aktivierungswege bekannt sind und noch nicht restlos geklart ist, wie genau
sich die Caspasen -2 und -3 gegenseitig beeinflussen, steht dieses Ergebnis nicht im
Widerspruch zu den Resultaten anderer Studien. Caspase-3 wird in allen AOs zu
durchschnittlich 50%, Caspase-6 im Mittel zu 33% (keine negativen Félle) exprimiert.

Caspase-7 wird von den AOs nicht exprimiert. Dies konnte fiir eine Insuffizienz des Caspase-
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3-vermittelten Aktivierungsweges sprechen. Daneben kommt es gleichzeitig zu einer
Expression von Caspase-6, die ebenfalls iiber Caspase-3 aktiviert wird. Dieser Umstand
spricht dafiir, dass die Caspasen -6 und -7 durch unterschiedliche Mechanismen aktiviert
werden. Auch andere Studien haben Hinweise auf unterschiedliche Aktivierungswege von
Caspase-6 und -7 durch Caspase-3 gefunden (Henshall et al. 2002). Daneben zeigen die
Gliazellen des peritumoralen Normalgewebes der AOs in jeweils zwei Fillen eine Expression
von Caspase-3 (zu 21%) und -6 (zu 17%). Hier verhalten sich die AOs #hnlich wie die
Glioblastome (s. Kapitel 5.1.2.3). Moglicherweise unterstreicht dieser Umstand den
biologischen Verwandtheitsgrad dieser beiden Tumore (AOs konnen im Rahmen einer

malignen Progression in Glioblastome iibergehen).

5.3 Ependymome (WHO-III)

5.3.1 Apoptose/ Nekrose/ Proliferation

Das biologische Verhalten anaplastischer Ependymome (im Folgenden: AEs) ist aufgrund der
Heterogenitit dieses Tumors sehr unterschiedlich. Deshalb erzielen viele Studien, die
versuchen, das biologische Verhalten von Ependymomen zu charakterisieren,
widerspriichliche Ergebnisse. Dazu tragen zum Teil auch die geringen Fallzahlen bei. Auch
unsere Ergebnisse, die zu einer Charakterisierung der AEs beitragen sollen, sind aufgrund der
kleinen Fallzahl nur eingeschriankt und unter Vorbehalt iibertragbar. Dennoch soll versucht
werden, die erzielten Resultate in den vorherrschenden Wissensstand iiber Ependymome
einzuordnen. Die von uns untersuchten AEs haben eine mittlere Proliferationsrate von 17%
Min: 5%; Max: 30%). Sie ist vergleichbar mit der anderer WHO-III-Tumore. Der
apoptotische Index betrdgt durchschnittlich 0,26% (Min: 0%; Max: 0,51%). Hierbei ist zu
beachten, dass in einem Fall keine TUNEL-positiven Zellen zu sehen sind. Eine hohe
Proliferationsrate war mit einer niedrigen Apoptoserate verkniipft. Eine statistische
Berechnung der Korrelation erscheint jedoch aufgrund der kleinen Fallzahl wenig sinnvoll.
Viele Studien beschreiben, dass eine hohe Proliferationsrate (z.B. MIB-1 positive Zellen
>20%) tendenziell auf eine schlechte Prognose hindeutet (Schroder et al. 1993/ Ritter et al.
1998/ Rushing et al. 1998/ Schiffer und Giordana 1998). Andere konnen keinen
Zusammenhang zwischen der Prognose und der Proliferationsrate (gemessen am MIB-1-
Index) finden (Prayson 1999). Auch wird der Stellenwert der Apoptose als prognostischer
Marker von vielen Autoren als eher gering eingeschitzt (Schiffer et al. 1995/ Verstegen et al.

2002). Niedrigen Apoptoseraten (z.B. apoptotischer Index <1%) wird tendenziell eine
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Korrelation zu einem hohen Malignitdtsgrad und einer schlechteren Prognose nachgesagt
(Korshunov 2000/ Korshunov et al. 2002(1)). Alles in allem scheinen die erzielten Resultate

dhnlich heterogen wie die untersuchten Tumore zu sein.

5.3.2 Apoptose-assoziierte Faktoren

Die AEs exprimieren alle untersuchten Apoptose-assoziierten Faktoren in ihrem vitalen
Tumorgewebe. Das peritumorale Normalgewebe sowie die Normalkontrollen exprimieren die
Faktoren nicht. Die mogliche Bedeutung dieser Expression soll im Folgenden diskutiert

werden.

5.3.2.1 TNFo/ TNF-R1/ TRAIL

Von allen AEs werden TNFa (zu 50% im Mittel), TNF-R1 und TRAIL (zu jeweils
durchschnittlich 25%) exprimiert. Diese Expressionsraten sind vergleichbar mit denen anderer
WHO-III-Tumoren. Dabei ist die Expression von TNFa bei den AEs, wie auch bei den
tibrigen untersuchten WHO-III-Tumoren signifikant hoher als bei den WHO-IV-Tumoren
(p=0,007). Fir TNF-R1 bzw. TRAIL existiert jedoch kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Expressionsrate im Tumorgewebe (p=0,283 bzw. p=0,228). Die Zellen des
peritumoralen Normalgewebes sowie die der Normalkontrollen exprimieren die Faktoren
nicht. Die Expression von TRAIL in Ependymomen wird auch in anderen Studien
beschrieben (Frank et al. 1999/ Nakamura et al. 2000). Abgesehen davon beschiftigen sich
nur sehr wenige Studien mit der TNF-vermittelten Apoptose bei Ependymomen. Es kommt
zwar in allen Fillen zu einer Co-Expression von TNFa und TNF-R1, ob dies jedoch eine
Auswirkung auf die nachfolgenden Effektor-Caspasen hat, lasst sich kaum beurteilen. Zwar
werden diese von beiden Ependymomen exprimiert, letzendlich ist jedoch die Fallzahl nicht
hoch genug, um eventuell vorhandene Zusammenhinge erkennen zu konnen. Auch scheint
kein Zusammenhang zur Apoptoserate zu bestehen, da diese in den untersuchten AEs sehr
differiert. Uber eine Suffizienz des TNF-vermittelten Apoptoseweges in den AEs lisst sich
somit nur schwer etwas aussagen. Dennoch kann festgehalten werden, dass die Faktoren
dieses Modus der Apoptose exprimiert werden und somit prinzipiell aktiviert werden konnten,
was jedoch durch weiterfithrende in vivo-Studien noch zu beweisen wére. Fiir andere Tumore
wurde beschrieben, dass SMAC die Wirkung von TRAIL verstirken konnte (Rohn et al.
2001/ Deng et al 2002/ Fulda et al. 2002/ Kandasamy et al. 2003). Wir konnen feststellen,
dass beide AEs TRAIL und SMAC co-exprimieren. Der Fall, der SMAC stirker exprimiert

(dessen TRAIL-vermittelter Apoptoseweg somit verstiarkt ablaufen miisste), zeigt zwar eine
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hohere Expression der Caspasen-3 und -7, jedoch nicht von Caspase-9 oder -6. Auch ist die
Apoptoserate nicht erhoht. Studien mit groBeren Fallzahlen wiren vonndten, um die

extrinsische Apoptoseaktivierung bei Ependymomen besser beurteilen zu konnen.

5.3.2.2 SMAC/ APAF-1/ Caspase-9

Beide AEs sind positiv fiir APAF-1 (3% im Durchschnitt), Caspase-9 (zu durchschnittlich
25%) und SMAC (88% im Mittel). In beiden Fillen kommt es somit zu einer Co-Expression
von APAF-1 und Caspase-9. Die Expression der durch das Apoptosom aktivierbaren
Effektor-Caspasen ist hochreguliert. Da die Apoptoseraten jedoch sehr unterschiedlich sind,
kann iiber die Zusammenhinge des intrinsischen Apoptoseweges bei AEs nur spekuliert
werden. Da alle Faktoren intrinsischer Apoptose exprimiert werden, stellt sich die Frage, ob
eine Inhibition der Durchfiihrung von Apoptose durch Faktoren vermittelt wird, die vor allem
die Aktivitat der Effektor-Caspasen beeinflussen. Zu ihrer Beantwortung wiren auch hier

Studien mit groBeren Fallzahlen notwendig.

5.3.2.3 Caspasen

Caspase-2 wird von den AEs in sehr unterschiedlichem Ausmalf} exprimiert (Min: 0,5%; Max:
85%; Durchschnitt: 43%). Alle AEs sind positiv fiir die Effektor-Caspasen-3 (88% aller
Tumorzellen), -6 (63% im Mittel) und -7 (durchschnittlich 1%). Der Umstand, dass Caspase-7
so wenig, Caspase-6 jedoch in recht hohem Maf3e exprimiert wird und beide von der ebenfalls
hochregulierten Caspase-3 aktiviert werden, konnte wiederum fiir unterschiedliche
Aktivierungsmechanismen (Henshall et al. 2002) von Caspase-6 und -7 sprechen. Die in
Kapitel 5.1.2.3 erlduterten Funktionen der Caspase-2 werden durch die Resultate bei den AEs
nicht untermauert. Zum einen soll Caspase-2 die Freisetzung von SMAC bewirken, zum
anderen Caspase-3 aktivieren. Die Expressionsraten von SMAC und Caspase-3 sind jedoch in
den AEs hoher, die eine niedrige Expression von Caspase-2 zeigen. Andererseits ist in AEs
mit hohen Expressionsraten von Caspase-2 die Apoptoserate erhoht. AbschlieBend sind
weitere Studien mit groBeren Fallzahlen vonnoten, um anaplastische Ependymome

hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Apoptose besser charakterisieren zu konnen.
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5.4 Medulloblastome (WHO-1V)

5.4.1 Apoptose/ Nekrose/ Proliferation

Medulloblastome zédhlen zu den embryonalen Tumoren und zeichnen sich durch ein
aggressives Wachstumsverhalten aus. Entsprechend hoch ist die Proliferationsrate mit
durchschnittlich 47% MIB-1-positiven Tumorzellen (Min: 20%; Max: 70%). Die
Apoptoserate betrdagt 0,47% (Max: 1,25%), wobei in zwei Fillen keine TUNEL-markierten
Zellen zu sehen sind. Sie ist damit niedriger als die der Glioblastome (0,83%), die ebenfalls
zu den hochmalignen WHO-IV-Tumoren zdhlen. Tendenziell sind hohe Proliferations- mit
geringen Apoptoseraten verkniipft (s. Diagramm 7.2.19). Auch andere Studien beschreiben
einen Zusammenhang zwischen  Apoptose- bzw. Proliferationsrate und dem
Wachstumsverhalten bzw. der Prognose (Korshunov et al. 2002(2)/ Ramachandran et al 2002/
Sarkar et al. 2002). Einige Arbeiten sehen zwar eine Korrelation der Prognose mit der

Proliferations-, nicht jedoch mit der Apoptoserate (Nam et al. 2000).

5.4.2 Apoptose-assoziierte Faktoren
Die untersuchten Medulloblastome exprimieren die Apoptose-assoziierten Faktoren in ihrem
vitalen Tumorgewebe. Eine Expression im peritumoralen Normalgewebe sowie in den

Normalkontrollen findet sich nicht.

5.4.2.1 TNFo/ TNF-R1/ TRAIL

Alle untersuchten Medulloblastome exprimieren TNFa. Durchschnittlich sind 36% aller
Tumorzellen TNFa-positiv. TNF-R1 wird in fiinf Tumoren (zu durchschnittlich 25%) und
TRAIL von vier Medulloblastomen (im Mittel zu 38%) exprimiert. Diese Werte sind
vergleichbar mit den anderen untersuchten WHO-IV-Tumoren (Glioblastome und PNETS),
die WHO-III-Tumore zeigen hohere Expressionsraten (p=0,007). Auch hier sind in allen
Fillen die Expressionsraten fiir TNF-R1 niedriger als fiir TNFa. Ebenfalls ist die Tendenz zu
erkennen, dass Medulloblastome, die hohe Expressionsraten fiir TNFo aufweisen, auch
starker TNF-R1-positiv sind (s. Diagramm 7.2.20). Dies konnte eine mogliche Abhédngigkeit
fir TNF-R1 von der Existenz von TNFa andeuten. Dass TNFa-vermittelte Apoptose eine
Rolle bei dem Zelltod in Medulloblastomen spielt, wird auch von anderen Studien
beschrieben (Dufay et al. 1999). Auch andere Rezeptoren der TNF-Familie sowie deren
Liganden (insbesondere Fas/ FasL) scheinen am apoptotischen Zelltod bei Medulloblastomen

beteiligt zu sein (Bodey et al. 1999). FEin direkter Zusammenhang zwischen den
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Expressionsraten von TNFa und der Apoptoserate besteht jedoch nicht (s. Diagramm 7.2.21).
Dies spricht zum einen fiir die Existenz weiterer Apoptose-Mechanismen, zum anderen fiir
eine mogliche Insuffizienz des TNFa-vermittelten Apoptoseweges, da es trotz der Expression
der Faktoren nicht zu einer Durchfithrung des apoptotischen Programmes kommt. TRAIL-
induzierte Apoptose wird fiir Medulloblastome ebenfalls beschrieben, gleichzeitig scheinen
jedoch potente inhibitorische Faktoren vorhanden zu sein. Diese gilte es, im Rahmen einer
Therapie auszuschalten (Nakamura 2000/ Zuzak et al. 2002). TRAIL wird von unseren
Medulloblastomen wenig exprimiert. Die Expressionsraten korrelieren nicht mit dem
apoptotischen Index (s. Diagramm 7.2.22). Auch die Expression des Faktors SMAC, der
moglicherweise die TRAIL-vermittelte Apoptose verstirkt, fithrt in den Fillen, die eine Co-

Expression beider Faktoren zeigen, nicht zu einer Erh6hung der Apoptoserate.

5.4.2.2 SMAC/ APAF-1/ Caspase-9

APAF-1 wird nur in einem Fall exprimiert (zu 7% im Durchschnitt), Caspase-9 in drei Fillen
(zu 11% im Mittel). Alle Medulloblastome exprimieren SMAC (zu durchschnittlich 72% aller
Tumorzellen). Dieser Faktor scheint demnach eine besondere Bedeutung fiir den
apoptotischen Zelltod bei Medulloblastomen zu haben. Alternative biologische Funktionen
von SMAC, die zu einer Hochregulation fithren konnten, sind natiirlich nicht auszuschlieB3en,
es existieren jedoch in der aktuellen Literatur keine Hinweise darauf. Bei der TRAIL-
vermittelten Apoptose scheint SMAC keine grofle Rolle zu spielen (s. oben). Die Freisetzung
von SMAC aus dem Mitochondrium in das Zytosol soll Caspase-9-vermittelt sein (Adrain et
al. 2001/ McNeish et al. 2003). So kommt es in drei Fillen zu einer Co-Expression von
Caspase-9 und SMAC. Die Expressionsraten von SMAC sind aber auch in den Féllen hoch,
die Caspase-9 nicht exprimieren. Die Apoptoseraten sind in den Fillen, die Caspase-9 nicht
exprimieren, hoher als in den Fillen, die eine Co-Expression beider Faktoren zeigen. Dies
konnte alternative, Caspase-9-unabhingige Aktivierungsmechanismen von SMAC andeuten.
In einem Fall werden die Faktoren APAF-1 und Caspase-9 co-exprimiert. Dieser Fall hat eine
sehr geringe Apoptoserate. Es scheinen daher entweder APAF-1-unabhingige
Aktivierungswege Caspase-9-vermittelter Apoptose in Medulloblastomen (mit viel Apoptose)
stark ausgeprédgt zu sein, oder die Effektivitit Caspase-9-vermittelter Apoptose wird von
inhibitorischen Faktoren, die nicht ndher bekannt sind, herabgesetzt. Caspase-9 aktiviert die
Effektor-Caspase-3. Die Fille, die Caspase-9 exprimieren, zeigen hohe Expressionsraten von
Caspase-3. Diese wird jedoch auch in den Fillen exprimiert, die Caspase-9-negativ sind. Dass

der mitochondriale Apoptoseweg funktionstiichtig ist, wurde von einzelnen Studien
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dargestellt (Fulda und Debatin 2000/ Kogel et al. 2001). Therapeutische Ansitze mit
Betulinsdure fiihrten hier zu einem Effekt auf mitochondriale Faktoren, die iiber eine

Aktivierung von Caspasen Apoptose bei Medulloblastomen induzieren konnten.

5.4.2.3 Caspasen

Caspase-2 wird bei den Medulloblastomen in vier Fillen (zu durchschnittlich 8% in den
Tumorzellen) exprimiert. Caspase-3 wird in fiinf Féllen (zu 43% im Mittel), Caspase-6 von
sechs Medulloblastomen (im Durchschnitt zu 36%) exprimiert. Nur ein Fall zeigt Caspase-7-
positive Tumorzellen. Hier exprimieren durchschnittlich 1% der Tumorzellen Caspase-7, die
Expressionsrate steigt jedoch fokal auf etwa 15% an.

Caspase-2 soll zum einen fiir die Induktion mitochondrialer Faktoren in das Zytosol
verantwortlich sein. In vier Fillen werden SMAC und Caspase-2 gemeinsam exprimiert.
Diese Fille zeigen im Vergleich zu den anderen drei Féllen, die Caspase-2-negativ sind, eher
hohe Expressionsraten fiir SMAC. Eine direkte Korrelation besteht jedoch nicht (s. Diagramm
7.2.23). Alternative regulierende Mechanismen deuten sich demnach bei den
Medulloblastomen ebenso wie bei den anderen untersuchten Tumoren an. Zum anderen
vermittelt Caspase-2 die Aktivierung der Effektor-Caspase-3. Drei Fille zeigen eine Co-
Expression der beiden Faktoren. Hier kommt es tendenziell zu eher hohen Expressionsraten
von Caspase-3 im Vergleich zu den Caspase-2-negativen Fillen. Obwohl keine eindeutige
Korrelation besteht (s. Diagramm 7.2.24), erscheint die These einer Caspase-2-vermittelten
Aktivitdtssteigerung von Caspase-3 nicht vollig abwegig. Es wurden bei Glioblastomen
bereits erste viel versprechende pharmakotherapeutische Versuche in vitro durchgefiihrt
(Narita et al. 2000/ Ceruti et al. 2003). Ein &hnlicher experimenteller Ansatz mit
Medulloblastomen wiére ein interessanter Ausgangspunkt fiir weitere Studien. Die Effektor-
Caspase-3 ist unter Anderem verantwortlich fiir die Aktivierung der Caspasen -7 und -6. Die
Expressionsraten fiir diese beiden Caspasen unterscheiden sich bei den Medulloblastomen
jedoch ganz erheblich. Wihrend Caspase-7 nur in einem Fall miBig exprimiert wird, sind
sechs von sieben Fillen zu einem erheblichen Anteil positiv fiir Caspase-6. Dies scheint die
Theorie verschiedener Aktivierungsmechanismen fiir Caspase-6 und -7 durch Caspase-3 zu
stiitzen. Einige Studien zeigen, dass Caspase-3 eine erhebliche Bedeutung bei der
Durchfithrung der Apoptose bei Medulloblastomen zuzukommen scheint. Sie berichten
ebenfalls iiber eine deutliche Hochregulierung von Caspase-3, wihrend Caspase-7 auch in
diesen Studien nur zu einem geringen Anteil von wenigen Zellen exprimiert wird

(MacDonald und Ladisch 2001/ Puig et al. 2001). Das vielschichtige Netzwerk apoptotischer
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Faktoren ist bereits durch seine Komplexitit fiir viele Storfaktoren anfillig. Eine
Dysregulation der koordinierten Expression Apoptose-assoziierter Faktoren konnte bei den
Medulloblastomen unter anderem darin begriindet sein, dass es sich bei ihnen um nur
mangelhaft differenzierte Tumore handelt. Dies konnte eine Therapie von Medulloblastomen,

die auf einer Induktion von Apoptose beruht, moglicherweise erschweren.

5.5 PNETs (Primitive Neuroektodermale Tumore; WHO-1V)

Ob sich die PNETSs von den Medulloblastomen unterscheiden lassen, oder ob sie schlicht eine
supratentorielle oder spinale Form des Medulloblastoms darstellen, ist bis heute nicht restlos
geklirt (Zeltzer et al. 1990/ Rorke et al. 1997/ Goldbrunner et al. 1999). Unter anderem soll
im Rahmen dieser Diskussion Hinweisen, die fiir eine Unterscheidung beider Tumoren

sprechen, nachgegangen werden.

5.5.1 Apoptose/ Nekrose/ Proliferation

PNETSs haben als hochmaligne WHO-IV-Tumore eine hohe Wachstumsgeschwindigkeit, die
sich in einer erhohten Proliferationsrate der Tumorzellen niederschldgt. Bei den untersuchten
PNETs findet sich eine durchschnittliche Rate von nahezu 40% proliferierender (d.h. MIB-1-
exprimierender) Tumorzellen. Dies ist vergleichbar mit der Proliferationsrate anderer
untersuchter WHO-IV-Tumore. Alle untersuchten PNETs zeigen proliferierende
Tumorzellen. Die Expressionsraten von MIB-1 schwanken zwischen 15% und 80%. Dem
gegeniiber steht eine Apoptoserate (d.h. Zellen mit TUNEL-markierten DNA-
Einzelstrangbriichen) von durchschnittlich 0,22%. Ein Fall zeigt keine apoptotischen
Tumorzellen, wéhrend in den iibrigen Fillen die Apoptoserate zwischen 0,05% und 0,69%
schwankt. Wie bei den Medulloblastomen zeigen auch die PNETs keine erhohte Rate
perinekrotisch gelegener apoptotischer Zellen. Eine Korrelation zwischen Apoptose- und
Proliferationsrate kann nicht gefunden werden (s. Diagramm 7.2.25). Ahnliche Ergebnisse
werden auch von anderen Autoren erzielt (Szekessy und Stoltenburg-Didinger 2001/
Schouten van Meeteren et al. 2002). Widerspriichliche Aussagen liegen beziiglich einer
Verwertbarkeit der Apoptose- oder Proliferationsrate als prognostischer Marker vor. Einige
Veroffentlichungen sehen eine Korrelation zwischen der Apoptoserate und dem
Behandlungserfolg (gemessen an der Linge der progressionsfreien Uberlebenszeit) (Haslam
et al. 1998), wihrend andere Arbeitsgruppen keine Zusammenhinge erkennen konnen

(Grotzer et al. 2001(1)). In einigen Veroffentlichungen wird der Proliferationsrate eine
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prognostische Relevanz bescheinigt (Bodey et al. 1997/ Grotzer et al. 2001(2)). Andere
Arbeiten konnen dies nicht bestidtigen (Woodburn et al. 2001). Zusammengefalt lassen diese
gegensitzlichen Ergebnisse zumindest darauf schlieBen, dass es sich bei den PNETs um eine
sehr heterogene Tumorart handelt. Studien, die ausschlieBlich mit Medulloblastomen
gearbeitet haben, konnten zum Teil Ergebnisse erzielen, die eine Korrelation zwischen
Apoptose- und Proliferationsrate mit der Prognose aufzeigten (s. Kapitel 5.4.1). Dies konnte
auf ein unterschiedliches biologisches Verhalten der Medulloblastome und der PNETSs

hindeuten.

5.5.2 Apoptose-assoziierte Faktoren

Caspase-9 und -7 werden von den untersuchten PNETs nicht exprimiert. Die iibrigen
Apoptose-assoziierten Faktoren werden von den Tumorzellen in unterschiedlichem Ausmal
exprimiert. Das peritumorale Normalgewebe sowie die Normalkontrollen sind negativ fiir die

untersuchten Faktoren.

5.5.2.1 TNFo/ TNF-R1/ TRAIL

TNFa wird in vier von sechs Féllen exprimiert. Die durchschnittliche Expressionsrate liegt
bei 17% positiver Tumorzellen. TNF-R1 wird ebenfalls von vier Féllen exprimiert, allerdings
kommt es in nur zwei Fillen zu einer Co-Expression der beiden Faktoren. Durchschnittlich
sind 17% aller Tumorzellen positiv fir TNF-R1. PNETs zeigen damit die niedrigsten
Expressionsraten von allen untersuchten Tumoren fiir diese Faktoren. Die anderen WHO-IV-
Tumore zeigen allerdings Expressionsraten gleicher Groenordnung, sodass kein signifikanter
Unterschied insbesondere zwischen Medulloblastomen und PNETSs ermittelt werden kann
(p=0,191 fiir TNFa, p=0,429 fiir TNF-R1 und p=0,760 fiir TRAIL). Die Tatsache, dass auch
in den Féllen TNF-R1-positive Tumorzellen zu sehen sind, die keine Expression von TNFa
zeigen, lidsst die Vermutung zu, dass die Expression beider Faktoren nur bedingt voneinander
abhingig ist. Es bleibt jedoch die Frage, ob in den Tumoren, die lediglich TNFa, nicht jedoch
TNF-R1 exprimieren, Apoptose dhnlich suffizient ablaufen kann wie in den Féllen, die eine
Co-Expression beider Faktoren zeigen. Die Apoptoserate ist bei den beiden Fillen, die sowohl
TNFoa als auch TNF-R1 exprimieren zwar tendenziell, jedoch nicht signifikant erhoht
(p=0,221). Studien konnten zeigen, dass eine Inkubation von Neuroblastom-Zelllinien mit
Retinolsidure zu einer Steigerung der Expression von TNF-R1 fiihrt. Konsekutiv kam es zu
einer TNFo-vermittelten Aktivierung von Caspase-3 (Condorelli et al. 2000). TRAIL wird in

fiinf von sechs Fillen zu durchschnittlich 21% von den Tumorzellen exprimiert. Dass TRAIL
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bei der Apoptose in PNETs von Bedeutung ist, wird auch von anderen Studien beschrieben
(Grotzer et al. 2000/ Zuzak et al. 2002). Zwischen TRAIL-vermittelter Apoptose bei
Medulloblastomen und PNETSs wird dort jedoch nicht unterschieden. Dem schlieBen sich die
Ergebnisse dieser Arbeit an. Analog zu den anderen untersuchten Tumoren werden die
Expressionsraten von TRAIL und SMAC und ihre Korrelation mit der Apoptoserate
untersucht. Nur in einem Fall kommt es nicht zu einer Co-Expression der beiden Faktoren.
Eine Korrelation zur Apoptoserate, die fiir eine Verstirkung TRAIL-vermittelter Apoptose

durch SMAC spriche, existiert aber nicht (p=0,990).

5.5.2.2 SMAC/ APAF-1/ Caspase-9

SMAC wird von allen untersuchten PNETs exprimiert. Dabei sind durchschnittlich 38% der
Tumorzellen SMAC-positiv. In allen Féllen kommt es zu einer fokalen Expressionssteigerung
von SMAC. Es existieren demnach nicht nur inter- sondern auch intratumoral
unterschiedliche Expressionsraten. In zwei Fillen ist dies so ausgeprégt, dass einige Bereiche
des vitalen Tumorgewebes negativ, andere zu annidhernd 100% SMAC-positiv sind. Solche
fokalen Expressionsmuster werden auch von anderen Studien iiber PNETs beschrieben,
allerdings fiir andere Apoptose-assoziierte Faktoren (Gyure et al. 1999). Thre Bedeutung ist
bisher unklar. Eventuell hingt dies mit der Heterogenitit der PNETs zusammen. So kann es
innerhalb eines Tumors zu verschiedenen Differenzierungen und Tumorzellklonen kommen,
die sich in ihrem biologischen Verhalten unterscheiden konnen. Die beiden anderen
untersuchten mitochondrialen Faktoren, APAF-1 und Caspase-9, werden von den PNETSs
kaum exprimiert. Lediglich ein Fall zeigt eine geringe Expression von APAF-1 (0,5%). Alle
Fille sind negativ fiir Caspase-9. Bei den Medulloblastomen hingegen werden beide Faktoren
exprimiert (s. Kapitel 5.4.2.2). Ob dieser Ausfall mitochondrialer Faktoren bei den PNETSs zu
einer Abnahme der Apoptoserate der PNETSs verglichen mit der der Medulloblastome (0,22%
vs. 0,47%) fiihrt, ist aufgrund der Komplexitit des apoptotischen Netzwerkes nicht sicher
feststellbar. Studien, die die Rolle des mitochondrialen Apoptoseweges niher beleuchten,
beziehen sich hauptsichlich auf Medulloblastome (Fulda et al. 1999). Einige Studien haben
bei Neuroblastom-Zelllinien festgestellt, dass APAF-1 und Caspase-9 das Tumorwachstum
nicht inhibieren. Da auch Cytochrom c nicht aus den Mitochondrien freigesetzt wird, wird ein
Defekt postuliert, der im Apoptose-Programm noch vor der Aktivierung mitochondrialer
Faktoren liegt (Teitz et al. 2002). Eine genetische Mutation scheint fiir die Stilllegung von

Caspase-9 nicht in Frage zu kommen, was ebenfalls fiir die Existenz eines vorgeschalteten
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Inhibitors sprechen konnte (Catchpoole und Lock 2001). Moglicherweise konnte hierbei

Caspase-2 eine Rolle spielen (s. unten).

5.5.2.3 Caspasen

Caspase-2 wird in drei von sechs Fillen zu durchschnittlich 15% von den Tumorzellen
exprimiert. Eine der Funktionen von Caspase-2 ist die Freisetzung mitochondrialer Faktoren
wie APAF-1 und SMAC. Der Fall, bei dem es zu einer Expression von APAF-1 kommt,
zeichnet sich zwar durch eine hohe Rate Caspase-2-exprimierender Zellen aus (75%), dariiber
hinaus ist jedoch eine Korrelation zwischen den Expressionsraten von Caspase-2 und APAF-1
sowie SMAC nicht gegeben. Da Caspase-2 von so wenigen Fillen und in einem insgesamt
relativ geringen Ausmal} exprimiert wird, stellt sich die Frage, ob die Insuffizienz des
Mitochondrien-vermittelten Apoptoseweges ursdchlich mit der geringen Expression von
Caspase-2 verkniipft ist (s. oben). Es bleibt jedoch zu bedenken, dass die Freisetzung
Apoptose-assoziierter Faktoren aus den Mitochondrien auch von anderen Faktoren reguliert
wird. Auch haben Studien an Neuroblastom-Zelllinien gezeigt, dass eine Inkubation mit
Staurosporin zu einer Aktivierung von Caspase-2 und -3, nicht jedoch zu einem Anstieg der
Expression von Caspase-9 gefiihrt hat (Lopez und Ferrer 2000). Dies spriche wiederum
entweder fiir die Existenz eines anderen inhibierenden Faktors, der jedoch noch nicht bekannt
ist, oder fiir eine nicht-mitochondriale Form der Aktivierung von Apoptose. Caspase-3 wird in
allen Fillen von den Tumorzellen exprimiert (zu durchschnittlich 38%). Die Fille, bei denen
es zu einer Co-Expression von Caspase-2 und -3 kommt, zeichnen sich, verglichen mit den
Fillen, die nur Caspase-3 exprimieren, tendenziell durch hohere Apoptoseraten aus. Eine
klare Korrelation besteht jedoch nicht (p=1,000). Nichtsdestotrotz scheint Caspase-3 bei den
PNETs eine wichtige Rolle zu spielen. Dies wird auch von anderen Studien beschrieben. Eine
Aktivierung von Caspase-3 konnte bei Inkubationen von PNET-Zelllinien mit verschiedenen
Pharmaka (z.B. Cyclooxigenase-2-Hemmer) beobachtet werden (Fulda et al. 1997/ Patti et al.
2002). Die Induktion von Apoptose iiber eine Aktivierung von Caspase-3 in Tumorzellen
stellt somit einen Fokus wissenschaftlichen Interesses dar. Caspase-7 wird von den
untersuchten PNETSs nicht exprimiert. Caspase-6 wird in allen Fillen zu durchschnittlich 46%
von den Tumorzellen exprimiert. Da beide Effektor-Caspasen iiber Caspase-3 aktiviert
werden, konnte dies — dhnlich wie bei den anderen untersuchten Tumoren - fiir
unterschiedliche Aktivierungsmechanismen von Caspase-6 und -7 sprechen. In diesem Punkt

unterscheiden sich die PNETSs nicht von den untersuchten Medulloblastomen.
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Alles in allem unterstreichen die erzielten Ergebnisse die Heterogenitit der wenig
differenzierten PNETs. Sie lassen sich hinsichtlich ihres biologischen Verhaltens und ihrer
Fahigkeit zur suffizienten Durchfithrung apoptotischer Vorginge schwerlich charakterisieren.
Eine klare Unterscheidung zwischen Medulloblastomen und PNETs kann anhand der
Ergebnisse nicht getroffen werden, auch wenn einige Faktoren durchaus unterschiedlich

exprimiert werden.

5.6 Meningiome

Meningiome werden nach der WHO-Klassifikation der Tumore des zentralen Nervensystems
in eine dreistufige Malignitétsskala eingeteilt (WHO-I-1II). Die Einstufung der Malignitit
eines Meningioms wird anhand verschiedener Parameter vorgenommen (s. Kapitel 1.4.5). Im
folgenden Abschnitt soll neben einer Charakterisierung des Zelltodsystems und des
Wachstumverhaltens versucht werden, die atypischen und anaplastischen Meningiome anhand
der untersuchten Faktoren entsprechend ihrer unterschiedlichen Graduierung nach WHO

voneinander abzugrenzen.

5.6.1 Atypische Meningiome (WHO-II)

5.6.1.1 Apoptose/ Nekrose/ Proliferation

Atypische Meningiome (im Folgenden: AtM) gehoren zu den eher langsam wachsenden
Hirntumoren. Ihre durchschnittliche Proliferationsrate ist mit 12,64% MIB-1-markierter
Tumorzellen entsprechend niedrig. Alle untersuchten AtMs zeigen MIB-1-positive
Tumorzellen. Die Proliferationsraten variieren stark (Min: 4%; Max: 15%). Damit zeigt sich
in zwei Fillen eine Uberschneidung der MIB-1-Werte von AtMs und anaplastischen
Meningiomen (im Folgenden: AnM), auch wenn diese eine hohere Durchschnittsrate
proliferierender Tumorzellen haben. Die MIB-1-Markierungsrate von Meningiomen kann
daher nicht als sicheres Kriterium zur Einteilung in das WHO-Schema verwendet werden. Zu
dieser Einschitzung gelangen auch andere Studien (Khoshyomn et al. 1999/ Abramovich und
Prayson 2000/ Torp et al. 2001). Obwohl die MIB-1-Expressionsrate eines einzelnen
Meningiomes keine klare Einteilung hinsichtlich der Malignitit zuldsst, kann die
durchschnittliche MIB-1-Rate der Meningiomgruppen Hinweise zur Prognose von AtMs und
AnMs geben (Roggendorf et al. 1987/ Niedermayer et al. 1996/ Karamitopoulou et al. 1998/
Amatya et al. 2001/ Ho et al. 2002). Die Apoptoserate der AtMs betrdgt im Durchschnitt 0,4%
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(entsprechend der Anzahl TUNEL-markierter Tumorzellen). In drei von 14 Fillen sind keine
TUNEL-positiven Tumorzellen nachweisbar. Die Expressionsraten schwanken intertumoral
stark (0,02%-2,15%). Damit ergibt sich fiir die Unterscheidung von WHO-II- und -III-
Meningiomen dhnliches wie fiir die Proliferationsrate. Die durchschnittliche Apoptoserate der
AnMs ist zwar niedriger, in vielen Fillen iiberschneiden sich jedoch die Werte. Die
Apoptoserate  von Meningiomen kann demnach nicht zur Einteilung in die WHO-
Klassifikation herangezogen werden. Zu diesem Ergebnis gelangen auch andere
Arbeitsgruppen (Konstantinidou et al. 2001). Dennoch sprechen viele Arbeiten der
Apoptoserate eine prognostische Relevanz zu (Maier et al. 1997/ Ng und Chen 1998). Hierbei
ist jedoch zu bedenken, dass es sich stets um Durchschnittswerte handelt, die fiir die
Einschitzung der Situation einzelner Patienten wenig von Nutzen sind. Drei Fille zeigten eine
perinekrotische Steigerung TUNEL-markierter Zellen. Dies wird auch in anderen Arbeiten
beschrieben (Das et al. 2000). Die Bedeutung konnte dhnlich wie bei den Glioblastomen im
schlechten Sauer- und Nihrstoffangebot in bestimmten Arealen des Tumorgewebes liegen.
Dies fiihrt im Extremfall zur Nekrose. In Grenzbereichen konnte jedoch noch eine gewisse

Reserve von ATP und damit die Durchfiihrung von Apoptose moglich sein.

5.6.1.2 Apoptose-assoziierte Faktoren
Alle untersuchten Apoptose-assoziierten Faktoren werden von den AtMs im vitalen
Tumorgewebe exprimiert. Peritumorale Gewebsanteile sowie die Normalkontrollen sind

negativ.

5.6.1.2.1 TNFo/ TNF-R1/ TRAIL

TNFo und TNF-R1 werden in zwolf von 14 Fillen exprimiert. In elf Fillen kommt es zu einer
Co-Expression der beiden Faktoren. Die durchschnittlichen Expressionsraten liegen bei 48%
(fir TNFa), bzw. 31% (fir TNF-R1). Sie sind damit im Vergleich zu den anderen
untersuchten Tumoren dhnlich hoch wie die der Ependymome und Oligodendrogliome (beide
WHO-III). Die AnMs zeigen deutlich hohere Expressionsraten fiir TNFa und TNF-R1 (s.
Kapitel 5.6.2) als die anderen WHO-III-Tumore und die AtMs. In allen Fillen, die eine Co-
Expression beider Faktoren zeigen, sind die Expressionsraten fiir TNF-R1 niedriger als fiir
TNFa. Ob dies fiir eine Abhédngigkeit fiir TNF-R1 von TNFa spricht, kann wie bei den
anderen untersuchten Tumoren nur vermutet werden. Dass der TNFa-vermittelte
Apoptoseweg bei Meningiomen eine Rolle spielt, wird auch in anderen Studien beschrieben

(Rittierodt et al. 2001). TRAIL wird von zwolf der 14 AtMs zu 38% im Durchschnitt von den
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Tumorzellen exprimiert. Dies ist die hochste TRAIL-Expressionsrate aller untersuchter
Tumoren. Welche Rolle TRAIL-vermittelte Apoptose bei den Meningiomen spielt, bleibt
jedoch unklar. Eine Korrelation zur Apoptoserate besteht nicht (s. Diagramm 7.2.26). Andere
Studien, die sich mit der Expression von TRAIL bei Hirntumoren beschiftigten, konnten
keine TRAIL-positiven Tumorzellen bei Meningiomen finden (Nakamura et al. 2000). SMAC
soll agonistisch auf die pro-apoptotische Funktion von TRAIL wirken. In zwolf von 14 Fillen
werden sowohl TRAIL als auch SMAC exprimiert. Die Apotoserate ist in diesen Fillen
signifikant erhoht gegeniiber den Fillen, die keine Co-Expression von TRAIL und SMAC
zeigen (p=0,029). Nichtsdestotrotz ist dieses Ergebnis aufgrund der eher kleinen Fallzahl

kritisch zu sehen.

5.6.1.2.2 SMAC/ APAF-1/ Caspase-9

APAF-1 wird von sechs (zu 7%), Caspase-9 von zwei (zu 25%) der 14 und SMAC in allen
(zu 64%) Fillen exprimiert. Die Mitochondrien-vermittelte Form der Apoptose wurde fiir
Meningiome bisher kaum beschrieben. Nur wenige Studien koénnen iiber eine Hochregulation
von Caspase-9 und -3 berichten (Ray et al. 2002). In den untersuchten AtMs werden die
mitochondrialen Faktoren APAF-1 und Caspase-9 im Gegensatz zu SMAC kaum exprimiert.
Da die Uberfithrung von SMAC in das Zytosol zum Teil Caspase-9-vermittelt sein soll
(Adrain et al 2001/ McNeish et al. 2003) konnte dies moglicherweise fiir die Existenz eines
Inhibitors sprechen, der die Bildung des Apoptosoms verhindert. Die hohen Expressionsraten
von SMAC scheinen jedenfalls kaum Caspase-9-vermittelt zu sein. Eine Caspase-2-
vermittelte Aktivierung von SMAC scheint ebenfalls nicht in Frage zu kommen, da die
Expressionsraten eher gering sind und nicht mit denen von SMAC korrelieren (s. Diagramm
7.2.27). Dies konnte fiir einen alternativen Freisetzungsmechanismus von SMAC aus den
Mitochondrien sprechen. Die AnMs zeigen #hnliche Expressionsraten fiir die Faktoren
mitochondrialer Apoptose. APAF-1 und Caspase-9 werden ebenfalls wenig, SMAC eher hoch
exprimiert. Eine Charakterisierung der Mitochondrien-assoziierten Apoptose bei
Meningiomen weist eher auf die Gemeinsamkeiten als auf die Unterschiede zwischen AtMs

und AnMs hin.

5.6.1.2.3 Caspasen
Caspase-2 wird in neun von 14 Fillen zu durchschnittlich 11% im vitalen Tumorgewebe
exprimiert. Welche Rolle Caspase-2 bei der Apoptose von Meningiomen spielt, ist unklar.

Keine ihrer bekannten Funktionen lisst sich in den untersuchten Fillen klar nachvollziehen
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(zu ihrer Wechselwirkung mit SMAC: s. oben). Eine Aktivierung von Caspase-3 durch
Caspase-2 wire zwar moglich, es wird jedoch auch Caspase-3 in Caspase-2-negativen Fillen
exprimiert. Hier konnte die Aktivierung von Caspase-3 iiber andere Mechanismen (z.B.
TNFa) vermittelt werden. Eine Korrelation zwischen den Expressionsraten von Caspase-2
und -3 besteht nicht (s. Diagramm 7.2.28). Caspase-3 und -6 werden von allen AtMs
exprimiert (zu durchschnittlich 29% bzw. 63%). Lediglich ein Fall exprimiert Caspase-7. Hier
kommt es zu durchschnittlich 5% positiven Tumorzellen, wihrend einige Areale des vitalen
Tumorgewebes fokal Expressionsraten von etwa 50% zeigen. Obwohl die beiden Effektor-
Caspasen-6 und -7 durch Caspase-3 aktiviert werden, sind ihre Expressionsraten sehr
unterschiedlich. Dies konnte fiir unterschiedliche Aktivierungsmechanismen von Caspase-6
und -7 sprechen. Die Variabilitit der Expression sdmtlicher Caspasen ist in den untersuchten
Fiéllen sehr grof3. Thre Analyse ldsst sich somit allgemeingiiltig nicht zur Einordnung eines
einzelnen Meningiomes in die WHO-Gradifikation verwenden. Die klinische Relevanz einer
solchen Analyse hinsichtlich der Prognose ist daher fragwiirdig. Es bleibt jedoch festzuhalten,
dass TNFa- und Caspase-3-vermittelte Apoptose bei den AtMs eine Rolle zu spielen scheint,

was sich moglicherweise als therapeutische Option nutzen lief3e.

5.6.2 Anaplastische Meningiome (WHO-III)

5.6.2.1 Apoptose/ Nekrose/ Proliferation

AnMs sind maligne Hirntumore, die sich innerhalb der Gruppe der Meningiome durch die
hochste Aggressivitidt beziiglich ihres biologischen Verhaltens auszeichnen. Sie wachsen
schneller und rezidivieren hédufiger als andere Meningiome. Ihre Proliferationsrate (gemessen
an MIB-1-positiven Tumorzellen) ist mit durchschnittlich 25% hoher als die der AtMs. Alle
AnMs zeigen MIB-1-positive Zellen (Min: 20%; Max: 40%). Die Apoptoserate der AnMs
betridgt durchschnittlich 0,13% (entsprechend der Anzahl TUNEL-markierter Tumorzellen).
In drei von vier Fillen sind TUNEL-positive Tumorzellen zu sehen. Die Expressionsraten
schwanken zwischen 0,08% und 0,24%. Die durchschnittliche Apoptoserate der AnMs ist
damit zwar niedriger, in vielen Fillen iiberschneiden sich jedoch die Werte mit den AtMs. Die
Apoptoserate  von Meningiomen kann demnach nicht zur Einteilung in die WHO-
Klassifikation herangezogen werden. Zu diesem Ergebnis gelangen auch andere
Arbeitsgruppen (Konstantinidou et al. 2001). Dennoch sehen einige Arbeitsgruppen die
Apoptoserate als prognostischen Marker an (Maier et al. 1997/ Ng und Chen 1998). Auch hier
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ist zu bedenken, dass es sich bei den Ergebnissen stets um Durchschnittswerte handelt, die auf

einzelne Patienten nur bedingt iibertragbar sind.

5.6.2.2 Apoptose-assoziierte Faktoren
Die AnMs exprimieren alle untersuchten Faktoren im vitalen Tumorgewebe. Die

peritumoralen Gewebsanteile sowie die Normalkontrollen zeigen keine Expression.

5.6.2.2.1 TNFo/ TNF-R1/ TRAIL

TNFa wird in drei von vier, TNF-R1 in allen Fillen exprimiert. In drei Féillen kommt es zu
einer Co-Expression der beiden Faktoren. Die durchschnittlichen Expressionsraten liegen bei
67% (fir TNFa), bzw. 63% (fiir TNF-R1). Sie haben damit im Vergleich zu den AtMs und zu
den anderen untersuchten WHO-III-Tumoren deutlich hohere Expressionsraten fiir TNFo und
TNF-R1 (s. Kapitel 5.2 und 5.3). Tendenziell zeigen die Fille, in denen es zu einer Co-
Expression beider Faktoren kommt, hohere Expressionsraten fiir TNF-R1 als fiir TNFa. Dass
der TNFa-vermittelte Apoptoseweg bei Meningiomen eine Rolle spielt, wird auch in anderen
Studien beschrieben (Rittierodt et al. 2001). TRAIL wird in drei von vier Fillen zu 25% im
Durchschnitt von den Tumorzellen exprimiert. Diese Expressionsrate ist vergleichbar mit der
anderer untersuchter WHO-III-Tumore und liegt unter der der AtMs. TRAIL-vermittelte
Apoptose konnte bei den AnMs eine geringere Rolle spielen als bei den AtMs, genaueres
bleibt jedoch unklar, schon aufgrund der geringen Fallzahl der AnMs. Eine Korrelation zur
Apoptoserate kann im Rahmen dieser Arbeit aufgrund der geringen Fallzahl TRAIL-
exprimierender Tumore nicht berechnet werden. Auch konnten andere Studien, die sich mit
der Expression von TRAIL bei Hirntumoren beschiftigten, keine TRAIL-positiven
Tumorzellen bei Meningiomen finden (Nakamura et al. 2000). SMAC soll als Agonist auf die
pro-apoptotische Funktion von TRAIL wirken. In drei von vier Fillen werden sowohl TRAIL
als auch SMAC exprimiert. Die Apoptoserate des Falles, der nur SMAC exprimiert ist zwar
gering, ein signifikanter Unterschied besteht jedoch nicht (p=0,221).

5.6.2.2.2 SMAC/ APAF-1/ Caspase-9

APAF-1 wird in drei von vier Fillen (zu 11%), Caspase-9 in einem Fall (zu 25%) und SMAC
von allen Fillen exprimiert (zu 88%). Wenig ist iiber die Mitochondrien-vermittelte Form der
Apoptose bei den Meningiomen bekannt. Nur wenige Studien berichten iiber eine
Hochregulation von Caspase-9 und -3 (Ray et al. 2002). APAF-1 und Caspase-9 werden im

Gegensatz zu SMAC kaum exprimiert. Dies konnte fiir die Existenz eines Inhibitors sprechen,
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der die Bildung des Apoptosoms verhindert. Die hohen Expressionsraten von SMAC scheinen
weder Caspase-9-, noch Caspase-2-vermittelt zu sein, wie dies fiir andere Hirntumore
beschrieben wurde (Adrain et al 2001/ McNeish et al. 2003). Die Expressionsraten der beiden
Initiator-Caspasen sind zu gering und korrelieren nicht mit denen von SMAC (s. Diagramm
7.2.29; da nur von einem Tumor Caspase-9 exprimiert wird, kann keine Analyse einer
Korrelation der Expressionsraten von SMAC und Caspase-9 erfolgen). Dies konnte einen
alternativen Freisetzungsmechanismus von SMAC aus den Mitochondrien andeuten. Da die
Faktoren Mitochondrien-assoziierter Apoptose bei AtMs und AnMs in &dhnlicher Weise
exprimiert werden, dient ihre Analyse nicht zur Unterscheidung von WHO-II- und -III-

Tumoren.

5.6.2.2.3 Caspasen

Caspase-2 wird in allen vier Fillen zu durchschnittlich 29% im vitalen Tumorgewebe
exprimiert. Uber die Rolle von Caspase-2 bei der Apoptose von AnMs lisst sich nur
mutmaBen. Zwar kommt es in allen Fillen zu einer Ko-Expression von Caspase-2, SMAC
und Caspase-3, die Expressionsraten korrelieren jedoch nicht miteinander (s. Diagramme
7.2.29 und 7.2.30). Die Aktivierung von Caspase-3 kann aber auch durch andere Faktoren
vermittelt sein (z.B. Caspase-8). Ebenfalls werden Caspase-3 und -6 von allen AnMs
exprimiert (zu durchschnittlich 38% bzw. 75%). Lediglich ein Fall exprimiert Caspase-7 (zu
1% im Mittel). Beide Effektor-Caspasen-6 und -7 werden durch Caspase-3 aktiviert.
Trotzdem sind ihre Expressionsraten sehr unterschiedlich. Dies konnte fiir unterschiedliche
Aktivierungsmechanismen von Caspase-6 und -7 sprechen. Héiufig kommt es bei einem
Vergleich der Expressionsraten der Caspasen zu Uberschneidungen von Werten bei
atypischen und anaplastischen Meningiomen. Eine Analyse der Apoptose-assoziierten
Faktoren ldsst sich daher nicht zur Einordnung eines einzelnen Falles in die WHO-
Klassifikation verwenden. Die klinische Relevanz einer solchen Analyse ist daher fragwiirdig.
Bis auf TRAIL werden alle Apoptose-assoziierten Faktoren von den maligneren WHO-III-
Meningiomen hoher exprimiert als von den atypischen (WHO-II) Meningiomen. Alle anderen
untersuchten Tumore zeigen ein eher reziprokes Verhiltnis zwischen dem Malignitéitsgrad
und der Expressionsrate Apoptose-assoziierter Faktoren. Es bleibt jedoch festzuhalten, dass
TNFa- und SMAC-, sowie durch die Effektor-Caspasen -3 und -6-vermittelte Apoptose bei
den AnMs eine Rolle spielen konnte. Dies liee sich moglicherweise als therapeutische

Option nutzen.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird das Wachstums- und Zelltodverhalten von Tumoren des
zentralen Nervensystems untersucht. Des Weiteren wird die Expression verschiedener
Apoptose-assoziierter Faktoren in den Prédparaten analysiert und mit Normalkontrollen
verglichen.

Es zeigt sich, dass Apoptose von Tumorzellen aller untersuchter Hirntumore und
Malignitdtsgrade vollzogen werden kann. Die Rate apoptotischer Zellen ist jedoch sehr
variabel und korreliert nicht mit dem Malignititsgrad der Tumore. Auch besteht keine
Korrelation zwischen der Apoptose- und der Proliferationsrate. Die Ergebnisse legen
insgesamt nahe, dass die Apoptoserate nicht als Marker fiir die Malignitit von Tumoren des
zentralen Nervensystems verwendet werden kann.

Auch unter Einbeziehung Apoptose-assoziierter Faktoren ist eine Gradifikation der Tumore
hinsichtlich der Malignitét nicht moglich. So unterscheiden sich z.B. atypische (WHO-II) und
anaplastische (WHO-III) Meningiome quantitativ und qualitativ nicht signifikant
voneinander. Es konnen ebenfalls keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
Expression der untersuchten Apoptose-assoziierten Faktoren, sowie der Apoptose- und
Proliferationsraten zwischen Medulloblastomen und primitiven neuroektodermalen Tumoren
(PNETS) festgestellt werden. Dies spricht dafiir, dass sich diese Tumore lediglich beziiglich

ihrer Lokalisation im zentralen Nervensystem unterscheiden.

Die Analyse der Apoptose-assoziierten Faktoren zeigt, dass alle untersuchten Faktoren
grundsitzlich in allen untersuchten Tumoren vorkommen, wihrend die Normalkontrollen
diese Faktoren nicht exprimieren. Der Vollzug der Apoptose findet jedoch nicht in diesem
Male statt, da die Apoptoserate der Tumore (markiert durch TUNEL) stets wesentlich
geringer ist als die Expressionsraten der Apoptose-assoziierten Faktoren. Es ist davon
auszugehen, dass entdifferenzierte Tumorzellen entweder nur begrenzt in der Lage sind, ihr
apoptotisches ,,Selbstzerstorungsprogramm* in Gang zu setzen und zu Ende zu fiihren, oder,
dass apoptosechemmende Mechanismen greifen. Um so interessanter wire es, durch
therapeutische Intervention Apoptose zu initiieren. Die Analyse der einzelnen Apoptose-
assoziierten Faktoren liefert Hinweise darauf, an welchen Stellen des apoptotischen Systems
eine solche Intervention ansetzen konnte:

Die hochmalignen WHO-IV-Tumore zeigen eine signifikante Hochregulation der Effektor-

Caspasen-3 und -6. Die physiologischen Aktivierungsmechanismen dieser Caspasen z.B.
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durch Caspase-2 und TNFa scheinen in diesen hochmalignen Tumoren jedoch weniger eine
Rolle zu spielen, da diese Faktoren hier nur in geringem Ausmal} exprimiert werden. Jedoch
konnten modifizierte, per se aktive Caspase-3- und -6-Molekiile eine interessante
therapeutische Option zur Behandlung maligner Tumore des zentralen Nervensystems
darstellen. Zu beachten ist aber unter anderem, dass z.B. Glioblastome auch geringe
Expressionsraten apoptotischer Faktoren im peritumoralen, mikroskopisch nicht infiltrierten
Normalgewebe zeigen. Dies konnte fiir eine peritumorale Dysfunktion des Hirngewebes
sprechen. Welche Rolle dies bei der Behandlung mit Apoptose-stimulierenden Agenzien
spielt und wie spezifisch die Anwendung solcher Stimulanzien fiir Tumorgewebe wiren,
muss Gegenstand weiterer Studien sein.

Die untersuchten WHO-II- und -III-Tumore zeigen eine Hochregulation vor allem von
Faktoren des extrinsischen Apoptoseweges (z.B. TNFa). Die Expressionsraten von TNFa
korrelieren signifikant mit dem WHO-Grad der untersuchten Tumore. Interessante
therapeutische Optionen konnten hier zum einen die Aktivierung des extrinsischen
Apoptoseweges iliber TNFa sein, zum anderen konnte man versuchen, eine direkte
Aktivierung iiber modifizierte Effektor-Caspasen herbeizufiihren.

Insgesamt existieren verschiedene mogliche Angriffsorte innerhalb des apoptotischen
Netzwerkes der Zelle fiir eine thepeutische Intervention bei Tumoren des zentralen
Nervensystems. Die Komplexitit des Kaskade-artigen Systems legt nahe, dass eine
therapeutische Intervention moglichst an dessen Ende erfolgen sollte, um moglichst viele

Stor- und Hemmfaktoren zu umgehen.
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6 Summary

The present report studies growth and cell death in tumors of the central nervous system. The
expression of a broad range of apoptosis-associated factors is analyzed and compared to
normal control tissue.

Apoptosis can generally be performed by all examined tumors (including the WHO-
malignancy-grades II, III and IV). However, the rate of apoptotic cells is variable and shows
no correlation with the malignancygrade of the tumors. Furthermore, the rate of apoptosis
does not correlate with the proliferation index. These results indicate that the apoptotic rate is
not a useful indicator for malignancy of tumors of the central nervous system.

Even by including the analysis of apoptosis-associated factors, a grading of brain tumors is
not possible. There is, for example, no significant difference between atypic (WHO-II) and
anaplastic (WHO-III) meningiomas. There are, furthermore, no significant differences
between medulloblastomas and primitive neuroectodermal tumors (PNETSs) concerning the
expression of apoptosis-associated factors, as well as the apoptotic-, or proliferation rate. This
suggests that these tumors only differ in regard to their localisation in the central nervous
system.

Analysis of the apoptosis-associated factors reveals that all factors are up-regulated in all
tumors studied here in varying portions, whereas these factors are lacking in normal control
brain tissue. As the apoptotic rate is much lower than the expression rate of the apoptosis-
associated factors, the sufficiency of the apoptotic system can be questioned. The data
indicate, that mutated tumor cells are able to activate their apoptotic “suicide-programme”
only in a limited way. An interesting therapeutic approach may be the initiation of apoptosis.
Analysis of apoptosis-associated factors may give hints at factors some of which an
intervention might be successful:

Highly-malignant WHO-IV-tumors show a significant up-regulation of the effector-caspases-
3 and -6. Mechanisms activating these caspases, e.g. caspase-2 or TNFa, seem to be less
effective in malignant brain tumors, as they showed no upregulated expression. However,
modified, active caspase-3- and -6-molecules could be interesting therapeutic options in the
treatment of tumors of the central nervous system. However, it has to be considered that, e.g.,
glioblastomas also reveal low expression rates of apoptotic factors in peritumoral, but
microscopical normal brain tissue, which may be a hint for a peritumoral dysfunction of the

surrounding brain tissue. However, which effects the treatment with apoptosis-stimulating
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agents will have on the surrounding brain tissue and how tumor-specific these stimulants are,
has to be further examined.

WHO-II- and -III-tumors reveal an up-regulation especially of factors of the extrinsic way of
apoptosis (e.g. TNFa). The expression rate of TNFa correlates significantly with the WHO-
grade of the examined tumors. An interesting therapeutic option could be the activation of the
extrinsic apoptotic pathway by TNFa, or to activate the apoptotic programme by modified
effector-caspases.

There are many possible targets for a therapeutic intervention within the apoptotic network of
a brain tumor cell. The complexity of the apoptotic cascade suggests that a therapeutic
invention should target downstream events to avoid as many disturbing side effects as

possible.
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7 Anhang

7.1 Tabellen

7.1.1 Patientendaten

Diagnose WHO°  Fallzahl Geschlecht Alter

weibl.  ménnl. Variations-  Mittel-

breite wert

Glioblastom v 18 14 9 44-70 61
Oligodendro- I 6 2 4 47-67 57
gliom
Ependymom I 2 2 0 35-59 47
Medullo- v 6 4 3 03-55 17
blastom
PNET v 6 4 2 05-51 25
Meningiom II 14 9 5 41-79 61
Meningiom I 4 2 2 38-72 56
Normal- 4 3 1 25-75 53
kontrollen
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7.1.2 Expressionsraten von TUNEL in % bei den untersuchten Hirntumoren

Tumor GB OG Ep MB PNET Mgll Mglll
Nr.

01 0,63 042 0 0,62 0,69 0,48 0,24
02 1,25 0,32 051 O 0,06 0,54 0

03 0,07 1,06 0 0,18 0,41 0,2
04 0,09 0,29 0,34 0 0,48 0,08
05 0,82 0 1,25 0,32 0

06 0,77 0,91 0,63 0,05 0,2

07 0 0,47 0

08 0,13 2,15

09 1,5 0

10 0,4 0,55

11 0,3 0,13

12 0,05 0,02

13 7,5 0,24

14 0,71 0,38

15 1,0

16 0,07

17 2,2

18 1,04

19 0,02

20 0

21 0,01

22 0,22

23 0,3

(GB=Glioblastom, OG=0ligodendrogliom, Ep=Ependymom, MB=Medulloblastom, PNET=primitiver

neuroektodermaler Tumor, Mgll=atypisches Meningiom, MgllI=anaplastisches Meningiom)
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7.1.3 Expressionsraten von MIB-1 in % bei den untersuchten Hirntumoren

Tumor GB OG Ep MB PNET Mgll Mglll
Nr.

01 20 05 30 50 25 15 20
02 30 10 5 50 15 15 20
03 20 40 50 80 07 40
04 05 25 70 40 10 20
05 05 05 30 50 04

06 30 50 60 25 10

07 30 20 05

08 20 04

09 40 05

10 50 10

11 30 07

12 40 05

13 05 05

14 45 15

15 45

16 30

17 40

18 20

19 10

20 10

21 10

22 20

23 30

(GB=Glioblastom, OG=0ligodendrogliom, Ep=Ependymom, MB=Medulloblastom, PNET=primitiver

neuroektodermaler Tumor, Mgll=atypisches Meningiom, MgllI=anaplastisches Meningiom)
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7.1.4 Expressionsraten von Apoptose-asoziierten Faktoren bei Glioblastomen (WHO-

IV)

TNFa TNF-R1
TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek

Nr.
01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16 1(3)
17 1

18 3(2)
19 0
20 2(4)
21 3
22 (1)
23 1(2)

1(2)

2(1)

1)
+ 14)

[\ N e B e B S O R e e

+ + 4+ + 4+
+ + o+ o+
+

+ + + o+

- o O O O O O = O O O = O O O O o o w o o o o
+ + + + 4+ o+ 4+

N O =, O = O D, O O O = O = O O O O w o o o o
=
<
S O O O = O O W o O O o o = O O O O MM o o o o
o O O O =) O O =, O O O O O o o o = o = o o o o

+
e e e e e T e e L 9 )

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefédle im Tumorgewebe,
GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat
vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen; Werte in () geben fokale

Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.5

Expressionsraten von Apoptose-asoziierten Faktoren bei Glioblastomen (WHO-

IV)
TRAIL APAF-1[%]
TG TRG NG  Gefyg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 0 0 0 20
02 1 0 0 15
03 3 0 0 + + + 5
04 12) 0 0 + 0
0s 1 1 1 + + 0 + + +
06 13) O 0 0
07 1 0 0 + + 0
08 0 0 0 2(5)
09 2 0 0 3
10 0 0 0 0
11 2 0 0 20 +
12 0 1 1 + nv 0
13 23) 0 0 + + + 3
14 1 0 0 5(10)
15 1 0 0 50
16 4 2 1 + 15 10 5 +
17 1 0 0 + 0 5 +
18 2 2 0 + + + 0
19 0 1 1 + 0
20 1 0 0 0
21 12) 1 2 + + + 0
22 0 0 0 0
23 12) 0 2 + + + 60 7 5

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefile im Tumorgewebe,

GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat

vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen — auller bei Faktoren, die in [%]

angegeben werden; Werte in () geben fokale Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.6 Expressionsraten von Apoptose-asoziierten Faktoren bei Glioblastomen (WHO-

IV)

SMAC Caspase-9

TG TRG NG Gefrg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 3 0 0 2(3) +
02 3 0 0 + 3 +
03 3 0 0 + + 1 +
04 1 0 0 + 2 +
0s 2 0 0 + + + 3 + +
06 1 0 0 1 +
07 0 0 0 1 +
08 2 0 0 + 1
09 3 0 0 + + 3(4) +
10 12) O 0 + + 1
11 2 0 0 + 3 +
12 2 0 0 3 + +
13 4 0 0 + + + 3 +
14 1 0 0 4 +
15 34 O 0 + + + 3 +
16 3 0 0 + + 3 + +
17 2 0 1 + + + 3 1 + + +
18 2 1 1 + + 2(3) +
19 1 0 0 2(3) +
20 0 0 0 4 +
21 0 0 0 + + 4 +
22 3 0 1 + + 2 + +
23 13) 1 0 0(2) +

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefédle im Tumorgewebe,
GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat
vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen; Werte in () geben fokale

Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.7 Expressionsraten von Apoptose-asoziierten Faktoren bei Glioblastomen (WHO-

IV)

Caspase-2 [%] Caspase-3

TG TRG NG Gefyg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 3 0 0 3 0 0 + +
02 5 0 0 3 0 0 + +
03 2 0 0 200 0 0 + + +
04 0 0 0 0 0 0
05 5(30) O 5 + + 2 3 2 + + +
06 60 0 0 + 4 0 0 + + +
07 5 0 0 + + 0 0 0 + +
08 10 0 0 3 0 0 + + +
09 3 0 0 3 0 0 + + +
10 15 0 10 + 3 3 1 + +
11 10 0 0 + 3 0 0 + +
12 1 0 10 3000 2 2 + +
13 1 0 0 3 2 3 + + +
14 2 0 0 + + 3 2 3 + +
15 50 0 20 + + 4 1 0 + + +
16 70 50 30 + + 4 2 1 + +
17 10(60) 0 5 + + + 40) 0 2 + + +
18 5 0 0 + 40) 0 3 + + +
19 5 20 15 + 43) 4 2 + +
20 20 0 0 40) 2 0 + nv +
21 10 10 10 + + + 3 3 1 +
22 5 0 0 40) 0 0 + nv +
23 2 20 20 + 41) 3 3 + +

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefédle im Tumorgewebe,
GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat
vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen — auller bei Faktoren, die in [%]

angegeben werden; Werte in () geben fokale Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.8 Expressionsraten von Apoptose-asoziierten Faktoren bei Glioblastomen (WHO-

IV)
Caspase-6 Caspase-7 [%]
TG TRG NG Gefyg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 3 2 2 + 0 0 0
02 1 0 2 + + 2 0 0
03 2 0 0 + + 0 0 0
04 2 0 0 + + 0 0 0 + +
0s 2 1 2 + + + 1 0 0
06 2 0 0 + + 0 0 0
07 1 1 3 + + 0 0 0 +
08 3 0 0 + + 0 0 0
09 2 0 2 + + 1(20) 0O 0
10 23) 3 4 + + 05 O 0
11 2 0 2 + + 0,1 0 0
12 3 3 3 + + 0,1 O 0
13 1 0 0 + 60) O 0
14 2 0 0 + (7 0 0
15 3 2 2 + + 60 0 0 + +
16 3 0 0 + + 5 0 0 + +
17 1 2 2 + + 0,1 0 0 + +
18 3 3 3 + + 2 0 0
19 1 0 2 + 0,1 O 0
20 3 0 0 + nv 3 0 0
21 1 1 2 + + 0 0 0
22 23) 1 2 + + 1 0 0
23 2 1 2 + + 5(75) 0O 0

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefédlle im Tumorgewebe,
GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat
vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen - auler bei Faktoren, die in [%]

angegeben werden; Werte in () geben fokale Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.9 Expressionsraten von Apoptose-asoziierten Faktoren bei Oligodendrogliomen

(WHO-III)

TNFa TNF-R1
TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek

Nr.
01 4 0 2 + + + 1 0 0 +
02 24) O 0 1 0 0
03 1 0 2 + 1 0 0 +
04 1 0 0 + 0 0 0
0s 1 0 0 + + 12) O 0
06 13) O 1 + 1 0 0
TRAIL APAF-1 [%]
TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 1 0 0 0,1 O 0
02 0 0 0 02 O 0
03 1 0 2 0 0 0
04 0 0 0 0 0 0
0s 1 0 0 15 0 0
06 2 0 0 + + 0 0 0

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefidlle im Tumorgewebe,
GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat
vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen - auller bei Faktoren, die in [%]

angegeben werden; Werte in () geben fokale Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.10 Expressionsraten von Apoptose-asoziierten Faktoren bei Oligodendrogliomen

(WHO-III)
SMAC Caspase-9
TG TRG NG Gefrg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 2(4) + 1 0 0 + +
02 3 3 0 0 + +
03 4 3 0 0
04 4 1 0 0 + +
0s 3 1 0 0 +
06 2 2 0 0 +
Caspase-2 [%] Caspase-3
TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 5 0 0 13) O 0 + +
02 5(50) 0O 0 4 0 0 + +
03 0 0 0 1 0 2 +
04 1 0 60 12) O 3 +
0s 1 0 0 3 0 0 +
06 35 0 0 + 1 0 0 +

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefidlle im Tumorgewebe,
GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat
vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen - auller bei Faktoren, die in [%]

angegeben werden; Werte in () geben fokale Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.11 Expressionsraten von Apoptose-asoziierten Faktoren bei Oligodendrogliomen

(WHO-III)
Caspase-6 Caspase-7 [%]
TG TRG NG Gefyg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 1 0 2 + + 0 0 0
02 12) O 0 0 0 0
03 12) 2 2 0 0 0
04 1 0 0 0 0 0
0s 2 0 0 + + 0 0 0
06 2 0 0 + + 0 0 0

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefidlle im Tumorgewebe,
GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat
vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen - auler bei Faktoren, die in [%]

angegeben werden; Werte in () geben fokale Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.12 Expressionsraten von Apoptose-assoziierten Faktoren bei Ependymomen (WHO-

I1I)

TNFa
TG TRG NG

Gefrg Gefng pNek

TNF-R1
TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek

Nr.
01 2 nv 0 + 1 0 0 +
02 2 1 0 + + 1 0 0
TRAIL APAF-1[%]
TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 1 0 0 1 0 0
02 1 0 0 S 0 0
SMAC Caspase-9
TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 4 0 0 + + 1 0 0
02 34 O 0 + 1 0 0
Caspase-2 [%] Caspase-3
TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 0,5 40) O 0 + +
02 85 + nv 34) 4 4 + nv

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefille im Tumorgewebe,

GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat

vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen - auller bei Faktoren, die in [%]

angegeben werden; Werte in () geben fokale Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.13 Expressionsraten von Apoptose-asoziierten Faktoren bei Oligodendrogliomen

(WHO-III)

Caspase-6 Caspase-7 [%]

TG TRG NG Gefyg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 2 0 0 + 2(10) 0O 0
02 3 0 0 + 0,1) 0 0

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefédle im Tumorgewebe,
GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat
vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen - auler bei Faktoren, die in [%]

angegeben werden; Werte in () geben fokale Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.14 Expressionsraten von Apoptose-assoziierten Faktoren bei Medulloblastomen

(WHO-1V)

TNFa TNF-R1
TG TRG NG Gefrg Gefng pNek TG TRG NG Gefrg Gefng pNek

Nr.
01 1 0 0 1 0 0
02 2 0 0 + + 2 0 0 + +
03 1 0 1 + 0 0 0 +
04 24) O 0 2 0 0
0s 1 0 0 + 1 0 0
06 1 0 0 + 1 0 1
07 1 0 0 + 0 0 0
TRAIL APAF-1 [%]
TG TRG NG Gefrg Gefyg pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 2 0 0 0 0 0
02 3 0 0 7 0 0
03 0 0 0 0 0 0
04 2 0 0 0 0 0
0s 0 0 0 0 0 0
06 1 1 0 0 0 0
07 0 0 0 + + 0 0 0

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefédle im Tumorgewebe,
GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat
vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen - auler bei Faktoren, die in [%]

angegeben werden; Werte in () geben fokale Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.15 Expressionsraten von Apoptose-assoziierten Faktoren bei Medulloblastomen

(WHO-IV)

SMAC Caspase-9

TG TRG NG Gefrg Gefyg pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 4 0 0 0 0 0
02 4 0 0 + + 1 0 0
03 4 0 0 + + 1 0 0
04 40) O 0 + 1 0 0
0s 3 0 0 0 0 0
06 1 0 0 0 0 0
07 1 0 0 + 0 0 0

Caspase-2 [%] Caspase-3

TG TRG NG Gefrg Gefng pNek TG  TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 0 0 0 0 0 0
02 3) 0 0 (1) 0 0
03 05 O 0 + 3 0 0
04 50 0 0 + + 3 0 0
0s 0,1 O 0 0 0 0
06 0 0 0 3 0 0
07 0 0 0 2 0 0

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefédle im Tumorgewebe,
GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat
vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen - auler bei Faktoren, die in [%]

angegeben werden; Werte in () geben fokale Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.16 Expressionsraten von Apoptose-assoziierten Faktoren bei Medulloblastomen

(WHO-IV)

Caspase-6 Caspase-7 [%]

TG TRG NG Gefyg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 3 0 0 0 0 0
02 2 0 0 0 0 0
03 0 0 0 0 0 0
04 2 0 0 1(15) 0O 0
0s 1 0 0 0 0 0
06 1 0 0 + + 0 0 0
07 1 0 0 0 0 0

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefédle im Tumorgewebe,
GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat
vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen - auler bei Faktoren, die in [%]

angegeben werden; Werte in () geben fokale Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.17 Expressionsraten von Apoptose-assoziierten-Faktoren bei primitiven

neuroektodermalen Tumoren (PNETs; WHO-1V)

TNFa TNF-R1
TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek

Nr.

01 2 0 0 + 1 0 0 +

02 1 0 0 0 0 0

03 1 0 0 + 1 0 0

04 1 0 0 0 0 0

0s 0 0 0 1 0 0

06 0 0 0 nv 1 0 0 nv
TRAIL APAF-1 [%]
TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek

Nr.

01 1 0 0 + 05 O 0

02 1 0 0 0 0 0

03 0 0 0 0 0 0

04 1 0 0 + 0 0 0

0s 1 0 0 0 0 0

06 1 0 0 + nv 0 0 0

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefidlle im Tumorgewebe,
GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat
vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen - auller bei Faktoren, die in [%]

angegeben werden; Werte in () geben fokale Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.18 Expressionsraten von Apoptose-assoziierten-Faktoren bei primitiven

neuroektodermalen Tumoren (PNETs; WHO-1V)

SMAC Caspase-9
TG TRG NG Gefrg Gefyg pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 3 0 0 + 0 0 0
02 (1) 0 0 0 0 0
03 (1) 0 0 0 0 0
04 40) O 0 0 0 0
0s 04) O 0 0 0 0
06 (1) 0 0 + nv 0 0 0 nv
Caspase-2 [%] Caspase-3
TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 75 0 0 + (1) 0 0
02 0 0 0 2 0 0
03 5 0 0 (1) 0 0
04 0 0 0 3 0 0
0s 0 0 0 12) O 0
06 5 0 0 + 1 0 0 nv

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefidlle im Tumorgewebe,
GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat
vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen - auller bei Faktoren, die in [%]

angegeben werden; Werte in () geben fokale Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.19 Expressionsraten von Apoptose-assoziierten-Faktoren bei primitiven

neuroektodermalen Tumoren (PNETs; WHO-1V)

Caspase-6 Caspase-7 [%]
TG TRG NG Gefyg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 3 0 0 + 0 0 0
02 2 0 0 0 0 0
03 2 0 0 + 0 0 0 +
04 23) O 0 + 0 0 0
0s 02) O 0 + + 0 0 0
06 o) 0O 0 nv 0 0 0

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefidlle im Tumorgewebe,
GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat
vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen - auler bei Faktoren, die in [%]

angegeben werden; Werte in () geben fokale Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.20 Expressionsraten von Apoptose-assoziierten Faktoren bei atypischen

Meningiomen (WHO-II)

TNFa

TNF-R1

TG TRG NG Gefrg Gefng pNek TG

TRG NG  Gefrg Gefng pNek

Nr.

01 2 0 0 +
02 2 0 0 +
03 4 0 0

04 4 0 0

05 1 0 0 +
06 0 0 0

07 1 0 0

08 3 0 0

09 2 0 0

10 1 0 0

11 0 0 0

12 1 0 0

13 04 O 0

14 1 0 0

(2
1)

)

2(3)

S O O O O O o O o o o o o o

S O o o o O

S O O o O o O

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefidlle im Tumorgewebe,
GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat

vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen; Werte in () geben fokale

Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.21 Expressionsraten von Apoptose-assoziierten Faktoren bei atypischen

Meningiomen (WHO-II)

TRAIL

TG

TRG NG  Gefrg Gefng pNek

APAF-1[%]
TRG NG  Gefrg Gefng pNek

TG

Nr.

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14

3)
)

_— = =N O = O = W

1(4)

S O O O O O o O o o o o o o

S O O O O O O o o o o o o o

0
2(10)
0

o)
20(50)
0

5

0

S O O O o O o O o o o o o o

S O O O O O O o o o o o o o

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefidlle im Tumorgewebe,
GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat
vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen - auler bei Faktoren, die in [%]

angegeben werden; Werte in () geben fokale Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.22 Expressionsraten von Apoptose-assoziierten Faktoren bei atypischen

Meningiomen (WHO-II)

SMAC Caspase-9
TG TRG NG Gefrg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 1 0 0 1 0 0 +
02 2) 0 0 + + 0 0 0
03 3) 0 0 + 0 0 0
04 1 0 0 + 1 0 0
0s 4 0 0 0 0 0
06 13) O 0 0 0 0
07 (2) 0 0 0 0 0
08 (1) 0 0 + 0 0 0
09 4 0 0 + 0 0 0
10 3 0 0 0 0 0
11 24) O 0 + 0 0 0
12 4 0 0 0 0 0
13 3 0 0 + 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefidlle im Tumorgewebe,
GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat
vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen; Werte in () geben fokale

Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.23 Expressionsraten von Apoptose-assoziierten Faktoren bei atypischen

Meningiomen (WHO-II)

Caspase-2 [%]

Caspase-3

TG TRG NG Gefyg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 15 0 0 12) O 0 +
02 65 0 0 2 0 0
03 0 0 0 1 0 0 +
04 0 0 0 1 0 0 +
0s 3 0 0 2 0 0 +
06 0,1 O 0 13) O 0
07 1 0 0 1 0 0 +
08 0 0 0 1 0 0 +
09 1 0 0 1 0 0
10 0 0 0 (2) 0 0
11 0 0 0 1 0 0
12 2 0 0 1 0 0
13 0,1 O 0 1 0 0
14 2(50) 0O 0 1 0 0

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefidlle im Tumorgewebe,

GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat

vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen - auler bei Faktoren, die in [%]

angegeben werden; Werte in () geben fokale Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.24 Expressionsraten von Apoptose-assoziierten Faktoren bei atypischen

Meningiomen (WHO-II)

Caspase-6 Caspase-7 [%]

TG TRG NG Gefyg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 3) 0 0 + 0 0 0
02 3 0 0 + 0 0 0
03 2 0 0 0 0 0
04 4 0 0 0 0 0
0s 1 0 0 0 0 0
06 14 0 0 0 0 0
07 2 0 0 0 0 0
08 32) O 0 + 0 0 0
09 4 0 0 0 0 0
10 3 0 0 0 0 0
11 3 0 0 0 0 0
12 1 0 0 0 0 0
13 2 0 0 5(50) 0O 0
14 2 0 0 0 0 0

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefidlle im Tumorgewebe,
GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat
vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen - auler bei Faktoren, die in [%]

angegeben werden; Werte in () geben fokale Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.25 Expressionsraten von Apoptose-assoziierten Faktoren bei anaplastischen

Meningiomen (WHO-1V)

TNFa TNF-R1
TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek

Nr.
01 42) O 0 2 0 0
02 3 0 0 4 0 0 + +
03 3 0 0 + + 3 0 0 +
04 0 0 0 1 0 0
TRAIL APAF-1 [%]
TG TRG NG Gefrg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 1 0 0 0 0 0
02 12) O 0 + (15 0 0
03 1 0 0 + 30) 0 0
04 0 0 0 0,1 O 0
SMAC Caspase-9
TG TRG NG  Gefyg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 4 0 0 0 0 0
02 4 0 0 + + 0 0 0 +
03 4 0 0 + + + (1) 0 0
04 23) O 0 + 0 0 0

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefidlle im Tumorgewebe,
GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat
vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen - auller bei Faktoren, die in [%]

angegeben werden; Werte in () geben fokale Expressionssteigerungen wieder)
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7.1.26 Expressionsraten von Apoptose-assoziierten Faktoren bei anaplastischen

Meningiomen (WHO-1V)

Caspase-2 [%] Caspase-3
TG TRG NG Gefrg Gefyg pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 15(30) 0 0 1 0 0
02 90 0 0 + 2 0 0
03 10 0 0 + 23) O 0 +
04 2 0 0 1 0 0
Caspase-6 Caspase-7 [%]
TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek TG TRG NG  Gefrg Gefng pNek
Nr.
01 4 0 0 0 0 0
02 4 0 0 + + 1 0 0 +
03 3 0 0 0 0 0
04 1 0 0 0 0 0

(TG=Tumorgewebe, TRG=Tumorrandgewebe, NG=Normalgewebe, GefTG=Gefidlle im Tumorgewebe,
GefNG=Gefile im Normalgewebe, pNek=perinekrotische Expressionssteigerung, nv=nicht im Préparat
vorhanden; 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% positiver Zellen - auller bei Faktoren, die in [%]

angegeben werden; Werte in () geben fokale Expressionssteigerungen wider)
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7.2 Diagramme

TUMOR: GB
60,0
50,0 4 o
o O O
40,0 4
30,04 A ¢
4 o
20,04
10,0 A
O O (@]
o
S 00 ] ] ] ]
2,0 0,0 20 40 6,0 8,0
TUNEL

7.2.1 Korrelation der Expressionsraten von MIB-1 und TUNEL bei Glioblastomen

TUMOR: GB

3,5
3,04
2,54

2,01 (o] (o] (o]

1,54

* ¢

TNFA

TNFR1

7.2.2 Korrelation der Expressionsraten von TNFa und TNF-R1 bei Glioblastomen

[Erldauterung: Die in der Grafik dargestellten Symbole reprisentieren die Fallzahlen der in den Achsen
angezeigten Expressionsraten der Apoptose-assoziierten Faktoren. Die Kreisfigur steht fiir ein Préaparat, bei den
iibrigen Symbolen représentiert jeder Teilstrich ein Préparat. Bsp.: o = ein Priparat, £t = acht Préparate]
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TUMOR: GB

3,5
3,0- o
2,5
2,01 ¢ o
151
o] ¥koo ——— o
151
E 0,0 &
£ -5 , , , ,
20 0,0 2,0 4,0 6.0 8,0
TUNEL

7.2.3 Korrelation der Expressionsraten von TNF-R1 und TUNEL bei Glioblastomen

TUMOR: GB
5,0
4,01 o
201 +¢ o

2,04 4 0

1,04 A ¢
0,01 '\
Q
>
% 1,0 _ _ _ _
2,0 0,0 2,0 4,0 6,0 8,0
TUNEL

7.2.4 Korrelation der Expressionsraten von SMAC und TUNEL bei Glioblastomen

[Erldauterung: Die in der Grafik dargestellten Symbole reprisentieren die Fallzahlen der in den Achsen
angezeigten Expressionsraten der Apoptose-assoziierten Faktoren. Die Kreisfigur steht fiir ein Priparat, bei den
tibrigen Symbolen reprisentiert jeder Teilstrich ein Priparat. Bsp.: o = ein Priparat, ¥t = acht Priiparate]
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TRAIL

TUMOR: GB

5,0
4,04 (e}
o
3,01

2,09 o ¢ o o

1,04 A, ¢ ¢

0,01 ¢ ¢ ¢
-1 ’0 L] L] L] L] L]
-1,0 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0

SMAC

5,0

7.2.5 Korrelation der Expressionsraten von SMAC und TRAIL bei Glioblastomen

SMAC

TUMOR: GB
5,0
4,01 o
o A A
3,01

2,0-%

CASP9

¢ ¢ o
1,04
004 o o o
-1,0
5 10 15 20 25 30 35 40

4,5

7.2.6 Korrelation der Expressionsraten von SMAC und Caspase-9 bei Glioblastomen

[Erlauterung: Die in der Grafik dargestellten Symbole reprisentieren die Fallzahlen der in den Achsen
angezeigten Expressionsraten der Apoptose-assoziierten Faktoren. Die Kreisfigur steht fiir ein Priparat, bei den
tibrigen Symbolen reprisentiert jeder Teilstrich ein Priparat. Bsp.: o = ein Priparat, ¥t = acht Préiparate]
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TUMOR: GB

5,0
4,04 o
D¢ o o
3,04
0] 4
o o o
1,04 ¢
0,04 o O )
©)
<C
% -1,0 _ _ _ _
-20,0 0,0 20,0 40,0 60,0 80,0
CASP2

7.2.7 Korrelation der Expressionsraten von SMAC und Caspase-2 bei Glioblastomen

TUMOR: GB
5,0
4,0 (0] O O
3,04 %_49_ °°

2,01 4;—

o

1,09
o 001 o o
o
2
O -1.0 _ _ _ _

-20,0 0,0 20,0 40,0 60,0 80,0

CASP2

7.2.8 Korrelation der Expressionsraten von Caspase-2 und -3 bei Glioblastomen

[Erldauterung: Die in der Grafik dargestellten Symbole reprisentieren die Fallzahlen der in den Achsen
angezeigten Expressionsraten der Apoptose-assoziierten Faktoren. Die Kreisfigur steht fiir ein Préaparat, bei den
iibrigen Symbolen représentiert jeder Teilstrich ein Préparat. Bsp.: o = ein Préiparat, £t = acht Préparate]
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CASP2

TUMOR: GB

80,0
o
o
60,01
o
40,01
o
20,0 4
o
\\\\\\iEf\\“7}~\\\\\\\§\\\\\\\{L
%40
0,04
o
20,0 _ _ _ _
2,0 0,0 2,0 4,0 6,0
TUNEL

8,0

7.2.9 Korrelation der Expressionsraten von Caspase-2 und TUNEL bei Glioblastomen

CASP9

TUMOR: GB
4.5
401 ¢
3,51
3,01 (1) _49_ 4)
2,5+
20f o ;%
1,51
1,01 o o ] o
5 _ _ _ _ _
-1,0 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0
CASP3

5,0

7.2.10 Korrelation der Expressionsraten von Caspase-9 und -3 bei Glioblastomen

[Erldauterung: Die in der Grafik dargestellten Symbole reprisentieren die Fallzahlen der in den Achsen
angezeigten Expressionsraten der Apoptose-assoziierten Faktoren. Die Kreisfigur steht fiir ein Préaparat, bei den
iibrigen Symbolen représentiert jeder Teilstrich ein Préparat. Bsp.: o = ein Préiparat, £t = acht Préparate]
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TUMOR: GB

1,2

1,019

CASP7

CASP6

7.2.11 Korrelation der Expressionsraten von Caspase-6 und -7 bei Glioblastomen

TUMOR: OG Il
45
404 ©
3,51
3,01 o
251
2,04 o)
151
1,0
= o ¢
£ s -
2 00 2 4 6 8 10 12
TNFR1

7.2.12 Korrelation der Expressionsraten von TNFo und TNF-R1 bei anaplastischen
Oligodendrogliomen

[Erldauterung: Die in der Grafik dargestellten Symbole reprisentieren die Fallzahlen der in den Achsen
angezeigten Expressionsraten der Apoptose-assoziierten Faktoren. Die Kreisfigur steht fiir ein Préaparat, bei den
iibrigen Symbolen représentiert jeder Teilstrich ein Préparat. Bsp.: o = ein Préiparat, £t = acht Préparate]
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TUMOR: OG IlI

45
4,01
351
3,01 (6]
251
2,0 U
1,51
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TNFA

5
-2 0,0 2 4 ,6 ,8 1,0 1,2

TUNEL

7.2.13 Korrelation der Expressionsraten von TNFo und TUNEL bei anaplastischen
Oligodendrogliomen

TUMOR: OG IlI

2,5

2,09 o

1,54

1,04 (0]

TRAIL

1,5 2,0 25 3,0 3,5 4,0 4,5

SMAC

7.2.14 Korrelation der Expressionsraten von TRAIL und SMAC bei anaplastischen
Oligodendrogliomen

[Erlauterung: Die in der Grafik dargestellten Symbole reprisentieren die Fallzahlen der in den Achsen
angezeigten Expressionsraten der Apoptose-assoziierten Faktoren. Die Kreisfigur steht fiir ein Priparat, bei den
tibrigen Symbolen reprisentiert jeder Teilstrich ein Priparat. Bsp.: o = ein Priparat, ¥t = acht Priiparate]
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TUNEL
7.2.15 Korrelation der Expressionsraten von TRAIL und TUNEL bei anaplastischen
Oligodendrogliomen
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7.2.16 Korrelation der Expressionsraten von SMAC und Caspase-9 bei anaplastischen
Oligodendrogliomen

[Erldauterung: Die in der Grafik dargestellten Symbole reprisentieren die Fallzahlen der in den Achsen
angezeigten Expressionsraten der Apoptose-assoziierten Faktoren. Die Kreisfigur steht fiir ein Préaparat, bei den
iibrigen Symbolen représentiert jeder Teilstrich ein Préparat. Bsp.: o = ein Priparat, £t = acht Préparate]
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TUMOR: OG IlI
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7.2.17 Korrelation der Expressionsraten von SMAC und Caspase-2 bei anaplastischen
Oligodendrogliomen
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45
4,09
3,51
3,01 (o]
2,51
2,04 )
1,54

1,04

CASP3
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7.2.18 Korrelation der Expressionsraten von Caspase-2 und -3 bei anaplastischen
Oligodendrogliomen

[Erldauterung: Die in der Grafik dargestellten Symbole reprisentieren die Fallzahlen der in den Achsen
angezeigten Expressionsraten der Apoptose-assoziierten Faktoren. Die Kreisfigur steht fiir ein Préaparat, bei den
iibrigen Symbolen représentiert jeder Teilstrich ein Préparat. Bsp.: o = ein Priparat, £t = acht Préparate]
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TUMOR: MB
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7.2.19 Korrelation der Expressionsraten von TUNEL und MIB-1 bei Medulloblastomen

TUMOR: MB
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5
-5 0,0 5 1,0 1,5 2,0 2,5

TNFR1
7.2.20 Korrelation der Expressionsraten von TNFo und TNF-R1 bei Medulloblastomen

[Erlauterung: Die in der Grafik dargestellten Symbole reprisentieren die Fallzahlen der in den Achsen
angezeigten Expressionsraten der Apoptose-assoziierten Faktoren. Die Kreisfigur steht fiir ein Priparat, bei den
tibrigen Symbolen reprisentiert jeder Teilstrich ein Priparat. Bsp.: o = ein Priparat, ¥t = acht Priiparate]
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TUMOR: MB
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7.2.21 Korrelation der Expressionsraten von TNFo und TUNEL bei Medulloblastomen
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TUNEL

7.2.22 Korrelation der Expressionsraten von TRAIL und TUNEL bei
Medulloblastomen

[Erldauterung: Die in der Grafik dargestellten Symbole reprisentieren die Fallzahlen der in den Achsen
angezeigten Expressionsraten der Apoptose-assoziierten Faktoren. Die Kreisfigur steht fiir ein Préaparat, bei den
iibrigen Symbolen représentiert jeder Teilstrich ein Préparat. Bsp.: o = ein Priparat, £t = acht Préparate]
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7.2.23 Korrelation der Expressionsraten von SMAC und Caspase-2 bei
Medulloblastomen
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7.2.24 Korrelation der Expressionsraten von Caspase-2 und -3 bei Medullobalstomen

[Erldauterung: Die in der Grafik dargestellten Symbole reprisentieren die Fallzahlen der in den Achsen
angezeigten Expressionsraten der Apoptose-assoziierten Faktoren. Die Kreisfigur steht fiir ein Préaparat, bei den
iibrigen Symbolen représentiert jeder Teilstrich ein Préparat. Bsp.: o = ein Priparat, £t = acht Préparate]
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TUMOR: PNET
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7.2.25 Korrelation der Expressionsraten von MIB-1 und TUNEL bei PNETs
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7.2.26 Korrelation der Expressionsraten von TRAIL und TUNEL bei atypischen
Meningiomen

[Erldauterung: Die in der Grafik dargestellten Symbole reprisentieren die Fallzahlen der in den Achsen
angezeigten Expressionsraten der Apoptose-assoziierten Faktoren. Die Kreisfigur steht fiir ein Préaparat, bei den
iibrigen Symbolen représentiert jeder Teilstrich ein Préparat. Bsp.: o = ein Priparat, £t = acht Préparate]
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TUMOR: Mg I
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7.2.27 Korrelation der Expressionsraten von SMAC und Caspase-2 bei atypischen
Meningiomen
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7.2.28 Korrelation der Expressionsraten von Caspase-2 und -3 bei atypischen
Meningiomen

[Erlauterung: Die in der Grafik dargestellten Symbole reprisentieren die Fallzahlen der in den Achsen
angezeigten Expressionsraten der Apoptose-assoziierten Faktoren. Die Kreisfigur steht fiir ein Priparat, bei den
tibrigen Symbolen reprisentiert jeder Teilstrich ein Priparat. Bsp.: o = ein Priparat, ¥t = acht Priiparate]
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7.2.29 Korrelation der Expressionsraten von SMAC und Caspase-2 bei anaplastischen
Meningiomen
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7.2.30 Korrelation der Expressionsraten von Caspase-2 und -3 bei anaplastischen
Meningiomen

[Erlauterung: Die in der Grafik dargestellten Symbole reprisentieren die Fallzahlen der in den Achsen

angezeigten Expressionsraten der Apoptose-assoziierten Faktoren. Die Kreisfigur steht fiir ein Priparat, bei den
tibrigen Symbolen reprisentiert jeder Teilstrich ein Priparat. Bsp.: o = ein Priparat, ¥f = acht Priiparate]
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7.3 Abbildungen

7.3.1 TUNEL-positive Tumorzellen bei einem Glioblastom (WHO-IV; x600)

7..2 | APF-I-osiive Tumorzellen eines Glioblastoms (WHO-IV; x360)
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7.3.3 Caspase--positive Tu

morzellen eines Glioblastoms (WHO-1IV; x360)

7.3.4 Cspase-9-positive Tumorzellen eines Glioblastoms HO-IV; x600)

164



7.3.5 Perinekrotische Epressionssteigeung Caspae-2positiver Tumorzellen eines
Glioblastoms (WHO-1V; x160)

- =8N s
7.3.6 Fokale Expressionssteigerung von Caspase-6 im vitalen Tumorgewebe eines
Glioblastoms (WHO-1V; x600)
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.3.8 xprssion von Ce- in Tumorzellen eines Oliodndroglis (O-III;
x360)
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7.3.9 Zytoplasmatische Expression von Caspase-6 in den Tumorzellen eines
Oligodendroglioms und in aktivierten Astrozyten (WHO-III; x360)

Oligodendroglioms (WHO-III; x1000)
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7.3.11 Fokales Expressionsmuster TNFa-positiver Tumorzellen eines Ependymoms
(WHO-III; x1000)
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7.3.12 Expression von Caspase-2 im vitalen Tumorgewebe eines Ependymoms (WHO-
I1T; x1000)
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7.3.13 kal Expressiostigerung von SMAC im vitalen Tumorgeebe eines
Medulloblastoms (WHO-1V; x240)

7.314 GleichmiiBige Verteilug d:; =Expression von TNf‘a im itlen Tumorgewebe
eines PNETs (WHO-IV; x600)
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7.3.16 APAF-1-positive Tumorzellen eines atypischen Meningioms (WHO-II; x360)
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7.3.17 FokaleExpessionsteigerung von SMAC im vitalen umorgewebe eines
atypischen Meningioms (WHO-II; x360)

7.3.18 Fole Expession von aspa&se-3) im vitale Tuorgewebe eines atypichen
Meningioms (WHO-II; x600)
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7.3.19 Expression von TNF-R1 im Zytoplsma von Tumorzellen eines anaplstischen
Meningioms (WHO-III; x240)

7.3.20 Fokale Expression von Caspase-7 im vitalen Torgewebe eines anaplastischen
Meningioms (WHO-III; x360)
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