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13

1 EINLEITUNG

1.1 MALIGNE ERKRANKUNGEN IM KINDES- UND JUGENDALTER

Maligne Erkrankungen im Kindes- und Jugendalter umfassen ein sehr breites Spektrum. Zu den
hiufigsten zihlen Leukimien, Lymphome und ZNS- Tumore. Es finden sich aber auch Tumore
des sympathischen Nervensystems, der Nieren oder Leber, des Weichteilgewebes und der
Knochen, sowie der Retina und der Keimzellen. Obwohl im Bezug auf die Gesamtbevilkerung
nur 1-2% aller Malignome bei Kindern auftreten, sind sie dennoch die zweithaufigste
Todesursache in dieser Altersklasse (1). Tab. 1, S. 14 gibt einen Uberblick iiber Hiufigkeit und
Inzidenz der Malignome des Kindesalters in Deutschland fir die Jahre 2003-2012, sowie deren
5- Jahres- Ubetlebensrate im gleichen Zeitraum und erginzend von 1980-2004 (2), da wihrend
dieser Zeitspanne die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Fille diagnostiziert und behandelt
wurden. Auflerdem sind die in dieser Arbeit untersuchten Tumorgruppen in Tab. 1, S. 14
graphisch hervorgehoben. Tumore des Kindes- und Jugendalters unterscheiden sich von denen des
Erwachsenenalters durch ihren Ursprung und den histologischen Subtyp. Untereinander lassen
sich die einzelnen Tumorgruppen unter anderem durch ihr altersspezifisches Auftreten, sowie das
Ansprechen auf Therapie und den damit verbundenen Behandlungserfolg, bzw. die Prognose

voneinander abgrenzen (3).

1.2 KLEIN-, RUND- UND BLAUZELLIGE TUMORE

Klein-, rund- und blauzellige Tumore (engl.: ,,small round blue cell tumors® (SRBCT)) bestehen
aus vielen kleinen, runden Tumorzellen, die wenig Zytoplasma, aber dichte, chromatinreiche Kerne
enthalten. Thr Aussehen dhnelt den primitiven Vorlduferzellen (4). Die Morphologie der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Tumorgruppen entspricht im Wesentlichen dem Zelltyp der
SRBCT. Es handelt sich bei den untersuchten embryonalen Tumoren im Einzelnen um
Nephroblastome (NEP) und Neuroblastome (NBL), sowie einzelne Ganglioneurome (GN).
Auflerdem wurden Knochen- und Weichteilsarkome des Kindes- und Jugendalters untersucht.
Dies waren Ewing- Sarkome (EWS) und (periphere) primitive neuroektodermale Tumore

(pPNET), sowie Rhabdomyosarkome (RMS).



Tab. 1

14

Anzahl der an das Deutsche Kinderkrebsregister gemeldeten Falle, Inzidenzraten und

Uberlebenswahrscheinlichkeiten von 2003-2012 (Jahresbericht 2012), sowie der
Uberlebenswahrscheinlichkeiten von 1980-2004 (Jahresbericht 2005)

5- Jahres
Uberlebens-
Anzahl der Inzidenz pro 100.000 | wahrschein-
Falle in Prozentualer Kinder lichkeit
Diagnosegruppe
Deutschland Anteil
2003-2012 Alters-
standar. Kumu- 1980- | 2003-
disient lativ 2004 | 2012
Leuk@mien 5989 34 5,6 80,7
Lymphome 1964 11 1,6 251
Tumore des ZNS 4254 24 3,8 56,5
Tumore des SNS: 1232 7 1,4 17,5
davon Neuroblastome | 1222 7 1,3 17,4 67 79
Nierentumore: 965 5 1,0 13,4
davon Nephroblastome | 919 5 1,0 12,8 87 94
Weichteiltumore: 1029 6,0 0,9 13,7
Rhabdomyosarclj(i\:gg 554 3 0.5 7.5 65 2
Knochentumore 778 4 0,6 9,8
Eo— Saron | 349 2 0,3 4.4 64 70
Lebertumore 232 1 0,2 3,2
Keimzelltumore 530 3,0 0,5 7,0
Retinoblastome 370 2 0,4 53
Karzinome 329 2 0,3 4,2
Andere 25 0,0 0,0 0,3
Gesamt 17697 100 16,3 236,8 75 84

Alterstandardisierte Inzidenz berechnet nach Segi World Standard Population: Jahrliche Erkrankungsrate bezogen auf 100.000
Kinder unter 15 Jahre aus der deutschen Wohnbevélkerung nach Diagnose auf Basis des ICCC-3.
Kumulative Inzidenz: Wahrscheinlichkeit fiir ein Neugeborenes bis zum 15. Lebensjahr zu erkranken.
Datenquelle: www.kinderkrebsregister.de, Jahresbericht 2005 (entnommen aus Tab. 8) und

Jahresbericht 2012 (modifiziert nach/ entnommen aus Tab. 1)
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1.2.1 Embryonale Tumore (Blastome)

Hierunter fasst man Tumore zusammen, deren Entwicklung von der embryonalen Organ- und
Gewebereifung ausgeht, und die daher morphologische Ahnlichkeiten mit dem Blastem des
entsprechenden Organs aufweisen. Tumore, die aus diesen stark proliferierenden Zellen entstehen,
enthalten mesenchymale und epitheliale Gewebekomponenten. Zu den embryonalen Tumoren
zihlen das Nephroblastom der Niere, sowie die neuroblastischen Tumore des sympathischen
Nervensystems und das embryonale Rhabdomyosarkom (ERMS). Die embryonalen Tumore
bilden eine wichtige Untergruppe der Tumore des Kindesalters und kommen beim Erwachsenen

kaum vor (1).

1.2.1.1 Nephroblastome

Das NEP (Synonym: Wilms- Tumor) ist der haufigste primér maligne Nierentumor im Kindesalter
und tritt vor allem zwischen dem 2. und 4. Lebensjahr auf (s. Abb. 1, S. 18). Fiir einen Teil der
NEP ist die Ursache auf genetisch bedingte Syndrome, wie z.B. das Beckwith-Wiedemann-
Syndrom oder das Danys- Drash- Syndrom, zurtickzufihren. Das NEP geht von den Zellen des
metanephrogenem Blastems aus. Neben der typisch blastemischen SRBCT- Morphologie kommen
hiufig Zellen epithelialer und stromaler Differenzierung vor. In Anlehnung an die SIOP- NEP-
Studien, in denen vor allem der histologische Typ, sowie Stadium und Tumorgrof3e als wichtigste
Prognosefaktoren gefunden wurden (5), unterteilt man die NEP in drei (histologische)
Risikogruppen: niedrige, intermedidre und hohe Malignitit. Bei der Einteilung ist weiterhin zu
berticksichtigen, sowie typischerweise als Behandlungsstrategie im Rahmen der SIOP- Studien
favorisiert (6), ob es sich um eine Resektion nach prioperativ durchgefithrter, so genannter
neoadjuvanter Chemotherapie oder um eine primire Resektion handelt. Bei den Tumoren
niedriger Malignitit unterscheidet man histologisch das mesoblastische, das zystische, das partiell
differenzierte und das komplett nekrotische NEP. Standardrisiko gilt fiir epithelreiches,
stromareiches, gemischtes und regressives NEP, sowie NEP mit fokaler Anaplasie. Zu den
Tumoren hoher Malignitit zihlen das blastemreiche NEP, und das NEP mit diffuser Anaplasie
1,3,7).

1.2.1.2 Neuroblastische Tumore

Der hiufigste extrakranielle solide Tumor bei Kindern ist das NBL (s. Tab. 1, S. 14). Als
embryonaler Tumor tritt es in erster Linie im Sduglings- und Kleinkindalter auf. So sind ein Drittel
aller im ersten Lebensjahr diagnostizierten Tumorfille NBL. Eine genetische Pridisposition ist

bisher nicht genau bekannt. Das bosartige und oft rasch progredient wachsende NBL entsteht aus
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Zellen der Neuralleiste, die wihrend der Ausbildung des sympathischen Nervensystems
(Nebennierenmark, Grenzstrang) in einem unreifen Stadium verblieben sind. Entsprechend
besteht ein NBL ganz tiberwiegend aus unreifen Neuroblasten. Eine zusitzliche Ausreifung in
Ganglienzellen, die meist disseminiert im Tumorgewebe vorliegen, kann beobachtet werden.
Betrigt dieser Differenzierungsanteil <5% spricht man von einem gering differenziertem NBL, bei
>5% von einem differenzierten NBL. NBL kommen zu zwei Drittel im abdominellen Bereich vor,
hier vor allem im Bereich der Nebennieren. Die nach der internationalen
Neuroblastomklassifikation (INPC) empfohlene Einteilung beruht auf der Shimada- Klassifikation,
erstmals von 1984. Hierbei werden u. a. der Differenzierungsgrad der Tumorzellen, der Gehalt an
Schwann- Zellen, sowie die Proliferationsaktivitit (Mitose- Karyorhexis- Index) ausgewertet und in
Relation zum Alter des Patienten gesetzt, woraus sich eine glnstige und unglnstige
Prognosegruppe ergibt. Vor allem das Alter bei Diagnosestellung (Abb. 1, S. 18), aber auch der
Nachweis bzw. das Fehlen molekulargenetischer Marker sind neben dem Erkrankungsstadium
hilfreiche Parameter zur Prognoseeinschitzung. Innerhalb eines Stadiums bleibt der Alterseinfluss
erhalten. Kinder unter einem Jahr haben eine deutlich bessere Prognose als iltere Kinder.
Insgesamt konnen sehr variable Krankheitsverldufe auftreten. So besteht, vornehmlich bei
Erkrankung im Sauglingsalter, die Moglichkeit der Spontanregression, selbst bei disseminierten
Formen. Neben dieser Variante ist auch eine spontane Tumorausreifung moglich, dies jedoch
hauptsichlich bei Erkrankungsbeginn nach dem ersten Lebensjahr. Die Therapie muss Risiko-
adaptiert und an die verschiedenen Verlaufsformen angepasst erfolgen. Es stehen neben operativer
Therapie, verschiedene Chemotherapeutika, Strahlentherapie, sowie autologe Stammzellreinfusion,
zur Verfigung. Auch eine Kombination der verschiedenen Therapieansitze wird durchgefihrt

(3,7,8).

Eine weitere Gruppe der neuroblastischen Tumore ist das Ganglioneuroblastom (GNBL). Es
besteht aus einer Mischung von Neuroblasten, Schwannzellproliferaten und Ganglienzellen
unterschiedlichen Reifegrades. Man unterscheidet die diffuse und nodulire Form, womit die
Anordnung der neuroblastischen Herde im Tumorgewebe beschrieben wird. Beiden gleich ist
definitionsgemil3 die Bedingung, dass der ganglioneuromat6s ausgereifte Anteil der Zellen des

Tumorgewebes > 50% betragen muss (3, 7, 8).

GN sind die letzte Untergruppe, bzw. mogliche spontane Ausreifungsform der neuroblastischen
Tumore. Das Tumorgewebe besteht ausschlieBlich aus ganglioneuromatosen reifen Strukturen, wie
Ganglienzellen, Schwann- Zellen und Neurofibrillen, und ist im eigentlichen Sinn nicht mehr als

maligne anzusehen (3, 7, 8).
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1.2.2 Sarkome im Kindes- und Jugendalter

Die Sarkome im Kindes- und Jugendalter reprisentieren ungefihr 6% aller Malignhome im
Kindesalter (s. Tab. 1, S.14). Insgesamt handelt es sich um eine sehr inhomogene
Krankheitsgruppe, zu der neben den Rhabdomyosarkomen, u. a. auch Fibrosarkome, (periphere)
primitive neuroektodermale Tumore (pPNET) und Synovialsatkome zihlen. Primire maligne
Knochentumoren sind, mit einem Anteil von ca. 0,5% an allen malignen Tumoren des Menschen,
sehr selten. Betroffen sind jedoch vor allem Kinder und Jugendliche. Knochentumore machen
ungefihr 4-5% aller Malighome des Kindes-, und vor allem Jugendalters aus. Hierzu zihlen in

erster Linie das Osteosarkom und das EWS (7).

1.2.2.1 Rhabdomvosarkome

Das RMS kommt beim Erwachsenen nur sehr selten vor, beim Kind macht es jedoch tiber 50%
aller malignen Tumore des Weichgewebes aus (9). Beim RMS handelt es sich um einen
hochmalignen Tumor, der von undifferenzierten, pluripotenten Mesenchymzellen ausgeht und
verschieden starke, rhabdomyosarkomatose Differenzierungen aufweist. Bevorzugte Lokalisation
ist die Kopf- und Halsregion, sowie das Becken und der Urogenitaltrakt. Klassifiziert werden die
RMS nach der internationalen RMS- Klassifikation von Newton aus 1995. Es werden 3 Gruppen
mit unterschiedlicher Prognose voneinander abgegrenzt: Zu den RMS mit giinstiger Prognose
zihlen die histologischen Subtypen spindelzelliger und botryoider Typ, intermedidre Prognose
haben das klassische embryonale RMS (ERMS) und das pleomorphe RMS. Ungiinstige Prognose
gilt fiir das alveoliare RMS, welches aufgrund der deutlich unterschiedlichen Altersverteilung, dem
tberwiegenden Auftreten an den Extremititen und durch eine charakteristische Translokation
vom ERMS abgegrenzt werden muss. In mehr als zwei Drittel der Falle handelt es sich hierbei um
eine Translokation des PAX3- bzw. PAX7- Gens auf Chromosom 2 bzw. 1 mit dem FKHR- Gen
auf Chromosom 13 (t (2; 13) oder t (1; 13)) (10). Bedeutend fiir die Prognose ist neben dem
Tumorstadium und dem histologischen Subtyp auch das Alter zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung (s. Abb. 1, S. 18). Diese wird oberhalb des 10. Lebensjahres insgesamt schlechter
1,3,7,8,11).

1.2.2.2 Ewing- Sarkome und periphere neurocktodermale Tumore

Man geht davon aus, dass die hierunter zusammengefassten Tumoren, neben histologischen und
klinischen Kritetien, in der Mehrzahl der Fille eine Translokation zwischen dem FLI1- Gen auf
Chromosom 11 oder dem ERG- Gen auf Chromosom 21 mit dem EWSR1- Gen auf Chromosom
22 (t (11; 22) oder t (21; 22)) aufweisen (12). Morphologisch und immunhistochemisch
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unterscheidet man das klassische und atypische EWS, sowie den (p)PNET, fort an nur noch
PNET bezeichnet, welcher synonym fiir den malignen peripheren neuroektodermalen Tumor
(MPNT) gebraucht wird und bei Lokalisation in der Thoraxwand als Askin- Tumor bekannt ist.
Das EWS betrifft tberwiegend Jugendliche in der ersten und zweiten Lebensdekade
(Abb. 1, S. 18). Es manifestiert sich vorwiegend in den langen Réhrenknochen. Betroffen sind hier
in erster Linie die Diaphysen von Femur, Tibia und Humerus, aber auch das Becken. Auch ein
extraossiares Vorkommen ist moglich. Seinen Ausgang nimmt das EWS wahrscheinlich vom
Neuroektoderm. Das histologische Bild der Ewing-Tumore imponiert mit monomorphen,
rundlichen Zellen, die in dichten Rasen angeordnet sind. Die Prognose ist u. a. von der
Lokalisation, sowie GroBle des Tumors, ggf. bestehender Metastasierung und Alter des Patienten

bei Diagnosestellung abhingig (3, 7, 8).

Erstdiagnosealter bei verschiedenen Tumorgruppen
180 +
160 - 158
140 -
3
120 -
% 107 —A—EWS
5 18 5 ~®—RMS
g . NEP
E % NBL
< 60" 0 58
40 - 38 38,5
20 - 19 16
0 6
25% Quartile Median 75% Quartile
Abb. 1 Vergleich der Erstdiagnosealter der verschiedenen Tumorgruppen

Entnommen aus bzw. verandert nach (2); aus Jahresbericht 2012 (Daten von 1980-2012)

1.3 GRUNDIAGEN DER TUMORENTSTEHUNG

Die Tumorentstehung wird auf genetische Verinderungen der Zellen zuriickgefithrt. Hierfir
kommen bspw. Deletionen, Punktmutationen oder epigenetische Verinderung in Frage, die zur

pathologischen Aktivierung von Proto- Onkogenen im Sinne einer Transformation zu Onkogenen
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oder zum Verlust und damit zur Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen fihren. Als Folge
resultiert eine veranderte Signaltransduktion, die zu pathologischer Proteinexpression und damit zu
Verinderungen in den grundlegenden Zellprozessen, wie Zellteilung bzw. Zellzyklusregulation,
Apoptose, Proliferation, Differenzierung, Angiogenese und Invasion fithren kann. Damit wird die
Voraussetzung fiir unkontrolliertes und eigenstindiges Zellwachstum tiber die normalen Grenzen

der Gewebehomdostase hinaus geschaffen (7).

1.3.1 Protoonkogene und Onkogene

Protoonkogene sind essentielle Gene fiir Zellteilung, Zelldifferenzierung und Zellwachstum und
kommen somit in jeder Zelle vor. Je nachdem fir welche Proteine sie kodieren, kann man sie in
verschiedene Gruppen einteilen, wie bspw. Wachstumsfaktor-Rezeptoren an der Zelloberfliche,
Wachstumsfaktoren, G-Proteine, nukledre Transkriptionsfaktoren oder Nicht- Rezeptor-
Proteinkinasen, wie bspw. Tyrosinkinasen (7, 13). Prinzipiell koénnen Protoonkogene durch
Mutationen, Deletionen oder Uberexpressionen so verindert und damit aktiviert werden, dass sie
sich in Onkogene transformieren. Onkogene sind also, wie die Protoonkogene, Teil des Erbgutes
der Zelle. Sie verhalten sich jedoch funktionell dominant gegentiber Protoonkogenen. Hierzu
reicht bereits eine genetische Verinderung in nur einem der beiden funktionell wirkenden Allele
aus. Es kommt in der Folge zu einer vermehrten Produktion und Expression der onkogenen
Proteine und damit zur unphysiologisch gesteigerten oder fehlstrukturierten Signaltransduktion
(14, 15). Beispielhaft kann hierfur die haufig in soliden Tumoren des Menschen, wie auch in ca.

20% der ERMS- Fille, nachweisbare Mutation der RAS- Onkogene genannt werden (16).

1.3.2  Tumorsuppressorgene

Tumorsuppressorgene sind physiologisch vorhandene, negative Regulatoren des Zellzyklus. Sie
wirken negativ regulierend auf Proto- Onkogene. Im Unterschied zur “funktionell dominanten
Aktivierung von Proto- Onkogenen zu Onkogenen, fithrt erst der Funktionsverlust beider Allele
eines Tumorsuppressorgens zur neoplastischen Transformation der Zelle. Dies geschieht
typischerweise durch Punktmutationen oder Deletionen. Solange noch ein funktionstiichtiges Allel
vorhanden ist, wird die Entwicklung eines Tumors unterdriickt (14, 15). Eines der am haufigsten in
Tumoren mutierte Tumorsuppressorgen ist bspw. das p53-Gen (17). p53 ubernimmt eine
Schlisselfunktion in der Zellzykluskontrolle bei IDDNS-Schadigung (18). Es vermittelt die
Arretierung in der G-Phase, damit die DNS-Schiden repariert werden kénnen. Durch seine
Aktivitit als Transkriptionsfaktor oder auch die direkte Insertion in der mitochondrialen Membran
ist es auBerdem Ausgangspunkt fiir die Initiation von Apoptosesignalwegen, bspw. wenn eine

Reparatur der geschadigten DNS nicht moglich ist (19). Auch wenn p53 bspw. in Neuroblastomen
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nur selten in mutierter Form nachgewiesen wird, so ist es doch in den meisten Fille funktionell
inaktiviert, bspw. durch das negativ regulierende Protoonkogen MDM2, welches als
Transkriptionsfaktor von N-MYC identifiziert wurde (20, 21). Fur RMS, EWS und NBL wiederum
wurde bspw. eine reduzierte bis fehlende Expression des pl6INK4a- Tumorsuppressorgens

beschrieben (7, 22).

1.4 SIGNALTRANSDUKTION

Als Signaltransduktion wird ein Prozess beschrieben, mittels dessen Zellen an ihrer Oberfliche
Reize aufnehmen und sie kontrolliert an den Zellkern weiterleiten. Die extrazelluliren Reize
konnen bspw. mittels Wachstumsfaktoren, Neurotransmittern, der extrazelluliren Matrix,
Zytokinen oder Hormonen tibermittelt werden, die an spezifischen Rezeptoren binden. Es handelt
sich bei den Rezeptoren um Proteine in der Zellmembran bzw. innerhalb der Zelle. Man
unterscheidet sie nach Lokalisation, Aufbau und Funktion in verschiedene Gruppen, wie
zytosolische und membranstindige Rezeptoren, Ionenkanile, G-Protein- gekoppelte- Rezeptoren,
sowie Enzym- gekoppelte Rezeptoren. Nach Bindung der Reize an die Rezeptoren wird in der
Folge eine Aktivierung spezifischer Proteinsignalkaskaden und Effektorproteine innerhalb der
Zelle hervorgerufen. Hieran sind, neben Enzymen und sekundiren Botenstoffen auch hiufig
koordinierte Protein- Protein- Interaktionen beteiligt. Im Sinne der Verstirkung eines Signals
konnen zwischengeschaltete Effektoren weitere Effektoren aktivieren, welche ihrerseits wieder
mehrere  Effektormolekiile aktivieren. Aber auch negative Ruckkopplung, reduzierte
Proteinexpression und damit reduzierte Aktivierung von Signaltransduktionsproteinen sind Teil
der Regulationsvorginge (23, 24). Stérungen dieser physiologischen Prozesse durch aktivierte
Onkogene bzw. inaktivierte Tumorsuppressorgene und der entsprechend beteiligten Proteine
konnen zu unkontrollierter Zellproliferation und damit Tumorentstehung und Tumorwachstum

fihren (7).

1.4.1 Fokale Adhisionskinase

1991 wurde erstmals durch Guan und Kollegen ein 120 kDa- grofles Protein mit dem Namen
,»pp120° beschrieben, welches nach Bindung der Zelle an Fibronektin- beschichtete Oberflichen
oder Anti- Integrin- Antikérper an seiner Tyrosinbindungsstelle phosphoryliert wird und in fokalen
Kontaktstellen zusammen mit 31- Integrinen lokalisiert vorliegt (25). Durch Schaller und Kollegen
konnte fast zeitgleich in 1992 die ¢cDNA einer zytoplasmatischen Protein- Tyrosinkinase von
125 kDa ,,pp 125 in normalen Hithnerembryozellen, nach deren Transformation mit dem Rous-
Sarcoma- Virus kodierenden Onkoprotein pp60v-stc, isoliert werden (26). Es handelte sich hierbei

um eines der am stirksten phosphorylierten Proteine innerhalb der Zellen, welches an fokalen
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Adhisionen lokalisiert vorlag und damit um das gleiche Protein, welches bereits Guan und
Kollegen beschrieben hatten und welches in der Folge als fokale Adhisionskinase (FAK)
bezeichnet wurde (26). Die FAK ist eine Tyrosinkinase, die im Integrin- vermittelten Signalweg ein
Schlisselfunktion einnimmt (27). Kinasen binden auf der zytoplasmatischen Seite von Integrinen
in Multiprotein-Komplexen, den sog. fokalen Adhisions-Kontaktstellen, welche intrazellulire
Geruststrukturen (Aktinzytoskelett) an die Plasmamembran bzw. die extrazellulire Matrix (EZM)
verkniipfen (28). FAK trigt sowohl in gesunden, aber auch und vor allem in Tumorzellen,
entscheidend zur Ubermittlung und Weitetleitung von Signalen nach intrazellulir und Aktivierung
von unterschiedlichsten Signalkaskaden bei (27). So berichten Zhao und Kollegen u. a. Giber eine
durch FAK induzierte Aktivierung des PI3K/ Akt- Signaltransduktionswegs durch Bindung von
FAK tber seine autophosphorylierte Y397- Bindungsstelle an die p85 Untereinheit von PI3K und
die folgende Aktivierung der Akt Kinase, was zur Inhibierung der Apoptose und somit zur
Tumorentstehung fithren kann (27). Als wichtiger Bestandteil fir die Aktivierung von FAK tber
die Y397- Bindungsstelle wurde kirzlich auch die spezifische Dimerisierung der FERM- Domine
beschrieben, die tber eine Interaktion zwischen FERM- und FAT- Domine stabilisiert wird (29).
Durch eine Komplexbildung von FAK mit Src wird die Phosphorylierung von FAK an dessen
Y925 Bindungsstelle ermoglicht und in der Folge die Interaktion mit Grb2, sowie die Aktivierung
des RAS/ Erk- Signaltransduktionsweges eingeleitet. Dies stellt einen der moglichen Einflusswege
von FAK auf die Regulation der Zellproliferation dar. Durch die genannte FAK/ Stc-
Komplexbildung kann es aber auch zur Phosphorylierung des Adaptormolekiiles Cas kommen,
was die Komplexbildung mit Crk erméglicht. Der Cas/ Crk- Komplex hat tiiber DOCK180 und
Rac regulativen Einfluss auf die Zellmigration (27). Neben Rac ist auch fiir RhoA, einem weiteren
Mitglied der Rho- GTPasen- Familie, ein Einfluss auf die Regulation und Organisation des
Zytoskelett-  Aufbaus, und  damit  der  Migration,  durch = FAK  belegt.
Der strukturelle Autbau der FAK, ihre Phosphorylierungsstellen und die beteiligten Proteine, auch
im Bezug auf die vorher exemplarisch genannten Signalwege sind in Abb. 2, S. 22 dargestellt.
Erginzend hierzu gibt Abb. 3, S. 24 (30) einen Einblick in die Komplexitit der Integrin
Signalgebung und zeigt die zentrale Stellung von FAK und seinem Interaktionspartner GRAF, der
im folgenden Kap. 1.4.2, S. 22, genauer beschriebenen werden soll. Es wird deutlich, wieso FAK
entscheidenden Einfluss auf Zelliberleben und Apoptose, Zellzyklusprogression und Proliferation,
sowie fokale Adhdsionen und Migration hat. Diese Funktionen sind fiir eine normale embryonale
Entwicklung relevant, was auch erklirt, dass Verinderungen dieser essentiellen Funktionen
mal3geblich an der Entstehung, Progression und Metastasierung von Tumoren beteiligt sein

koénnen (27).
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Abb. 2 FAK: Struktur, Phosphorylierungsstellen und assoziierte Proteine
Entnommen aus: (27)

Abb. 3 Integrin Signalgebung

Entnommen aus: (15, 30)

1.4.2 GTPase Regulator assoziiert mit FAK pp125

Erstmals wurde das, fiir ein Uberwiegend zytoplasmatisch vorliegendes Protein namens ,,GTPase
Regulator assoziiert mit FAK pp125%“ (GRAF), kodierende Gen in embryonalen Zellen des Huhns
nachgewiesen (31). Die Bezeichnung ist darauf zuriickzuftihren, dass die Src Homology 3 (SH3) -
Domine des GRAF- Proteins beim Huhn ein Verbindungsglied zum C- terminalen Ende der

fokalen  Adhisionskinase  (ppl125FAK)  darstellt, s.  auch Abb. 4, §S. 24
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Als alternative Bezeichnungen sind weiterhin gebraulich ,,RhoGTPase-activating protein 26
(ARHGAP26) und ,,Oligophrenin- 1- like protein® (OPHNI1L) (32).
Borkhardt und Kollegen fanden im Jahr 2000 das Gen eines GTPase aktivierenden Proteins
(GAP) als mutmaBlichen Translokationspartner in einem Fall von Mixed Lineage Leukemia
(MLL), welches nach Vergleich der cDNA bzw. Aminosiuresequenz zu fast 90% dem GRAF-
Gen des Huhns entsprach und daher als humanes GRAF- Gen bezeichnet wurde (33).
Auch konnten sie in insgesamt drei Fillen von myelodysplastischem Syndrom (MDS)/ akuter
myeloischer Leukimie (AML) mit Deletion 5q eine Verinderung beider Allele des Gens
zeigen (33). Unlingst wurde in einer Arbeit von Aly und Kollegen auch der prognostische Wert der
GRAF- Expression als unabhingiger prognostischem Faktor bei Patienten mit AML
beschrieben (34). Hier war die GRAF- Expression bei Patienten mit AML signifikant niedriger im
Vel. zur gesunden Kontrollgruppe. Es ergaben sich in der Kaplan- Meier- Analyse Hinweise fir
ein lingeres Gesamtiiberleben bei Patienten mit hoéherer GRAF-  Expression (34).
Das humane GRAF- Protein besteht aus mehreren Domanen, hierunter eine nukleire Zielsequenz,
eine Immunglobulinbindungssequenz, eine Guanosintriphosphat- aktivierende Domine (GAP-
Domine) und eine SH3-Domaine am Carboxyterminus (33). Die Domanstruktur von GRAF ist in
Abb. 4, S. 24 graphisch dargestellt. GRAF wird als spezifischer Regulator der Rho- GTPasen
Aktivitit in vivo vermutet und fihrte in Swiss T3T- Zelllinien (Zelltyp “Fibroblasten®) zu einer
negativen Regulierung des GTP- bindenden Proteins RhoA, indem es dessen GTPase Aktivitit
stimulierte (35). Fir die Gruppe der Rho GTPasen sind neben RhoA vor allem noch Rac und
Cdc42 zu nennen, welche neben threm Einfluss auf das Aktinzytoskelett, allesamt in der Lage sind,
den Ubergang von Swiss T3T Zellen aus der G1- in die S-Phase des Zellzyklus zu induzieren (33).
Inhibitoren dieser GTP- bindenden Proteine, wie dies fir GRAF als potentielles
Tumorsuppressorgen bei MDS und AML im Bezug auf RhoA vermutet wurde (33), kénnten in
der Folge tber das inhibitorische Regulatorprotein p21 entsprechend blockierend auf die DNA-
Synthese im Rahmen der Zellzyklusprogression wirken, wenn die Zelle durch Ras und in der Folge
die Mitogen- aktivierte Protein- Kinase (MAPK) onkogen transformiert wird (36-39). Dies wird in
Abb. 5, S. 24 graphisch verdeutlicht (33). Allerdings wurde im Gegensatz dazu auch eine
verstirkende Wirkung von GRAF auf Rho- abhingige Effekte in PC12- Zelllinien (Zelltyp
“Phiochromozytom®) nachgewiesen, was zu der Uberlegung fiihrte, dass GRAF in bestimmten
Zelllinien als Eftektor von Rho GTPasen wirken konnte (35).
GRAF selbst wird vermutlich durch die MAPK phosphoryliert und somit wohl auch reguliert,
woraus ein indirekter Einfluss der MAPK (oder ihr verwandter Kinasen) auf die Rho- vermittelten
Verinderungen des Zytoskeletts in PC12- Zelllinien, und vielleicht auch anderen Zellen, resultieren

konnte (40). Borkhardt und Kollegen konnten mit auf Spezifitit getesteten Anti- GRAF- Antiseren
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immunhistochemisch eine deutliche Expression des GRAF- Proteins bei normalem, d. h. nicht
maligne verindertem Gewebe des Menschen nachweisen. Dies vor allem in epithelialen Zellen,
dem Stratum corneum der Haut, in Ganglienzellen, den Insulin- produzierenden B- Zellen der
Langerhans-Inseln der Pankreas und in schwicherer Intensitit im Brustdriisengewebe. Keine
Expression zeigte sich in den Lymphozyten und dem Keimzellzentrum der Lymphknoten, sowie
in nicht vaskularisiertem Binde- und Stiitzgewebe mesenchymalen Ursprungs, weillem Fettgewebe,
hyalinem Knorpelgewebe und den Bindegewebszellen der meisten Organe, sowie in myelo- und
lymphopoetischen Zellen. In Northern Blot Analysen an Gewebeproben von gesunden
menschlichen Organen zeigte sich GRAF mRNA in Hirn, Herz oder auch der Plazenta, wihrend
Lunge, Leber, Nieren und Skelettmuskulatur nur eine sehr schwache oder gar keine GRAF-

Transkription zeigten (33).

SH3-Domane
mit
NH2 —|COD H
Mukleare GAP-Domane Immunglobulin /
Figlsequenz MHC-Protein
Erkennungssequenz
Abb. 4 GRAF Domanstruktur

Entnommen aus bzw. modifiziert nach: (33)

RAS

® GRAF

NE
;'B/RAF\}%WA

MAFPK f22) p21
! 1o
G1 >» S
Zellzyklus
Abb. 5 Hypothetisches Modell zur Regulation des Zellzyklus durch GRAF

Entnommen aus: (33).
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2  FRAGESTELLUNG DER ARBEIT

Ziel der Arbeit war es die auf GRAF und FAK bezogenen Signaltransduktionswege auf
immunhistochemischer Ebene in soliden Tumoren des Kindesalters aufzukliren.

Folgenden Fragen sollten durch diese Arbeit weiter geklirt werden:

1) Kann eine Expression der Signaltransduktionsproteine GRAF und FAK mittels
immunhistochemischer Verfahren in den untersuchten Gruppen kindlicher Tumore (NEP, NBL
und GNBL, RMS, EWS und PNET, sowie GN) nachgewiesen werden?

2)  Welche Bedeutung bzw. welchen Einfluss kann dies auf die beteiligten

Signaltransduktionswege und die Tumorentstehung in den untersuchten Tumorgruppen haben?

3) Gibt es innerhalb der Tumorgruppen Unterschiede oder Zusammenhinge in der

Proteinexpression des zur Detektion verwendeten GRAF- mit den FAK- Antikérpern?

4)  Gibt es Unterschiede oder Zusammenhinge beim Vergleich der Proteinexpression von
GRAF und FAK an Paraffin- eingebettetem im Gegensatz zu kryokonserviertem Gewebe des

jeweils identischen Tumorfalls?

5)  Gibt es beim Vergleich der Immunreaktion der drei verschiedenen FAK- AK innerhalb der
Tumorgruppen und im Hinblick auf die beiden Konservierungsformen Unterschiede oder sind

diese gleichwertig einsetzbar?

6)  Wie hoch ist die Wachstumsfraktion der untersuchten Tumorgruppen ermittelt anhand der
Proteinexpression des Proliferationsmarkers MIB-1 (= Ki 67) und gibt es Unterschiede zwischen

den Tumorgruppen?

7)  Korrelieren die Wachstumsfraktion/ Ki 67 Index (MIB-1) und die Mitoserate im

untersuchten Gesamtkollektiv miteinander?

8)  Gibt es Unterschiede beim Vgl. der Wachstumsfraktion/ Ki 67 Index (MIB-1) beim Vgl. von
NEP- Fallen mit prioperativ erfolgter Chemotherapie zu NEP- Fillen ohne prioperativ erfolgte

Chemotherapie?

9)  Gibt es Unterschiede oder Zusammenhinge beim Vgl. der Wachstumsfraktion (MIB-1/
Ki 67 Index) und der Immunreaktion der drei verschiedenen FAK- AK in den untersuchten

Tumorgruppen?
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10) Kann beim Vergleich der untersuchten Tumorgruppen ein Zusammenhang oder
Unterschied fiir das Ereignis- freie Uberleben und das Gesamtiiberleben bzw. die berechnete

Ereignis- freie und Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit nachgewiesen werden?

11) Kann ein Zusammenhang zwischen der Wachstumsfraktion/ Ki 67 Index (MIB-1) und der
Gesamt- Ubetlebenszeit (OAS= Over- all Survival) in den untersuchten Tumorgruppen gefunden

werden?
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3 MATERIAL & METHODE

3.1 MATERIAL

311 Untetsuchungsgut

Es konnten initial 125 Fille von Tumoren des Kindesalters zusammengestellt werden. Hierbei
handelte es sich im Einzelnen um 30 Nephroblastome (NEP), 34 Neuroblastome (NBL) und
Ganglioneuroblastome (GNBL), 25 Ewing- Sarkome (EWS) und periphere neuroecktodermale
Tumore (PNET), in Abbildungen nur als EWS bezeichnet, 29 Rhabdomyosarkome (RMS),
allesamt maligner Dignitit, sowie um 7 Ganglioneurome. Nach festgelegter Definition fiir das
Untersuchungskollektiv durfte das Patientenalter der untersuchten Fille bei Erstdiagnosestellung
von Geburt bis zum vollendetem 18. Lebensjahr reichen. Zur Erhebung des Alters bei
Erstdiagnosestellung und Sicherung der histopathologischen Diagnose (s. auch Kap. 3.1.2.1, S. 28)
wurde zu allen Fillen der entsprechend archivierte pathologische Originalbefund gesichtet und
Geburtsdatum, sowie Erstdiagnosezeitpunkt, als auch das Geschlecht der Patienten dokumentiert.
Nach dieser ausfihrlichen Datenrecherche, sowie der in Kap. 3.2.1, S. 29 beschriebenen
histopathologischen Voruntersuchung und Selektion mussten insgesamt 18 Fille von den
folgenden Untersuchungen ausgeschlossen werden. Es verblieben insgesamt 107 Fille, von denen
84 Fille in Form von standardisiert Formalin- fixiertem Paraffin- eingebettetem Material
(nachfolgend nur noch ,,Paraffin- eingebettetem Material® genannt) vorlagen und somit in die
Primirauswertung tbernommen werden konnten (s. Abb. 6, S. 28). Im Einzelnen waren dies
23 NEP, 26 NBL und GNBL, 12 EWS und PNET und 18 RMS, sowie finf Ganglioneurome
(GN). Die Mehrzahl der untersuchten Fille bzw. Gewebeproben stammten aus dem Finsendegut
des Instituts fiir Pathologie der Justus-Liebig-Universitit in Gielen aus den Jahren 1980-2004. Sie
waren dort im Rahmen der Routinediagnostik untersucht und archiviert worden. Es handelte sich
bei den Tumorfillen mehrheitlich um Primédrtumoren und vereinzelt um Rezidivtumoren und
Metastasengewebe. Teilweise lagen sowohl Primirtumorgewebe als auch Rezidiv- bzw.
Metastasengewebe eines Falles vor, so dass dies erginzend zum Primirtumorgewebe untersucht
werden konnte. Auch diese Proben lagen iberwiegend in Form von Paraffin- eingebettetem
Material vor. Bei einem Teil der Fille konnte nur kryokonserviertes Material, bzw. in einzelnen
Fillen auch kryokonserviertes Gewebe im Doppel zu vorliegendem Paraffinmaterial des gleichen

Falles untersucht werden. Zu Zwecken der Positivkontrolle wurden Normalgewebeproben von
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Osophagus (fiir den Anti- GRAF- AK ED 98015 und das Prae- Immun- Serum (PIS)) und
Prostata (fur alle 3 FAK- AK) verwendet.

2
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NEP NBL EWS RMS GN
Tumorgruppen
Abb. 6 Anzahl der untersuchten Primartumorfalle in Paraffin- eingebettetem Gewebe

3.1.2 Klinisch- pathologische Befunde

3.1.2.1 Histologische Subtypisierung von NBL, EWS und RMS

Aus den histopathologischen Befunden konnte u. a. auch die Subtypisierung von NBL in NBL
Grad 1 bis 3, sowie GNBL, sowie die Subtypisierung der Tumore der Ewing-Gruppe in EWS und
PNET, als auch der RMS in RMS und embryonales RMS (ERMS) bzw. alveolires RMS (ARMS)

entnommen werden. Eine tabellarische Ubersicht hierzu gibt Tab. 6, S. 53.

3.1.2.2 Prioperative Chemotherapie in der Gruppe der NEP

In einem Teil der NEP- Fille war es anhand der histopathologischen Originalbefunde moglich
festzustellen, ob eine prioperative Chemotherapie erfolgt war. Fine Auflistung wird in
Tab. 5, S. 50 gezeigt. Da die in dieser Arbeite untersuchten Falle innerhalb eines Zeitraums von
fast 25 Jahren diagnostiziert wurden, und zwischenzeitlich eine Verinderung der Therapieleitlinien
erfolgt war, waren sowohl Fille ohne, als auch mit prioperativ durchgefiihrter Chemotherapie im

Untersuchungskollektiv  vertreten. In einem geringen Teil der Fille konnte anhand der
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Befundunterlagen keine Information bzgl. einer prioperativ durchgefihrten Chemotherapie

erhoben werden.

3.1.2.3 Rezidiv- und Uberlebensanalyse

Durch die in der Abteilung fir Padiatrische Himatologie und  Onkologie
(Leiter: Prof. Dr. med. A. Reiter) des Universititsklinikums Gieen archivierten Patientendaten
war unter Mithilfe von Fr. S. Utsch eine Erhebung der Rezidiv- und Uberlebensdaten im GroBteil
der Fille méglich. Hierzu wurden zum Zeitpunkt der Datenerhebung folgende Differenzzeitraume

in Monaten berechnet:

1. Zeitpunkt der Erstdiagnosestellung bis zum Zeitpunkt des Auftretens eines Rezidives bzw.
Rezidivfreiheit bis zum Zeitpunkt der Datenerhebung entsprechen dem:

Rezidiv- freien Ubetleben/ ,,Event- free survival® (EFS)

2. Zeitpunkt der Erstdiagnosestellung bis zum Todeszeitpunkt bzw. Ubetleben bis zum
Zeitpunkt der Datenerhebung entsprechen dem:
Gesamtlbetleben/ ,,Overall survival® (OAS)

In einem kleinen Teil konnte der weitere Krankheitsverlauf bzw. der Verbleib der Patienten leider

nicht aufgeklart werden, da bspw. die Verlaufskontrolltermine nicht eingehalten wurden.
3.1.3 Antikorper
In dieser Arbeit wurden die in Tab. 2, S. 30 aufgefiihrten Antikérper (AK) eingesetzt.

Die Firbungen mit dem AK MIB-1, dem ersten paraffingingigen, Formalin- resistenten,
monoklonalen AK- Klon, der dem nur an kryokonserviertem Nativgewebe nachweisbaren
Proliferationsmarkers Ki 67 entspricht, wurden im immunhistologischen Routinelabor des

Institutes fiir Pathologie (damaliger Leiter: Prof. Dr. med. A. Schulz) durchgefiihrt.
3.2 METHODE

3.21 Histopathologische Voruntersuchungen und Selektion

Es wurden verschiedene Voruntersuchungen mit ggf. anschlieBend erforderlicher Selektion
durchgeftihrt, um fir die folgenden Untersuchungen eine optimale Immunreaktivitit der

Gewebeproben sicherzustellen.
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3.2.1.1 Gefriermaterial

Zunichst wurde eine Auswahl der bereits mittels Routinediagnostik histopathologisch gesicherten
Fille entsprechend den zu untersuchenden Tumorgruppen des vorgenannten Diagnosezeitraums
durchgefiihrt. Nachdem die archivierten Gewebeproben zusammengetragen waren, erfolgte die
Schnittherstellung am kryokonservierten Material und Firbung in Hidmatoxylin/ Hidmalaun und
Eosin (H&E). Mittels dieser Routinefirbung konnte eine Vorauswahl getroffen werden, in
welchen  Gewebeproben — brauchbares und nicht durch autolytische Gewebeschiden
beeintrichtigtes Tumormaterial vorhanden war. AnschlieBend wurde eine immunhistochemische
Firbung mit dem Anti- Vimentin- AK (V9) im Sinne der ,jinternen Kontrolle® (41) der
Immunreaktivitit durchgeftihrt (Abb. 7, S. 31). Fille mit schlechter oder fehlender Vimentin-

Expression wurden nicht weitergehend untersucht.

Tab. 2 Antikérper, Konzentrationen und Inkubationszeiten
Konzentration
Antikorper ' 2 Firma/Herkunft t Tier® s
Kryo-Mat | Paraffin-Mat
Vimentin (V9), MK | Dako, Hamburg 1:500 1:250 1/2h Maus r,h,c
ED 98015, PK Eurogentec, 1:1000 1250  |1/2h  |Kaninchen|h
Brissel
FAKC 903, PK | San@ Cruz CA 1:50 1h Kaninchen | ™ %
FAK C 20, PK Santa Cruz, CA, 1:500 1250  |1h Kaninchen | ™ 1 2
USA X, C
FAK A 17, PK santa Gruz, GA, 1:500 1250  |1h Kaninchen | ™ " &
AK/;,SZ Clone MIB-1, | bako, Hamburg ; 150 | Kit Maus h
Prae- Immun- Eurogentec, . . .
Serum (PIS) Briissel 1:1000 1:250 1/2 h Kaninchen | h
MAK fur ED 98015 | pako, Hamburg 1:500 12h  |Maus |-
und PIS
MAK fir FAK C 903 | Dako, Hamburg 1:250 1/2h Maus -
MAK fur FAK C 20 | Dako, Hamburg 1:400 1:200 1/2h Maus -
MAK fir FAK A 17 | Dako, Hamburg 1:400 1/2h Maus -
KAM Dako, Hamburg 1:40 1/2h Kaninchen | -
APAAP Dako, Hamburg 1:50 1/2h Maus -

" Kursiv geschriebene AK entsprechen den Primarantikdrpern. t= Inkubationszeit in Stunden (h).
s= Spezifitat. 2 MK= monoklonal, PK= polyklonal. * m=Maus, r= Kaninchen, h= human, z= Zebrafisch,

x= Xenopus, c= Huhn.
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3.2.1.2 Paraffinmaterial

Ausgehend von dem bereits untersuchten Gefriermaterial wurde eine erweiterte Fallauswahl,
nunmehr in Form von Formalin- fixiertem, Paraffin- eingebettetem Gewebe, zusammengestellt.
Auch an diesen Gewebeproben erfolgte nach Schnittherstellung zunichst die H&E- Firbung,.
Anhand dieser konnte brauchbares Tumormaterial in den Proben sichergestellt bzw. Tumorareale
gezielt ausgesucht und markiert werden, welche fiir die geplante Gewebestanzen- Entnahme zur
Multi- Tissue- (MT-) Blockherstellung geeignet war. Sowohl die spiter aus den MT- Blocken
hergestellten Schnitte, als auch die vereinzelt notwendigen Einzelgewebe- Schnitte, wurden vor den
weiteren immunhistochemischen Firbungen ebenfalls mit V9 untersucht, um eine noch
ausreichend vorhandene Immunreaktivitit im Sinne der ,internen Kontrolle® (41) sicherzustellen
(s. auch Abb. 7, S. 31). Zeigten sich in den Gewebeschnitten schlecht oder nicht reagierende
Areale, wurden die entsprechenden Proben der MT- Schnitte in den weiteren
immunhistochemischen Firbungen nicht ausgewertet bzw. die Einzelgewebeschnitte nicht fiir die

weiteren immunhistochemischen Untersuchungen herangezogen.

Abb. 7 Vimentin- Immunreaktivitat
Exemplarische Darstellung an: Links: NBL; Mitte: NEP und Rechts: PNET.

3.2.2 Schnittherstellung an Gefrier- und Paraffinmaterial, sowie Multi- Tissue-

Blockherstellung

3.2.2.1 Schnittherstellung an Gefriermaterial

Anteile der in flussigem Stickstoff gelagerten Gewebeproben wurden im Kryostat (Fa. Leica,
Typ Jung CM 3000) mittels Tissue Tek ® auf dem Gewebeaufnehmer aufgetragen. Nach

Erreichen des vollstindig gefrorenen Zustands wurden darauthin ca. 5 um gro3e Schnittpriparate
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angefertigt und auf Superfrost® Objekttriger aufgetragen. AnschlieBend wurden die Schnitte bei

Raumtemperatur tiber Nacht getrocknet und dann bei - 80°C im Gefrierschrank eingelagert.

3.2.2.2 Multi- Tissue- Blockherstellung und Schnittherstellung an Paraffinmaterial

Nach Vorauswahl und Markierung des Tumorgewebes in den einzelnen Paraffinblocken (s. Absatz
3.2.1.2, S. 30) wurden durch Hr. Liebertz im ,,Senckenbergischen Institut fir Pathologie® der
Johann-Wolfgang von Goethe Universitit in Frankfurt am Main insgesamt sechs MT- Blécke mit
jeweils bis zu 63 Gewebestanzen hergestellt. Dabei wurden jeweils 3 Gewebestanzen pro Fall bzw.
aus einem Paraffinblock entnommen und gruppiert eingesetzt, so dass pro MT- Block bis zu
20 Einzelfille zusammengesetzt vorlagen und in der Folge in einem Gewebeschnitt bzw. auf einem
Objekttriger gemeinsam untersucht werden konnten. Zu Kontrollzwecken wurden auflerdem in
jeden MT- Block drei Gewebestanzen von Normalgewebe eingesetzt. Anhand von entsprechend
erstellten  Schemata wurde die Anordnung der einzelnen Faille und der zugehorigen
Gewebestanzen, als auch der Kontrollstanzen, im MT- Block allgemein nachvollziehbar und damit
zu jedem Zeitpunkt reproduzierbar, dokumentiert. Jede Gewebestanze hatte einen Durchmesser
von ca. 1 mm. Die einzelnen Schnittpriparate aus den MT-Blocken wurden bereits durch Hr.
Liebertz angefertigt und auf Objekttriger aufgebracht. Eine exemplarische Darstellung der MT-
Schnitte zeigen Abb. 8, Abb. 9 und Abb. 10 auf S. 33. Die Einzelgewebeschnittpriparate wurden
mit einem Schlittenmikrotom (Fa. Leica, Typ Jung SM2000R) angefertigt. Zur Glittung der
Schnitte wurden sie in ein Wasserbad mit Aqua destillata (~48°C) tGberfiihrt und anschlieBend auf
Superfrost® Objekttriger aufgebracht. Die Schnittdicke betrug ungefihr 3 um. Nach 24 Stunden
Lagerung im Brutschrank (37°C) konnten die hergestellten Schnitte bis zur weiteren Bearbeitung

bei Zimmertemperatur aufbewahrt werden.

3.2.3 Vorbereitung der immunhistochemischen Fiarbung

3.2.3.1 Gefriermaterial

Die Schnitte wurden aufgetaut und fiir 10 Minuten in Aceton eingestellt. Danach konnten ohne

weitere Zwischenschritte unmittelbar die immunhistochemischen Farbungen durchgefiihrt werden.
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Abb. 8 Exemplarische Darstellung des MT- Schr:itt “RMS (Nr. 8)"
Links: Farbung mit Antikdrper FAK C 20, Rechts: Farbung mit Antikérper FAK C 903
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Abb. 9 Exemplarische Darstellung des MT- Schnitt “NBL/ EWS (Nr. 12)*
Links: Farbung mit Antikdrper ED 98015, Rechts: Farbung mit Antikdrper FAK C 903
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Abb. 10 Exemplarische Darstellung des MT- Schnitt ,NEP (Nr. 18)*

Links: Farbung mit Antikdrper ED 98015, Rechts: Farbung mit Antikdrper FAK A 17
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3.2.3.2 Yorbehandlung und Antigen-Retrieval am Paraffinmaterial

Als Vorbehandlung, zeitlich direkt vor den immunhistochemischen Farbungen, mussten die
Schnitte entparaffinisiert werden. Dazu wurden sie nacheinander jeweils fiir die Dauer von
10 Minuten in die folgenden Losungen eingestellt:

1. Xylol, 2. Aceton und 3. Gemisch von Aceton und Waschpufferlésung (TBS) im Verhiltnis 1:1.
AnschlieBend  erfolgte zwei Mal vorsichtiges Spilen der  Schnitte in  TBS.
Zu Zwecken des Antigen-Retrieval wurden die Schnitte anschlieBend in Kunststoffkiivetten mit
Citratpufferlosung (siche Kap. 3.2.10, S. 43) eingesetzt, und in einem 98°C heillen Wasserbad fur
40 Minuten erhitzt. Nach 20 minttiger Abkithlung erfolgte erneut vorsichtiges Spiilen in TBS. Nun

konnte mit den weiteren immunhistochemischen Farbungen begonnen werden.

3.24 Immunhistochemie

3.2.4.1 Ablauf

Zunichst wurden die verschiedenen Antikérper mit Antibody Diluent auf ihre jeweilige
Antikorperkonzentration verdiinnt (s. Tab. 2, S. 30). Die Gewebeschnitte auf den Objekttrigern
wurden vor Beginn der Firbung mit dem Cytomation Pen® umrandet, um ein spiteres AbflieBen
der Antikoérperlosung zu verhindern. Die Schnitte durften fir die Dauer der Firbung nie
austrocknen, was wihrend den Inkubationszeiten mittels Aufbewahrung in einer ,,feuchten
Kammer* erreicht wurde. Vor Beginn der Inkubation wurden alle Objekttriger auf ihrer Riickseite
sorgfiltig abgetrocknet und auf den Boden der feuchten Kammer, in Form einer Lochplatte,
gelegt. Pro Einzelgewebeschnitt wurden ca. 100 ul und pro MT- Schnitt ca. 300 pl
Antikoérperlosung auf die Objekttriger pipettiert. Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur. Die
Schnitte wurden fir die dem jeweiligen AK entsprechende Zeit (s. Tab. 2, S. 30) mit den
aufgetragenen Losungen inkubiert. Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit konnte die
Antikorperlosung durch Aufstellen der Objekttriger abflieBen, und die anschlieBend notwendige
zweimalige Sptilung mit TBS erfolgen. V9 benétigte, als einziger verwendeter monoklonaler Maus-
AK, keinen Maus- Anti- Kaninchen (MAK-) Brickenantikérper. Hier wurde direkt der
Kaninchen- Anti- Maus (KAM) AK als erste Briicke eingesetzt. Bei den tbrigen polyklonalen
Kaninchen- AK diente MAK als erster, und KAM als zweiter Briickenantikérper. Nach KAM
erfolgte dann in beiden Fillen die Inkubation mit dem Alkalische Phosphatase und Maus
monoklonale Anti- Alkalische Phosphatase (APAAP)- Komplex, bestehend aus intestinaler
alkalischer Phosphatase und einem monoklonalem Maus- AK (42).



35

3.2.4.2 Kontrollschnitte

Pro Firbevorgang wurde je eine Negativ-, und eine Positivkontrolle mitbehandelt. Bei der
Negativkontrolle entfiel der Primarantikérper und wurde durch reines Diluent ersetzt.
Fir die Positivkontrollen wurde bei der immunhistochemischen Firbung mit dem
Primirantikérper ED 98015 Normalgewebe des Osophagus genutzt. Dieses wurde ausgewihlt, da
die in den Wandschichten enthaltenen Ganglienzellen in der Arbeit von Borkhardt und Kollegen
(33) ecine deutlich positive Reaktion in der immunhistochemischen Firbung mit dem AK
ED 98015 gezeigt hatten. Weiterhin wurde pro Firbedurchgang mit dem Primirantikérper ED
98015 auch ein Positiv- Kontrollschnitt Osophagusgewebe mit PIS behandelt bzw. mitgefirbt, in
dem sich entsprechend keine Reaktion bzw. Firbeintensitit zeigen durfte (siche auch Kap. 3.2.4.3,
S. 36). Fir die Positivkontrollen der FAK- AK wurde Normalgewebe der Prostata genutzt, da fir
die Basalschicht des Prostataepithels von Rovin und Kollegen eine starke Firbeintensitit bzw.
positive Immunreaktivitit im Hinblick auf FAK nachgewiesen worden war (43). Reagierten bei
einem Firbevorgang die Negativkontrollen falschlicherweise mit, oder die Positivkontrolle nicht
adiquat positiv, so wurde der gesamte Firbevorgang wiederholt, um potentielle Verfahrensfehler,
die auch zu verfilschten Ergebnissen der untersuchten Proben hitten fihren konnen,

auszuschlieBen.

Abb. 11 Osophagusgewebe: Exemplarische Darstellung

Links: Positivkontrolle ED 98015 (OV x 10); Mitte: Negativkontrolle (OV x 10); Rechts: Kontrolle PIS
(OV x 20)
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Abb. 12 Prostatagewebe: Exemplarische Darstellung

Links: Negativkontrolle; Mitte: Positivkontrolle FAK C 903 (Ubersichts- OV); Rechts: Positivkontrolle
FAK A 17 (OV x 20)

3.24.3 Primarantikérper
Vimentin (17°9)

Bei V9 handelt es sich um einen monoklonalen Maus- AK. Dieser AK erkennt ein
Intermediérfilamentprotein, das von glatter Muskulatur, mesenchymalen Zellen und Fibrozyten
exprimiert wird. Eingesetzt wird er als Routinemarker in pathologischen Laboren, bspw. um den
histogenetischen Ursprung von Tumoren zu ermitteln (44). Auch bei Feinnadelgewebeproben von
undifferenzierten SRBCT wurde bereits ein Einsatz beschrieben (45). In dieser Arbeit wurde der
AK V9 als immunhistochemischer Marker im Sinne eines ,,Haushaltsprotein® zur Bestimmung der

Immunreaktivitit des Tumorgewebes, wie in Kap. 3.2.1, S. 29 beschrieben, eingesetzt.

ED 98015 und Prae- Immun- Serum (PLS)

Fir die kommerzielle Herstellung des polyklonalen, gegen den Carboxyterminus des humanen
GRAF- Protein gerichteten ED 98015- AK wurde ein synthetisches Protein (genannt ED 98015)
bestehend aus den Aminosiuren 659-672 des humanen GRAF- Gens als Antigen benutzt. Von
den hiermit beimpften Kaninchen (Firma Eurogentec, Briissel) wurde vor deren Immunisierung
PIS entnommen. Um die Spezifitit einer positiven Reaktion auf den ED 98015- AK zu belegen,
wurde das PIS anstelle eines Primirantikérpers u. a. an den verwendeten Positivkontrolleschnitten
(Osophagus), sowie exemplarisch an einigen Schnitten mit positiver ED 98015- Proteinexpression

eingesetzt. Hier sollte keine Reaktivitit nachweisbar sein.
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Es handelt sich bei FAK C 903, um einen affinititsgereinigten, polyklonalen Kaninchen- AK,
gerichtet gegen ein Peptid (bestehend aus den Aminosduren 903-1052) am Carboxy- Terminus von

Maus- FAK.

-
=
S

C

FAK C 20 (sc-558) ist ein affinititsgereinigter, polyklonaler Kaninchen- AK, gerichtet gegen ein

Peptid am Carboxy- Terminus von humanem FAK.

e

AK A 17

Auch bei FAK A 17 (sc-557) handelt es sich um einen affinititsgereinigten, polyklonalen

Kaninchen- AK, welcher gegen ein Peptid am Amino- Terminus von humanem FAK gerichtet ist.

MIB-1 (Ki 67)

Bei dem von uns verwendeten MIB-1 AK handelt es sich um den ersten paraffingingigen,
Formalin- resistenten, monoklonalen AK- Klon, der das ,Methylation- inhibited binding
protein 1° erkennt (14) und praktisch dem nur an kryokonserviertem Nativgewebe nachweisbaren
Zellproliferationsmarker Ki 67- Antigen entspricht (46). Seigneurin und Kollegen beschrieben u. a.,
dass alle mit MIB-1 anfirbbaren Tumorzellen als Wachstumsfraktion bezeichnet werden.
Anfirbbar waren bzw. sind alle Zellen, die sich in der aktiven Phase des Zellzyklus befinden, also
in der G1-, S-, G2- und Mitose (M)-Phase des Zellzyklus. Nach ihren Untersuchungen war die
Menge an nachweisbarem Ki 67- Antigen von der G1- bis zur M- Phase angestiegen und Ki 67,
nach zunichst nur nukleolirer Lokalisation in der G1- Phase, mit der G2- Phase auch im
Karyoplasma nachweisbar (47). Durch eine immunhistochemische Anfirbung der nukleiren
Zellstrukturen mit MIB-1 kann somit genauer, als durch das reine Auszihlen von nativ sichtbaren
Mitosen, bestimmt werden, welche Zellen sich in der aktiven (Reproduktions-) Phase des
Zellzyklus befinden. Die Firbungen an den von uns untersuchten Gewebeproben wurden im

Routinelabor mit handelsiiblichen Kits durchgefthrt.

3.2.44 Maus- Anti- Kaninchen- Antikérper (MAK)

Der von der Maus stammende, gegen Kaninchenantikorper gerichtete, monoklonale AK MAK
wurde als erster Briickenantikérper bei allen von uns eingesetzten, vom Kaninchen stammenden,
polyklonalen Primirantikérpern gebraucht. Damit wurde die Grundvoraussetzung fiir eine

Anbindung dieser an KAM und den nachfolgenden APAAP- Komplex geschaffen.
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3.2.4.5 Brickenantikérper Kaninchen- Anti- Maus (IKAM)

Der vom Kaninchen stammende, gegen Mausantikorper gerichtete, Antikorper KAM wurde bei
allen immunhistochemischen Firbungen eingesetzt. Er diente der Verbindung des monoklonalen
Primirantikbrpers V9 oder des monoklonalen Briickenantikérpers MAK mit dem APAAP-
Komplex.

3.24.6 APAAP- Komplex

Der APAAP- Komplex diente als Detektionssystem, und bestand aus einem monoklonalen Maus-
anti-alkalische Phosphatase- Antikérper. Dieser konnte zum einen die intestinale alkalische
Phosphatase vom Kalb binden und damit das Verbindungsglied zu den, in der Entwicklungslosung
(siche Kap. 3.2.4.7, S. 38) enthaltenen chromogenen Bestandteilen (hexazotiertes Neufuchsin als
Kupplungssalz und Naphthol- As- Bi-Phosphat als Substrat), die an den Stellen des gesuchten
Antigens in einem unlGslichen, hellroten Farbniederschlag resultierten, schaffen. Andererseits
konnte der APAAP- Komplex selbst weiterhin von KAM gebunden werden, wodurch die
Verbindung zu den vorgeschalteten AK moglich wurde (42).

3.2.4.7 Entwicklung

Die nach der Inkubation mit dem APAAP- Komplex zehn Mal vorsichtig in TBS gespilten
Schnitte wurden in eine Kivette mit Entwicklungslésung (sieche Kap. 3.2.10, S. 43) gegeben, und
fir ca. 25 Minuten auf einen Kombischiittler (Fa. Biihler Swip, Typ KI.-2) gestellt. Anschlie3end
erfolgte erneut eine zehnmalige Sptlung in TBS.

3.2.4.8 Kernfirbung und Eindeckung

Im Anschluss an die oben beschriebene Entwicklung erfolgte die Kern-, bzw. Gegenfirbung mit
Himalaun, was unter dem Mikroskop als Blaufirbung der Zellkerne imponierte. Dazu wurden die
Schnitte 30 Sekunden in Himalaun eingestellt und anschlieBend dreimal in Leitungswasser gespiilt.
Das Eindecken mit handelsiiblichen Deckglisern erfolgte mittels im Wasserbad erhitztem

Glycergel Mounting Medium.

Bei den H&E- Firbungen, sowie den immunhistochemischen Firbungen mit V9 erfolgte das
Eindecken nach der Gegenfirbung zunichst tber das Einstellen der Schnitte in die aufsteigende

Alkoholreihe und Xylol, bevor die Deckglaser mittels Pertex® fixiert wurden.
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3.25 Digitale Dokumentation

Die digitale Dokumentation erfolgte zeitnah zu den immunhistochemischen Farbungen, wodurch

die Farbqualitit der Firbungen gewihrleistet blieb und fotographisch dokumentiert wurde.

Die Dokumentation wurde bei den normalen Einzelgewebeschnitten aus Gefrier-, und
Paraffinmaterials mittels Fotografie durch eine Digitale Camera (Typ KY-F75U) der Firma JVC
Uber ein Lichtmikroskop/ Axioskop der Fa. Zeiss durchgefiihrt, und mittels der Software:
DISKUS 32 Vers. 4.50 bearbeitet und abgespeichert.

Bei den MT-Schnitten erfolgte die Fotodokumentation mittels eines Scanners: Super Cool Scan
2000 der Firma Nikon und der Software Nikon Scan 4.0. AnschlieBend wurden aussagekriftige
Areale in groBerer Auflésung mit o. g. digitaler Camera der Firma JVC und das beschriebene

Lichtmikroskop vorgenommen.

3.2.6 Mikroskopische Auswertung

Semiguantitive Auswertung der immmunbistologischen Farbeintensitat

Um die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung der Priparate mit den AK
ED 98015, FAK C 903, FAK C 20 und FAK A 17 einer statistischen Auswertung zuginglich zu
machen, werteten wir diese in Anlehnung an den Immun Reactivity Score (IRS) aus. Dieser wurde
erstmals von Remmele und Stegner (48) zur Auswertung von Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren bei Mamma-Karzinomen beschrieben bzw. zur Ermittlung der
Firbeintensitit an den Gewebepraparaten angewandt. In leicht modifizierter Form haben wir den

IRS tbernommen und folgenden Score der Reaktivitit bzw. Farbeintensitit zu Grunde gelegt:

,»keine Farbung* entsprach 0
,»,schwache Firbeintensitit™ entsprach 0,5-1,0
,,starke Farbeintensitit® entsprach 1,5-3,0

Die Bestimmung unterliegt der subjektiven Schitzung durch den Untersucher und erfolgte in der
vorliegenden Arbeit an jedem einzelnen Priparat mittels eines Lichtmikroskops mit
Diskussionsbriicke zusammen mit Prof. Dr. Bohle. Die Firbeintensitit wurde unter verschiedenen

VergroBerungen ermittelt.

Da innerhalb der MT- Blocke bis zu drei Einzelgewebeproben pro Fall parallel bzw. gleichzeitig

untersucht wurden, konnte die Auswertung zunichst auch bis zu drei einzelne Werte der
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Firbeintensititen erbringen. Bei voneinander abweichenden Firbeintensititen der Einzelwerte
wurde der Mittelwert gebildet. Falls notwendig erfolgte anschlieBend eine mathematische
Rundung, die eine Zuteilung in die einzelnen Gruppen, entsprechend des genannten Scores,

ermoglichte.

W achstumstraktion und Mitoserate

Zwei Parameter wurden zur Auswertung der Tumorproliferationskapazitit erfasst. Zum einen
wurde die Anzahl der in Mitose befindlichen Tumorzellen pro 10 Hochvergro3erungsfelder
(Engl.: “High Power Fields“ = HPF) bestimmt, wobei die durch Coindre und Kollegen (49)
festgelegten Mal3e zum histopathologischen Grading von Weichgewebstumoren beachtet wurden.
Demnach entspricht ein HPF einer Fliche von 0,1734 mm? Die Quantifizierung erfolgte in
Tumorarealen mit Eindruck- mafBig hochster Mitoserate. In den gleichen Tumorarealen wurde die
Ermittlung der Wachstumsfraktion (MIB-1- Reaktivitit) mit Hilfe eines Okulargitters bei 400-
facher VergroBBerung durchgefithrt. Hierzu wurde an jeweils 200 Tumorzellen der prozentuale

Anteil der positiv reagierenden Tumorzellen ausgezahlt.

3.2.7 Software und graphische Darstellung

Bei der Textverarbeitung wurde das Programm ,,Word* in ,,Office XP* (Microsoft Corporation,
US.A) verwendet. Fir das Literaturverzeichnis und die Zitationen wurde das Programm
,,End Note®, Version 6.0.2, der Firma Thomson ISI ResearchSoft genutzt. Die Fotos wurden mit
Hilfe von ,,IrfanView", Version 3.98, fur Windows bearbeitet und ggf. mal3stabgetreu angepasst.
Die erhobenen Daten wurden mit dem Programm ,Excel“ in ,Office XP*“ (Microsoft
Corporation, U.S.A.) archiviert und mittels ,,SPSS* fiir Windows, Version 18.0 (SPSS Inc., U.S.A.)
statistisch ausgewertet. Die Darstellung von Streumal3en erfolgte mittels Standardabweichung und
Quartile, wihrend bei den kontinuierliche Variablen Mittelwert und Median genutzt wurden.
Graphische Darstellungen wurden sowohl mittels ,,Excel” in ,,Office XP* (Microsoft Corporation,
US.A), als auch mit ,,SPSS* fir Windows, Version 18.0, (SPSS Inc., US.A.) erstellt.
Fir die graphische Veranschaulichung kategorisierter Daten wurden Kreis- und Balkendiagramme
genutzt. Quartilen und Mediane wurden durch ,,Box Plots“ veranschaulicht. In den Boxen werden
Median als auch 25. bis 75. Perzentile dargestellt. Die T-Balken entsprechen dem kleinsten und
grof3ten Wert, insofern keine extremen Werte bzw. Aullreiser vorkommen. Aul3reiller liegen 1,5 bis
3 Boxlingen aulerhalb der Box und werden als Kreis angezeigt, wahrend Extremwerte als Kreuze

dargestellt werden und mehr als 3 Boxlingen auf3erhalb liegen.
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3.2.8 Statistik

Die Uberpriifung der kontinuietlichen Variablen auf Normalverteilung erfolgte mittels des
wKolmogorov- Smirnov- Tests. Da die ausgewerteten Variablen keine Normalverteilung
aufwiesen (,,JKolmogorov- Smirnov- Test“: p<0,05) wurden in der Folge beim Vergleich der

Stichproben nur nichtparametrische Tests fiir nicht normalverteilte Stichproben herangezogen.

Fir den Vergleich von zwei unabhingigen, nicht normalverteilten Stichproben wurde der
,2Mann- Whitney- U- Test™ durchgefithrt. Lagen mehr als zwei unabhingige, nicht normalverteilte
Stichproben vor, kam der ,H -Test nach Kruskal und Wallis“ zur Anwendung.
Der ,,Wilcoxon- Test“ wurde bei zwei verbundenen, nicht normalverteilten Stichproben zur

Uberpriifung signifikanter Unterschiede durchgefiihrt.

Fir den Vergleich des Anfirbeverhaltens bei Verwendung verschiedener AK wurde der
,»Vorzeichentest genutzt. Er vergleicht 2 verbundene Stichproben. Im Gegensatz zum
,» Wilcoxon- Test* werden jedoch nur die positiven und negativen Differenzen ausgezahlt. Hiermit
konnten Anderungen der Klassifikationen wie bspw. ,,schwach® und ,,stark® direkt im Verlauf

Uberprift werden.

Eine Korrelation zwischen 2 Parametern wurde mittels des ,,Korrelationskoeffizienten nach

Spearman- Rho* berechnet. Nach folgender Einteilung wurde der berechnete Koeffizient

bewertet:

sehr geringe Kortelation 21r<02
geringe Korrelation 2r=02-05
mittlere Korrelation 2>r=05-07
hohe Korrelation 2>r=0,7-09
sehr hohe Korrelation 2r=>09

Ein ,,p- Wert™ < 0,05 wurde fur alle statistischen Tests als statistisch signifikant angenommen.

Zur Berechung der Ubetlebensstatistiken wurden ,,Kaplan- Meier- Analysen® durchgefiihrt. Durch
Kategorisierung der kontinuierlichen Daten konnte ein Vergleich der Mortalitit in beiden Gruppen

erfolgen. Fiir den Vergleich der Uberlebensraten wurde der ,,Log Rank angewandt.

Die vorgenannten statistischen Berechnungen und in Teilen auch die Graphikerstellung mittels

SPSS wurden in Zusammenarbeit mit Fr. Dr. med. T. Kottmann durchgefiihrt.
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3.2.9 Reagenzien und weitere Materialien

Levamisol
Naphtol-AS-Bi-Phosphat
Tris-HCl

Fa.

Sigma-Aldrich, Steinheim

Natriumchlorid

Tris-Base

Fa.

Carl Roth, Karlsruhe

Propandiol

Neufuchsin

Natrrumnitrit
Dimethylformamid
Citronensdure-Monohydrat
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Aceton

Alkohol (70%, 96%, 100%)
Xylol

Eosin Gebrauchlosung 0,5% wisstig

Fa.

Merck, Darmstadt

Himalaun (2E 038, 10 Liter)

Fa.

Waldeck, Munster

Cytomation Pen®
Chem Mate ™ Antibody Diluent

Glycergel Mounting Medium

Fa.

Dako, Carpinteria, CA, USA

Tissue-Tek ® O.C.T. ™ Compound Fa. Sakura Finetek, Zoeterwoude, NL
Pertex® Fa. Medite, Burgdorf
Superfrost® Plus Objekttriger Fa. Langenbrink, Teningen

Objekttriger (25 x 75 x 0,1 mm)
Deckgliser (24 x 36 mm)

Fa.

Menzel-Gliser, Braunschweig

Kivetten

Bechergliser (200-2000ml)

Fa.

Schott, Mainz

Reaktionsgefilie (0,2 — 2,0 ml)

Pipetten (1 — 10 ul, 10 — 100 pl, 100 — 1000 wl)

Fa.

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen (10-1000 pl)

Fa.

Fisher, Schwerte

Mikrotom-Messer

Fa.

Feather, Koln
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pH-Meter CG 820
Kryoaufbewahrungsréhrchen
Rotationsmischer

Mischer REAX 2000

Waage PM 480 DeltaRange®

Fa. Schott, Mainz
Fa. Nalgene, USA
Fa. Eppendorf, Hamburg
Fa. Heidolph, Schwabach

Fa. Mettler, Giessen

Brutschrank Fa. Memmert, Schwabach
Wasserbad MEDAX Fa. Nagel, Kiel
Schlittenmikrotom Jung SM 2000R Fa. Leica, Bensheim
Cryotom Jung CM 3000

Mikrowelle 600 Watt Fa. Bosch, Giessen
Mikroskop Fa. Olympus, Hamburg

Lichtmikroskop (Axioskop)
Digitalkamera JVC KY-F75 U

Fa. Zeiss, Oberkochen
Fa. JVC, Hitachi, Japan

3.2.11 Ansitze der Gebrauchs- und Entwicklungslésungen

Waschpuffer/ TBS : Entwicklungspuffer:

(Ansatz fur 20 Liter Gebrauchslosung)

Tris-Base 18 ¢ Tris-Base 49¢g
Tris-HCl +137 ¢ Tris-HCl +15¢
NaCl + 1756 ¢ NaCl +87¢g
Aqua dest. +2500 ml Aqua dest. + 1750 ml

Kontrolle und Einstellung des pH-Wertes
auf 7.4-7.6, sowie anschlieBendes Auffillen
der konzentrierten Stammlésung auf

20 Liter. Lagerung bei Raumtemperatur.

Propandiol-Losung:

Propandiol 21¢g

Aqua dest. + 1000 ml

Aufbewahrung der Losung erfolgt in einer

dunklen Flasche.

Neufuchsin-Ansatz:

Neufuchsin 5¢g
2 NHCI + 100 ml

Aufbewahrung der Losungen jeweils in einer dunklen Flasche im Kithlschrank (4°C).
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Citratpuffer:

Stammldsung A: Stammldsung B:

0,1 M Zitronensiute 2101 ¢g 0,1 M Natriumcitrat 2941 g
Aqua dest. + 1000 ml Aqua dest. + 1000 ml

Gebrauchtsfertige Citratpufferlésung (pH 6, 10 mM):

Stammlésung A 9 ml
Stammlésung B +41 ml
Aqua dest. + 450 ml

Aufbewahrung der Stamml6sungen im Kihlschrank (4°C).

Entwickletlosung (Menge fir 2 Kivetten):

Entwicklungspuffer 70 ml
Propandiol 25 ml
Levamisol 40 mg
Natriumnitrit 20 mg
Aqua dest 500 wl
Naphtol 50 mg
Dimethylformamid 600 pl
Neufuchsin 200 wl
Lésung A:

Entwicklungslésung in ein Becherglas mit Rihrfloh geben und dort mit Propandiol mischen, auf
pH 9,75 einstellen und anschlieBend Levamisol zugeben.

Losung B:

Natriumnitrit in Aqua dest. auflésen und Neufuchsin zugeben.

Losung C:
Naphthol mit Dimethylformamid aufl6sen.

Losung B in Losung A geben. Nach guter Durchmischung dann Lésung C hinzufiigen und auf pH

8,8 einstellen. Fertige Losung vor Einfillen in die Kivette durch einen Faltenfilter filtrieren.
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4 ERGEBNISSE

4.1 UNTERSUCHUNGSKOLLEKTIV

In der vorliegenden Arbeit wurden primir die vier Tumorgruppen der NEP, NBL, EWS und
PNET, in Abbildungen nur als EWS bezeichnet, sowie RMS untersucht. Weiterhin wurde noch
eine kleine Gruppe von gutartigen GN erginzt. Bei den in die Hauptauswertung einbezogenen
84 Fillen handelte es sich ausschlieBlich um Primirtumotre in Form von Formalin- fixiertem,
Paraffin- eingebettetem Gewebe in Archiv-Blockmaterial. Im Einzelnen waren dies 23 NEP,
26 NBL, 12 EWS und PNET, 18 RMS und 5 GN, s. hierzu auch Abb. 6, S. 28. Eine prozentuale
Aufteilung der einzelnen Tumorgruppen in Bezug auf das Gesamtkollektiv ist in Abb. 13, S. 45
dargestellt. Knapp ein Drittel aller Fille betraf die NBL, etwas mehr als ein Viertel entfiel auf die
Gruppe der NEP und knapp ein Viertel auf die Gruppe der RMS. Mit ca. 15% der Fille machte
die Gruppe der EWS den zweitkleinsten Anteil, neben der Minderheit an untersuchten GN aus.

Tumorgruppe

INEP
BNBL
[ ews
B RrRMs

Y

Abb. 13 Prozentualer Anteil der einzelnen Tumorgruppen in Bezug auf die Gesamtfallzahl

411 Geschlecht

Die Geschlechtsaufteilung innerhalb der einzelnen Tumorgruppen kommt in Abb. 14, S. 46 zur
Darstellung. Fur die Gruppe der NEP zeigte sich ein etwas haufigeres Auftreten beim weiblichen

Geschlecht (Geschlechterverhiltnis minnlich/ weiblich, engl.: Sex ratio 0,8), wohingegen bei den
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untersuchten NBL beide Geschlechter gleich haufig betroffen waren (Sex ratio 1,0). In der Gruppe
der EWS und PNET, bzw. der RMS war ein haufigeres Auftreten beim minnlichen Geschlecht zu

verzeichnen (Sex ratio je 1,0).
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Tumorgruppen
Abb. 14 Geschlechtsverteilung innerhalb der Tumorgruppen
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Abb. 15 Altersverteilung innerhalb der Tumorgruppen
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41.2  Alter

In den Box Plots der Abb. 15, S. 46 ist das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der
Erstdiagnosestellung fiir die einzelnen Tumorgruppen dargestellt. Der Median bei den NEP lag bei
einem Alter von 4 Jahren, bei den NBL bei 1,5 Jahren und in der Gruppe der EWS und PNET bei
11 Jahren. Fir die Gruppe der RMS ergab sich ein medianes Alter von 6,5 Jahren, wobei sich die
grofite Altersspannweite und damit Ausdehnung der Box Plots fir die Gruppe der EWS und RMS
zeigte. In der statistischen Auswertung konnten signifikante Unterschiede hinsichtlich des Alters
der verschiedenen, hier untersuchten Tumorgruppen nachgewiesen werden (p= 0,000 im H-Test

nach Kruskal und Wallis).

4.2 UNTERSUCHTE PROTEINE BZW. EPITOPE

An den Gewebeproben der verschiedenen Tumorgruppen wurde die Immunreaktivitit folgender

Epitope mittels der entsprechenden Antikérper untersucht:

e ED 98015 am bzw. fir das Signaltransduktionsprotein GRAF

* FAK C 903 am bzw. fiir das Signaltransduktionsprotein FAK

*  TFAK C 20 am bzw. fiir das Signaltransduktionsprotein FAK

* TFAK A 17 am bzw. fir das Signaltransduktionsprotein FAK

¢ MIB-1 am bzw. fiir das Protein/ den Proliferationsmarker Ki 67

*  Weiterhin wurde die Anzahl der in Mitose befindlichen Zellen (Mitoserate) pro 10 HPF,

wie in Kap. 3.2.6, S. 39 beschrieben, ermittelt.
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4.3 GRAF- UND FAK- PROTEINEXPRESSION IN DEN TUMORGRUPPEN

4.3.1  Nephroblastome

Es wurden zunichst 30 Fille von NEP im Rahmen der Voruntersuchung histologisch untersucht.
Vier Fille mussten von den weiteren immunhistologischen Untersuchungen ausgeschlossen
werden. Zwei Fille zeigten eine nicht ausreichende Immunreaktivitit in der ,,internen Kontrolle*
mit V9 (43), bei einem weiteren Fall fiel im Rahmen der parallel durchgefiihrten Datenrecherche
ein zu hohes Patientenalter (oberhalb des definierten Kollektiv) bei Erstdiagnosestellung auf, und
im vierten Fall musste die initiale Diagnose eines Nephroblastoms in Nephroblastomatose revidiert
werden. Von den noch verbliebenen 26 Fillen wurden weitere drei aus der Hauptauswertung
ausgeschlossen, da es sich bei zwei der Fille um kryokonservierte Primértumore, sowie in einem
Fall um einen Paraffin- eingebetteten Rezidivtumor handelte. AbschlieBend konnten somit 23 Fille
in die Hauptauswertung eingeschlossen werden. In Abb. 16, S. 48 sind die Ergebnisse der
Proteinexpression in der Gruppe der NEP graphisch dargestellt. Die einzelnen Siulen des
Diagramms reprisentieren die vier untersuchten Primarantikérper. Die untersuchten 23 Fille
werden in jeder Sdule mit 100% gleichgesetzt. Die einzelnen Abschnitte der Sdule sind farblich

schwache® und ,starke

b 3

unterteilt und stellen prozentual die drei Kategorien ,fehlende*
Firbeintensitit“ dar, die analog dem in Kap. 3.2.6, S. 39 beschriebenen Vorgehen ausgewertet/

zugeteilt wurden.

Nephroblastome
100%
80%
60% -
B Starke Farbeintensitat
40% | B Schwache Farbeintensitat
OKeine Farbeintensitat
20%
0% R
ED 98015 FAKC903 FAKC20 FAKA17
Antikorper

Abb. 16 Proteinexpression in der Gruppe der Nephroblastome
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In der Gruppe der NEP zeigte sich in mehr als 80% der NEP- Fille keine Firbeintensitit bzw.
Immunreaktivitit mit dem AK ED 98015. Im Detail wiesen nur zwei Fille in der gesamten NEP-
Gruppe eine (schwache) Firbeintensitit fir ED 98015 auf, alle Gbrigen Fille zeigten keinerlei
Reaktion. Eine exemplarische fotographische Darstellung der verschiedenen Firbeintensititen von
ED 98015, an immunhistologisch gefirbten, mikroskopischen Schnittbildern aus vier
verschiedenen Tumorgruppen, ist in Abb. 20, S. 52 dargestellt. In ca. 60% der untersuchten NEP-
Fille war eine schwache Firbeintensitit und in knapp 20% ein starke Firbeintensitit bei der
immunhistochemischen Firbung mit FAK C 903 nachweisbar (Abb. 17, S. 51). Hingegen zeigte
sich fir FAK C 20 in etwas mehr als 50% der Fille keine und in nur knapp 30% der Fille eine
schwache Firbeintensitit. Eine starke Farbeintensitit fur FAK C 20 war nur in ca. 10% der Falle
(s. Abb. 18, S. 51) vorhanden. Die Firbeintensitit des Antikérpers FAK A 17 zeigte eine dhnliche
Reaktion wie zuvor FAK C 903. Bei fast 60% der Fille war eine schwache und in weniger als 10%
der Fille eine starker Farbeintensitit nachweisbar (s. Abb. 19, S. 51). Insgesamt zeigten in der
gesamten Gruppe drei Fille keine Reaktion mit allen drei FAK- AK. Alle anderen Fille zeigten fiir
mindestens einen der drei angewandten AK eine schwache Firbeintensitit. Zur weiteren
statistischen Auswertung erfolgte zunichst eine Kategorisierung der einzelnen AK innerhalb jeder
einzelnen Tumorgruppe mit anschlieBender Erfassung in Tabellenform. Darauf aufbauend
konnten die Fallzahlen der kategorisierten AK- Werte pro Tumorgruppe in Relation zueinander
betrachtet werden, und zwar jeweils jeder AK gegen jeden. Hierfiir wurden die Werte in
Kreuztabellen, analog dem in Tab. 3, S. 50 dargestellten Bsp., tibertragen. In der genannten
,,Beispiel“ - Tabelle ist der Zusammenhang von ED 98015 und FAK C 903 in der Gruppe der
NEP dargestellt. Hierbei finden sich die Fallzahlen bzw. prozentualen Anteile der kategorisierten
Firbeintensitit von ED 98015 in den beiden Spalten und somit senkrecht angeordnet, wihrend die
entsprechenden Fallzahlen von FAK C 903 in Zeilen und damit horizontal angeordnet sind. Nach
Anwendung des Vorzeichentests zeigte sich ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der
(Immun-) Reaktion bzw. kategorisierten Firbeintensitiat bzw. Proteinexpression zwischen FAK C
903 und ED 98015, FAK C 20 und ED 98015, sowie FAK A 17 und ED 98015 in der
Tumorgruppe der NEP (s. S. 50), allerdings kein signifikanter Unterschied beim Vgl. der
FAK- AK untereinander. Innerhalb der Gruppe der NEP konnte anhand der histopathologischen
Befunde zwischen NEP- Fillen ohne und mit prioperativ erfolgter Chemotherapie differenziert

werden. Die absolute und prozentuale Haufigkeit hierfiir ist in Tab. 5, S. 50 dargestellt.
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Tab. 3 Zusammenhang zwischen ED 98015 und FAK C 903 in der Gruppe der Nephroblastome
ED 98015 Gesamt
keine | schwache keine
Reaktion | Reaktion | Reaktion
FAK keine Reaktion Anzahl 6 0 6
C 903 % von FAK C 903 | 100,0% 0% 100,0%
% von ED 98015 28,6% ,0% 26,1%
schwache Reaktion Anzahl 13 1 14
% von FAK C 903 92,9% 7,1% 100,0%
% von ED 98015 61,9% 50,0% 60,9%
starke Reaktion Anzahl 2 1 3
% von FAK C 903 66,7% 33,3% 100,0%
% von ED 98015 9,5% 50,0% 13,0%
Gesamt Anzahl 21 2 23
% von FAK C 903 91,3% 8,7% 100,0%
% von ED 98015 100,0% 100,0% 100,0%
Tab. 4 Vorzeichentest NEP
FAKC FAKC | FAKA17 | FAKC FAKA | FAKA17
903-ED | 20-ED -ED 20-FAK | 17-FAK | -FAKC
98015 98015 98015 C 903 C 903 20
Exakte
Signifikanz ,000 ,008 ,000 ,065 727 ,125
(2-seitig)

Tab. 5 Praoperative Chemotherapie in der Gruppe der NEP

Haufigkeit | Prozent
nicht bekannt 4 17,4
ja 13 56,5
nein 6 26,1
Gesamt 23 100,0




51

‘“_A& : o Z = ..':
Abb. 17 FAK C 903- Proteinexpression in NEP
Links: fehlende (Immun-) Reaktion, Mitte: schwache Reaktion, Rechts: starke Reaktion.

=

Abb. 18 FAK C 20- Proteinexpression in NEP

Links: fehlende Reaktion, Mitte: schwache Reaktion, Rechts: starke Reaktion.
. : ™

Abb. 19 FAK A 17- Proteinexpression in NEP

Links: fehlende Reaktion, Mitte: schwache Reaktion, Rechts: starke Reaktion.
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Yy aer . ¢ 20\
Abb. 20 ED 98015- Proteinexpression

Links: Fall eines NEP mit fehlender Reaktion, Mitte: Fall eines NEP mit schwacher Reaktion,

Rechts: Fall eines RMS mit starker Reaktion.

4.3.2 Neuroblastome

Im Rahmen der Voruntersuchungen wurden zunichst 35 Fille von NBL und GNBL untersucht.
Hiervon musste ein Fall wegen fehlender Immunreaktivitit mit dem ,,Haushaltsprotein® Vimentin,
ein Fall aufgrund nicht sicher belegbarer Identitit und damit unklarem Alter bei
Erstdiagnosestellung, und ein Fall wegen Revision der initialen Diagnose eines Neuroblastoms in
ein Asthesioneuroblastom, im Rahmen der parallel durchgefithrten Datenrecherche, von den
weiteren Untersuchungen ausgeschlossen werden. Von den verbliebenen 32 Fillen mussten
weitere sechs Fille aus der Hauptauswertung ausgeschlossen werden, da es sich hier um Paraffin-
eingebettete Rezidivtumoren bzw. Metastasengewebe handelte. Es konnten letztendlich 26 Fille
(23 NBL und 3 GNBL) in die Hauptauswertung eingeschlossen werden. Eine Ubersicht iiber die
Subtypisierung innerhalb der Gruppe der NBL zeigt Tab. 6 auf S. 53. Die Subtypisierung konnte
anhand der histopathologischen Routinebefunde ermittelt werden. In Abb. 21, S. 53 sind die
Ergebnisse der immunhistochemischen Firbung mit den vier Primirantikérpern analog dem
voraus gegangenen Kap. 4.3.1, S. 48 dargestellt. Auch bei den NBL konnte in tber 90% der Fille
keine Firbeintensitit bzw. Immunreaktivitit mit dem Antikérper ED 98015 nachgewiesen werden.
Es zeigte lediglich ein einziger Fall eine (starke) Firbeintensitit mit ED 98015. Eine deutliche
Reaktion zeigte sich fir FAK C 903 mit knapp 60% der Fille schwacher und knapp 30% der Fille
mit starker Farbeintensitit. FAK C 20 zeigte in etwas mehr als 50% der Fille ein schwache und in
etwas weniger als 20% der Fille eine starke Firbeintensitit. Bei der Farbung mit FAK A 17 konnte
dhnlich zu FAK A 17 in der NEP- Gruppe in etwas mehr als 60% der Fille eine schwache und in

weniger als 10% der Fille eine starke Farbeintensitit nachgewiesen werden. Insgesamt zwei Fille
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aus der Gruppe der NBL zeigten mit keinem der drei FAK- AK eine Reaktion. Fotographisch sind
die histologischen Schnitte der Gruppe der NBL fir die AK FAK C 903, C 20 und A 17 und
deren mdgliche Firbeintensititen in den Abb. 22, Abb. 23 und Abb. 24 auf S. 54 und S. 55

dargestellt.
Neuroblastome
100%
80% -
60% -
1 B Starke Farbeintensitat
40%. B Schwache Farbeintensitat
OKeine Farbeintensitat
20%
0% Lo
ED 98015 FAKC903 FAKC20 FAKA17
Antikorper
Abb. 21 Proteinexpression in der Gruppe der Neuroblastome
Tab. 6 Subtypisierung der untersuchten Falle innerhalb der Gruppen der Neuroblastome,
Ewing- Sarkome und Rhabdomyosarkome
Tumorgruppe und Subtypisierung/ Grad Anzahl der untersuchten Falle
NBL 23
Grad 1 7
NBL Grad 2 11
Grad 3 5
GNBL 3
EWS 7
EWS
PNET 5
RMS u. ERMS 13
RMS
ARMS 5
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Entsprechend der Beschreibung zu den NEP des vorhergehenden Kap. 4.3.1, S. 48 wurden auch
fir die Tumorgruppe der NBL die bereits kategorisierten AK in insgesamt sechs Kreuztabellen
tbertragen, indem jeder der vier AK gegen jeden eingesetzt wurde. AnschlieBend konnte mittels
Vorzeichentest der p- Wert fiir die entsprechenden AK- Paare berechnet werden. Hierbei ergab

sich entsprechend Tab. 7, S. 55 ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der kategorisierten

Firbeintensitit bzw. Immunreaktion und damit Proteinexpression bei allen AK- Kombinationen

auller beim Vgl. von FAK C 20 mit FAK A 17.

Abb. 22 FAK C 903- Proteinexpression in NBL

Links: fehlende (Immun-) Reaktion, Mitte: schwache Reaktion, Rechts: starke Reaktion.

(¥ sy Ao - g ﬂ; :
Abb. 23 FAK C 20- Proteinexpression in NBL

Links: fehlende Reaktion, Mitte: schwache Reaktion, Rechts: starke Reaktion.
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Abb. 24 FAK A 17- Proteinexpression in NBL

Links: fehlende Reaktion, Mitte: schwache Reaktion, Rechts: starke Reaktion.

Tab.7 Vorzeichentest NBL
FAK C FAKC 20 FAKA17 [FAKC20 FAKA17 |FAKA 17
903 - = = - FAK - FAK - FAK
ED 98015 ED 98015 | ED 98015 | C 903 C 903 C 20
Exakte
Signifikanz ,000 ,000 ,000 ,013 ,003 1,000
(2-seitig)
4.3.3  Ewing- Sarkome und periphere neuroektodermale Tumore

Initial wurden 25 Fille von Ewing- Sarkomen (EWS) und peripheren neuroektodermalen
Tumoren (PNET) voruntersucht. Hiervon mussten 4 Fille wegen zu hohen Alters der Patienten
(oberhalb des definierten Kollektivs) bei Erstdiagnosestellung und ein Fall aufgrund insuffzienter
Identitits- bzw. Diagnosesicherung im Rahmen der Datenrecherche von den weiteren
Untersuchungen ausgeschlossen werden. Von den verbliebenen 20 Fillen konnten 12
(Subtypisierung siche Tab. 6, S. 53) in die Hauptauswertung eingeschlossen werden. Hierbei
handelte es sich ausschlieBlich um Paraffin- eingebettete Primidrtumoren. Bei den ausgeschlossenen
acht Fillen, lag in drei Fillen kryokonserviertes Primdrtumorgewebe und in einem Fall
kryokonserviertes Rezidivtumorgewebe, sowie in vier Fallen Paraffin- eingebettetes Rezidiv- bzw.
Metastasengewebe vor. Anhand der graphischen Darstellung der Firbeintensititen — bzw.
Immunreaktivitit der AK in Abb. 28, S. 58 kann man erkennen, dass auch in dieser Tumorgruppe
in ca. 80% der Fille keine Reaktion bei der immunhistochemischen Firbung mit dem
Primdrantikbrper ED 98015 nachgewiesen werden konnte. Lediglich in zwei Fillen war eine

(schwache) Firbeintensitit zu verzeichnen. Bei der Firbung mit dem Primiérantikérper FAK C 903
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zeigten fast 70% der Fille ein schwache, und etwas mehr als 10% der Fille eine starke
Firbeintensitit. Das Ergebnis der Reaktion bei FAK C 20 erhohte sich leicht, bei dhnlichem
prozentualem Anteil an schwacher Firbeintensitit, jedoch ca. 20%igem Anteil der Falle mit starker
Firbeintensitit. Besonders hoch war die Reaktion bei der Firbung mit FAK A 17, bei dem in
100% der Falle eine Firbeintensitit nachweisbar war, hiervon 80% der Fille mit schwacher und
20% der Falle mit starker Farbeintensitit. Alle Falle zeigten bei mindestens einem der drei FAK-
AK eine schwache oder starke Firbeintensitit bzw. Proteinexpression. Fotographisch sind die
histologischen Schnitte der Gruppe der EWS fiir die AK FAK C 903, C 20 und A 17 und deren
Intensitit der Farbung bzw. Proteinexpression in den Abb. 25, Abb. 26 und Abb. 27 auf S. 56 und
S. 57 dargestellt. Auch fir die Gruppe der EWS wurden die Fallzahlen der bereits kategorisierten
AK in insgesamt sechs Kreuztabellen eingetragen, in denen jeweils jeder der vier AK gegen jeden
eingesetzt wurde. Mittels des anschlieBend durchgefithrten Vorzeichentest zeigte sich ein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der AK- Reaktivitdt bzw. kategorisierten Firbeintensitdt von
FAK C 903 mit ED 98015, FAK C 20 mit ED 98015, sowie FAK A 17 mit ED 98015 in der
Tumorgruppe der EWS (s. Tab. 8, S. 57), allerdings kein signifikanter Unterschied hinsichtlich

aller FAK- Antikérper untereinander. Dieses Ergebnis war mit dem des Vorzeichentests fiir die

Gruppe der NEP identisch.

Abb. 25 FAK C 903- Proteinexpression in Ewing-Sarkomen und peripheren neuroektodermalen
Tumoren

Links: fehlende (Immun-) Reaktion, Mitte: schwache Reaktion, Rechts: starke Reaktion.
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Abb. 26 FAK C 20- Proteinexpression in EWS und PNET

Links: fehlende Reaktion, Mitte: schwache Reaktion, Rechts: starke Reaktion.

g

Abb. 27 FAK A 17- Proteinexpression in EWS und PNET

Links: Negativkontrolllschnitt, Mitte: schwache Reaktion, Rechts: starke Reaktion.

Tab. 8 Vorzeichentest EWS und PNET

FAK C FAK C FAK A FAK C FAK A FAK A
903-ED | 20-ED | 17-ED | 20-FAK | 17 - FAK | 17 - FAK
98015 98015 98015 C 903 C 903 C 20

Exakte
Signifikanz ,008 ,008 ,002 1,000 ,375 ,625
(2-seitig)
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Ewing- Sarkome und periphere neuroektodermale Tumore

100%
80% -
60%
B Starke Farbeintensitat
40% @ Schwache Farbeintensitat
OKeine Farbeintensitat
20% -
O% T T T 1
ED 98015 FAKC903 FAKC20 FAKA 17
Antikorper
Abb. 28 Proteinexpression in der Gruppe der EWS und PNET

4.3.4 Rhabdomyosatkome

Anfinglich wurden 29 Fille von RMS voruntersucht. Aufgrund einer unzureichenden
Immunreaktivitit bei der ,,internen Kontrolle® mit Vimentin (43) musste ein Fall, und wegen eines
zu hohen Alters der Patienten bei Erstdiagnosestellung (oberhalb des definierten Kollektivs) drei
weitere Fille, von den folgenden Untersuchung ausgeschlossen werden. Auflerdem wurde ein Fall
wegen nicht suffizient aufklirbarer Identitit bzw. Diagnose im Rahmen der parallel
durchgefiihrten Datenrecherche ausgeschlossen. Bei den verbliebenen 24 Fallen handelte es sich in
vier Fillen um Paraffin- eingebettete Rezidivtumore bzw. Metastasengewebe und bei zwei Fillen
um kryokonservierte Primértumore. Somit konnten zuletzt insgesamt 18 Paraffin- eingebettete
Primirtumorfille in die Hauptauswertung eingeschlossen werden, die analog der Tab. 6, S. 53
subtypisiert werden konnten. Abb. 29, S. 59 stellt die Firbeintensititen bzw. Immunreaktivitit der
Primirantikorper bei Paraffin- eingebetteten Priméirtumoren der Gruppe der RMS graphisch dar.
Bei den RMS zeigte sich ebenfalls in iiber 90% der Fille keine Reaktion bei der Untersuchung mit
dem AK ED 98015. Ein Fall aus der Gruppe der RMS zeigte eine (starke) Firbeintensitit fir ED
98015. Bei der Untersuchung mit dem Antikorper FAK C 903 war in fast 60% der Fille keine, in
ca. 30% eine schwache und in weniger als 10% eine starke Firbeintensitit nachweisbar.
FAK C 20 zeigte in fast 40% der Fille ein schwache und in mehr als 40% der Fille eine starke

Firbeintensitit. Fur FAK A 17 zeigte sich in unter 20% der Fille eine schwache und in einem sehr
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hohen Anteil von knapp 65% eine starke Firbeintensitit. Nur zwei Fille aus der RMS- Gruppe
zeigten keinerlei Reaktion mit allen drei FAK- AK. Fotographisch sind die histologischen Schnitte
der Gruppe der RMS fur die AK FAK C 903, C 20 und A 17 und deren mbgliche
Firbeintensititen in den Abb. 30, Abb. 31 und Abb. 32 auf S. 60 und S. 61 dargestellt. Die fir die
Tumorgruppe der RMS kategorisierten AK wurden entsprechend der jeweiligen Fallzahlen in
insgesamt sechs Kreuztabellen aufgetragen. Es wurde analog zu dem bereits bei den anderen
Haupttumorgruppen angewandten Vorgehen erneut jeder der vier AK gegen jeden eingesetzt. Im
durchgefiihrten Vorzeichentest ergab sich das in Tab. 9, S. 60 dargestellte Ergebnis. So konnte ein
signifikanter Unterschied bei Vgl. der AK- Reaktion bzw. kategorisierten Firbeintensitit zwischen
FAK C 20 und ED 98015, FAK A 17 und ED 98015, FAK C 20 und FAK C 903, sowie FAK A
17 und FAK C 903 in der Tumorgruppe der RMS festgestellt werden. Es zeigte sich allerdings kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der AK- Reaktion von FAK C 903 und ED 98015, sowie
FAK A 17 und FAK C 20. Bei letztgenanntem Vergleich zwischen FAK A 17 und FAK C 20
hatte sich bisher in keiner der vier Haupttumorgruppen (NEP; NBL, EWS und RMS) ein

signifikanter Unterschied im Vorzeichentest gezeigt.

Rhabdomyosarkome
100% -
80%-
60%
B Starke Farbeintensitat
40%- B Schwache Farbeintensitat
OKeine Farbeintensitat
20%
0% ¢

ED 98015 FAKC903 FAKC20 FAKA17
Antikorper

Abb. 29 Proteinexpression in der Gruppe der Rhabdomyosarkome
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Tab. 9 Vorzeichentest RMS

FAK C FAKC FAK A FAK C FAK A FAK A
903-ED | 20-ED | 17-ED | 20-FAK | 17 -FAK | 17 - FAK
98015 98015 98015 C 903 C 903 C 20

Exakte
Signifikanz ,125 ,002 ,003 ,022 ,006 ,180
(2-seitig)

Abb. 30 FAK C 903- Proteinexpression in RMS

Links: fehlende (Immun-) Reaktion, Mitte: schwache Reaktion, Rechts: starke Reaktion.

Abb. 31 FAK C 20- Proteinexpression in RMS

Links: fehlende Reaktion, Mitte: schwache Reaktion, Rechts: starke Reaktion.
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Abb. 32 FAK A 17- Proteinexpression in RMS

Links: fehlende Reaktion, Mitte: schwache Reaktion, Rechts: starke Reaktion.

4.3.5 Ganglioneurome

Die vorliegenden Fille aus der Gruppe der GN wurden in Erginzung zu den vier primir
untersuchten, vorgenannten Tumorgruppen untersucht. Es handelt sich um eine sehr kleine
Gruppe von finf Paraffin- eingebetteten Primédrtumorfillen. Zwei von initial sieben Fillen wurden
wegen zu hohem Alter der Patienten bei Erstdiagnosestellung von den weiteren Untersuchungen
ausgeschlossen. Es zeigte sich keine Firbeintensitit bzw. Immunreaktivitit bei der
immunhistochemischen Firbung mit ED 98015. Bei FAK C 903 war in allen Fillen eine Reaktion
nachweisbar, davon in zwei Fillen mit schwacher und in drei Fillen mit starker Farbeintensitit. Fur
FAK C 20 zeigten alle fiinf Fille eine schwache Firbeintensitit. In der immunhistochemischen
Firbung mit FAK A 17 war in drei Fillen keine und in zwei Fillen eine schwache Firbeintensitit
nachweisbar. Entsprechend den vorhergehenden Abbildungen zu den vier primir untersuchten
Tumorgruppen zeigt Abb. 33, S. 62 ecine graphische Darstellung der Firbeintensititen der
verschiedenen AK in der Gruppe der GN.

4.3.6 Paraffin- eingebettetes vs. kryokonserviertes Gewebe

In Erginzung zur Hauptauswertung wurde in der Gruppe der NEP zu sechs Paraffin-
eingebetteten Primirtumorfillen bzw. einem Paraffin- eingebetteten Rezidivtumor vergleichend
auch das entsprechend gleiche, kryokonservierte Gewebe des jeweiligen Falls mit den
Primarantikbrpern untersucht. In der Gruppe der NBL handelte es sich um sechs Paraffin-
eingebettete Primirtumorfille und zwei Paraffin- eingebettete Rezidivtumore, die analog in
kryokonservierter Form untersucht wurden. Sowohl in der Tumorgruppe der EWS, als auch in der

Gruppe der RMS, war es bei je zwei Primirtumorfillen moglich zusitzlich zum Paraffin-
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eingebetteten Material, das entsprechende kryokonservierte Gewebe mit den Primarantikérpern zu
untersuchen. In der Gruppe der GN lag ein Primirtumor in beiden Konservierungsformen vor.
Im Bezug auf das Gesamtkollektiv, der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Tumorfille,
konnten somit 20 Falle vergleichend im Sinne einer verbundenen Stichprobe untersucht werden.
Beti drei der 20 Fille handelte es sich um Rezidivtumorfille. Die Ergebnisse des Wilcoxon- Test fiir
nicht normal verteilte, verbundene Stichproben sind in Tab. 10, S. 64 aufgeftihrt. Es konnte, auller
fir den AK FAK C 20, ein signifikanter Unterschied fir die ermittelten Firbeintensititen der
jeweiligen AK im Vgl. von kryokonserviertem zu Paraffin- eingebettetem Gewebe festgestellt
werden. Dabei lag jedoch fir die AK FAK C 903 und A 17 der Median der Firbeintensitit bei
Paraffin- eingebettetem Gewebe im Bereich schwacher und bei kryokonserviertem Gewebe im
Bereich starker Firbeintensitit, was anhand der graphischen Darstellung in den Abb. 34 und
Abb. 35, S. 63, sowie Abb. 306, S. 64 in den Boxplots nachzuvollzichen ist. (Der AK FAK A 17
wurde wegen deutlicher Ahnlichkeit zur Abbildung von FAK C 903 graphisch nicht dargestellt.)
Aufgrund der insgesamt etwas besseren Reaktion des AK ED 98015 an kryokonserviertem
Gewebe im Vgl. zum Paraffin- eingebettetem Gewebe ergab sich rechnerisch ein noch
signifikanter Unterschied im Wilcoxon- Test, trotz der insgesamt sehr schlechten Immunreaktion

dieses AK und einem bei Null liegenden Median fir beide Konservierungsformen.

Ganglioneurome
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ED 98015 FAKC903 FAKC20 FAKA17
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Abb. 33 Proteinexpression in der Gruppe der Ganglioneurome
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Abb. 34 Immunreaktivitat von ED 98015 bei unterschiedlicher Gewebekonservierung
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Abb. 35 Immunreaktivitdt von FAK C 903 bei unterschiedlicher Gewebekonservierung
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Abb. 36 Immunreaktivitat von FAK C 20 bei unterschiedlicher Gewebekonservierung

Tab. 10 Wilcoxon- Test der vier AK im Vergleich von kryokonserviertem mit Paraffin-

eingebettetem Gewebe

ED 98015 FAK C 903 FAK C 20 FAK A 17
Kryo — Kryo — Kryo — Kryo—
ED 98015 FAK C 903 FAK C 20 FAK A 17
Paraffin Paraffin Paraffin Paraffin
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) 041 001 264 000

4.4 WACHSTUMSFRAKTION (MIB-1)/ KI 67- INDEX IN DEN TUMORGRUPPEN

Zur Untersuchung der Wachstumsfraktion wurde in den untersuchten Tumorgewebeproben eine
immunhistochemische Firbung mit dem Proliferationsmarker MIB-1 (entspricht Ki 67)
durchgefiihrt und der prozentuale Anteil an positiv gefirbten Zellen (nukleire Rotfirbung) von
jeweils insgesamt 200 ausgewerteten Zellen bestimmt. In den Gewebeproben aller untersuchten
Tumotgruppen war eine Spanne der Wachstumsfraktion/ Ki 67- Index (MIB-1 Reaktivitit) von
0 bis 38% nachweisbar. Beim Vgl. des stetigen Parameters der Wachstumsfraktion (MIB-1
Reaktion) zeigte sich ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der verschiedenen Tumorgruppen
(p= 0,036 im H-Test nach Kruskal und Wallis). Graphisch dargestellt wird dies in den Box Plots
der Abb. 37, S. 65. Vor allem Mittelwert und Median der Wachstumsfraktion (MIB-1 Reaktion)
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der RMS lagen oberhalb der Werte der iibrigen Gruppen (s. Tab. 11, S. 65). Die GN zeigten

praktisch  keinerlei

MIB-1

Reaktivitit.

Eine

exemplarische

fotographische

Darstellung

unterschiedlich starker Wachstumsfraktionen (MIB-1 Reaktivititen), als auch Mitoseraten, an

verschiedenen Gewebeproben der untersuchten Tumorgruppen ist in Abb. 40, S. 68 dargestellt.

N w N
7 7 i

MIB-1 (% angefarbte Zellen)
2

NEP NBL EWS RMS

0
Tumorgruppe
Abb. 37 Wachstumsfraktion/ Ki 67- Index (MIB-1) in den Tumorgruppen
Tab. 11 Wachstumsfraktion/ Ki 67- Index (MIB-1) in den Tumorgruppen
Standard-

Tumorgruppe Mittelwert | abweichung | Median | Min. Max. N
NEP 13,26 11,284 9,00 0 38 23
NBL 11,56 10,224 9,75 0 37 26
EWS 10,75 8,484 10,50 1 24 12
RMS 18,36 13,424 19,50 0 35 18
GN 1,90 2,608 ,50 0 6 5
Insgesamt 12,79 11,271 9,75 0 38 84
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4.4.1 Mitoseraten und deren Korrelation zur Wachstumsfraktion (MIB-1) im

Gesamtkollektiv

Es wurde die Anzahl der in Mitose befindlichen Zellen in 10 HPF bestimmt. In den untersuchten
Gewebeproben der verschiedenen Tumorgruppen war eine Spanne der Mitoserate von O bis
maximal 34 zu verzeichnen. Beim Vgl. der Mitoserate der verschiedenen Tumorgruppen konnte
kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden (graphisch nicht dargestellt). Weiterhin
wurden die Wachstumsfraktionen (MIB-1) mit den Mitoseraten im Bezug auf das Gesamtkollektiv
aller Tumorgruppen miteinander korreliert. Hier ergab sich in der Rangkorrelation nach Spearmans
Rho ein Korrelationskoeffizient von r= 0,396, was fiir eine geringe Korrelation spricht, welche
jedoch auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig) war. Eine graphische Darstellung der

Korrelation zeigt die folgende Abb. 38.
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Abb. 38 Korrelation zwischen Wachstumsfraktion/ Ki 67- Index (MIB-1) und Mitoserate im

Gesamtkollektiv
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4.4.2 Wachstumsfraktion (MIB-1) mit vs. ohne priaoperative Chemotherapie in der

Gruppe der NEP

Innerhalb der Gruppe der NEP konnte anhand der histopathologischen Befunde eine
Unterscheidung getroffen werden, ob prioperativ eine Chemotherapie erfolgt war oder nicht. Eine
Ubersicht iiber die Aufteilung der untersuchten 23 Fille gibt Tab. 5, S. 50. Es handelt sich bei
allen untersuchten Gewebeproben um das Resektatgewebe und nicht um prioperativ zur
Diagnostik entnommenes Biopsiegewebe. Beim Vgl. der Gruppenvariablen ,mit und ohne
praoperativ erfolgte Chemotherapie® ergab sich im Hinblick auf die Wachstumsfraktion (MIB-1
Reaktivitit) kein signifikanter Unterschied im Mann- Whitney- U- Test (p= 0,814). In der
graphischen Darstellung (s. Abb. 39, S. 67) zeigte sich im Verhiltnis der beiden Gruppen
zueinander dennoch ein niedrigerer Median, sowie eine groflere Spannweite der Box fur die
Gruppe mit prioperativ erfolgter Chemotherapie. Die Fille mit unbekanntem Status wurden aus

der Analyse ausgeschlossen.
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Abb. 39 Wachstumsfraktion/ Ki 67- Index (MIB-1) mit vs. ohne praoperative Chemotherapie

bei NEP
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Abb. 40 Wachstumsfraktion/ Ki 67- Index (MIB-1 Reaktion/ angefarbte Zellen) und Mitosen

Exemplarische Darstellung:

Obere Reihe: keine (bis einzelne) angefarbte Zelle(n), einzelne Mitosen (im linken Ausschnitt);
Mittlere Reihe: mehrere angefarbte Zellen, vereinzelt Mitosen;

Untere Reihe: viele angefarbte Zellen, mehrere Mitosen (im rechten Ausschnitt)
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4.4.3 Wachstumsfraktion (MIB-1) im Vgl. zu FAK- Immunreaktivitit

Ausgehend von der in Kap. 4.3, S. 48 beschriebenen Kategorisierung nach der Firbeintensitit bzw.
Immunreaktivitit der einzelnen FAK- AK (FAK C 903, FAK C 20 und FAK A 17) in fehlende,
schwache und starke Immunreaktivitit, jeweils fir jede der vier Haupttumorgruppen, wurden
Mittelwert,  Standardabweichung und Median der prozentualen  Wachstumsfraktion
(MIB-1 Reaktivitit) der so kategorisierten Fille berechnet, wie dies exemplarisch in Tab. 12, S. 69
fir FAK C 903 in NEP und in Tab. 13, S. 69 fir FAK C 20 in NBL dargestellt ist. Bereits beim
rein deskriptiven Vgl. der so berechneten Mittelwerte, als auch der Standardabweichungen, der
Wachstumsfraktion (MIB-1) zeigten sich fiir alle Tumorgruppen und fir alle drei FAK- AK sehr
dhnliche bzw. tberlappende Werte. Erginzend dazu wurde, soweit es die Stichprobengrofie zuliel3,
mittels eines nicht parametrischen Test fur unabhingige, nicht normal verteilte Stichproben
(Mann-Whitney- U- Test, zweiseitig) untersucht, ob ein statistischer signifikanter Unterschied beim
Vel. der Wachstumsfraktionen (MIB-1 Reaktivitit) zwischen den Kategorien fehlender mit
schwacher, schwacher mit starker, sowie fehlender mit starker FAK- Immuntreaktivitit
nachweisbar war. Dies erfolgte erneut getrennt fiir die vier Haupttumorgruppen und die drei FAK-
AK. Die so berechneten Signifikanzen (p-Wert) lagen zwischen 0,59 und 1,0, und damit alle

deutlich oberhalb des angenommenen Signifikanzniveaus von p=0,05.

Tab. 12 Wachstumsfraktion/ Ki 67- Index (MIB-1) in NEP kategorisiert fir FAK C 903

Tumorgruppe: Standard-

NEP Mittelwert | abweichung | Median | Min. Max. N
FAK C 903 >3
Fehlende 13,58 13,15 8,5 2 38 6
Immunreaktiviat

Schwache . 11.96 10.99 . 1 25 »
Immunreaktivitat

Starke

Immunreaktivitat 12,63 11,53 17 0 22 3

Tab.13  Wachstumsfraktion/ Ki 67- Index (MIB-1) in NBL kategorisiert fir FAK C 20

Tumorgruppe: Standard-

NBL Mittelwert | abweichung | Median | Min. Max. N
FAK C 20 26
Fehlends ~ 15.67 12.16 11 1 37 9
Immunreaktiviat

Schwache 12,68 10,74 95 05 335 14
Immunreaktivitat

Starke

Immunreaktivitat 17,78 18,17 17 1 36,5 3
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4.5 REZIDIV- UND UBERLEBENSANALYSE

4.51 Ereignis- freies Uberleben und Gesamtiiberleben

In die Uberlebensanalyse konnten 71 der insgesamt 84 Fille aus der Hauptauswertung
eingeschlossen werden. Nicht eingeschlossen wurden einerseits die 5 Fille aus der Gruppe der
GN, sowie je ein Fall aus der Gruppe der NEP und EWS, 2 Fille aus der Gruppe der NBL und
vier Fille aus der Gruppe der RMS, zu denen keine Ubetlebensdaten generiert werden konnten.
Innerhalb der Tumorgruppen stellten sich die Haufigkeiten fir die moglichen Ereignisse:
nwverstorben®, ,am Leben und ,nicht bekannt®, entsprechend der Tab. 14, S. 70 dar.
17 der 71 Patienten waren zum Zeitpunkt der Datenerhebung nicht mehr am Leben, so dass das
prozentuale Gesamtiiberleben in den vier Haupttumorgruppen (NEP, NBL, EWS und RMS) bei
zusammen 76,1% lag. Sowohl hinsichtlich des Ereignis- freien Uberlebens (engl: Event- free
survival), als auch des Gesamtiberlebens (engl: Overall survival) konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den vier Haupttumorgruppen festgestellt werden (p= 0,908 und p= 0,959
im H-Test nach Kruskal und Wallis). Das Ereignis- freie Ubetleben in den Haupttumorgruppen
(Tab. 15, S. 70) ist anhand der Box Plots in Abb. 41, S. 71 graphisch datrgestellt. Abb. 42, S. 71

zeigt das Gesamtuberleben in den vier untersuchten Haupttumorgruppen.

Tab. 14 Lebensstatus in den Tumorgruppen

Haufigkeit NEP NBL EWS RMS GN
verstorben 6 4 3 4 0
am Leben 16 20 8 10 0
nicht
bekannt 1 2 1 4 S
Gesamt 23 26 12 18 5
Tab. 15 Ereignis- freies Uberleben (Monate) in den Haupttumorgruppen
Standard-
Tumorgruppe Mittelwert | abweichung | Median Min. Max. N
NEP 50,90 44,649 36,50 0 143 22
NBL 52,33 40,020 53,00 0 159 24
EWS 39,00 33,079 38,00 0 98 11
RMS 57,00 55,763 36,00 0 164 14
Insgesamt 50,74 43,457 40,00 0 164 71
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Abb. 42 Gesamtuberleben (Monate) in den Haupttumorgruppen
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Das 95%- Konfidenzintervall der berechneten Mittelwerte fiir die Uberlebenszeit der
Gesamtgruppe betrug 108 bis 141 Monate in der Kaplan-Meier-Analyse (Tab. 16, S. 73). Die
mittels Kaplan-Meier-Analysen berechneten Uberlebenswahrscheinlichkeiten der — einzelnen
Tumorgruppen sind in Abb. 43, S. 72 graphisch dargestellt. Hierbei zeigte sich, im Vgl. aller vier
Haupttumorgruppen, die geringste berechnete Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir EWS und RMS,
wihrend die NEP gering bessere, und die NBL die besten Uberlebenswahrscheinlichkeiten
aufwiesen. Der graphisch angedeutete Unterschied der Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit
zwischen den verschiedenen Tumorgruppen konnte mittels statistischer Berechnung im Log Rank
Test nicht bestitigt werden (p= 0,771). Ebenso ergab sich fir die Ereignis- freie
Ubetlebenswahrscheinlichkeit ~ kein  statistisch ~ signifikanter ~ Unterschied zwischen den
Tumorgruppen im Log Rank Test (p= 0,799) (graphisch nicht dargestellt). Analog der
Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit — zeigten  sich  auch  bei der Ereignis-  freien
Ubetlebenswahrscheinlichkeit fiir die Gruppe der EWS und RMS annihernd gleiche bzw. im Vgl.
der vier Gruppen miteinander die niedrigsten Werte. Diese wurden gefolgt von der Gruppe der

NEP. Die beste Ereignis- freie Uberlebenswahrscheinlichkeit ergab sich fiir die Gruppe der NBL.
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Abb. 43 Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit in den Haupttumorgruppen
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Tab. 16 Mittelwerte fiir die berechneten Uberlebenswahrscheinlichkeiten
Tumorgruppe Mittelwert
Standard- 95%-Konfidenzintervall
Schatzer fehler Untere Grenze | Obere Grenze
NEP 103,786 13,449 77,426 130,147
NBL 132,626 11,958 109,189 156,064
EWS 72,719 12,041 49,118 96,319
RMS 114,117 20,808 73,333 154,901
Gesamt 124,386 8,471 107,784 140,989
4.5.2 MIB-1 und Gesamtiiberleben
Die MIB-1 Reaktivitit der in die Uberlebensanalyse eingeschlossenen 71 Fille der vier

Haupttumorgruppen ist in Tab. 17, S. 73 dargestellt. Der anhand der Summe aller vier
Haupttumorgruppen errechnete Median von 12% wurde zur Klassierung der vorliegenden
kontinuierlichen Daten fiir jede einzelne Tumorgruppen herangezogen. Dadurch konnte ein
Vergleich der Mortalitit in den beiden Untergruppen durch Berechung der Mittelwerte der
geschitzten ~ Ubetlebenswahrscheinlichkeiten  entsprechend  der  Kaplan-Meier-Analyse
durchgefiihrt werden. Der Vgl. der Ubetlebensraten pro Tumorgruppe erfolgte mit dem Log
Rank- Test. Hier ergab sich fiir keine der vier Tumorgruppen ein signifikanter Unterschied der
Uberlebensraten (s. Tab. 18, S. 73) bei durch den Median der Wachstumsfraktion (prozentuale

MIB-1 Reaktivitit) kategorisierten Gruppen (Schwellenwert = 12%).

Tab. 17 Wachstumsfraktion/ Ki 67- Index (MIB-1) in den Haupttumorgruppen der
Uberlebensanalyse
Standardab-
Tumorgruppe | Mittelwert weichung | Median | Minimum | Maximum | N
NEP 12,86 11,384 8,50 0 38| 22
NBL 12,35 10,243 | 11,00 0 37| 24
EWS 10,36 8,787 7,00 1 24 11
RMS 21,14 13,331 26,75 1 35| 14
Insgesamt 13,94 11,446 12,00 0 38| 71
Tab. 18 Log Rank- Werte der Haupttumorgruppen beim Vergleich der Uberlebensraten
Log Rank NEP NBL EWS RMS
Signifikanz 0,743 0,992 0,394 0,107
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5 DISKUSSION

5.1 UNTERSUCHUNGSKOLLEKTIV

Zunichst darf noch einmal darauf hingewiesen werden, dass es sich bei den einzelnen, in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Gruppen solider Tumore des Kindesalters um Tumore
unterschiedlichen Gewebeursprungs handelt, trotz der Tatsache, dass die untersuchten Tumore
zum allergroBten Teil nur im Kindes- und Jugendalter auftreten und sich deren Zellmorphologie
sehr dhnelt. Insgesamt sind maligne Erkrankungen im Kindes- und Jugendalter sehr selten (1, 50).
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Tumorgruppen kommen nur zu einem relativ
geringen Anteil im Bezug auf die Gesamtzahl maligner Erkrankungen im Kindesalter vor
(s. hierzu auch Tab. 1, S. 14). Dies erschwert das Generieren gro3er Stichprobengrofien. Um vor
allem im Hinblick auf EWS und RMS eine je grof3tmogliche Stichprobengrofle zu erreichen, wurde
die Alterspanne des Untersuchungskollektivs bei Erstdiagnosestellung maximal grof3 gewihlt.
Ungeachtet der Tatsache, dass nach epidemiologischen Daten von Gatta und Kollegen fir die
embryonalen Tumore in Europa tiber 90% vor dem 15. Lebensjahr auftreten (50), wurde in der
vorliegenden Arbeit das vollendete 18. Lebensjahr als Obergrenze gewihlt. Dennoch musste im
Bezug auf das Gesamtkollektiv, aus den unterschiedlichsten Grinden, fast ein Drittel der
potentiellen Fille von den weiteren Untersuchungen bzw. Auswertungen ausgeschlossen werden.
Ursichlich waren zum einen ein zu hohes Alter bei Erstdiagnosestellung, aber auch in einigen
Fallen eine fehlende Immunreaktivitit bei der Firbung mit dem ,,Haushaltsmarker® Vimentin zur
minternen Kontrolle® (43). Auflerdem lag in manchen Fillen nur kryokonserviertes Probengewebe
vor oder es handelte sich um Rezidivtumorgewebe bzw. die Kombination aus den beiden
genannten Finschrinkungen. In der Hauptauswertung der Tumorgruppen wurde letztendlich, zur
Erzielung bestmoglicher Vergleichbarkeit, nur standardisiert Formalin- fixiertes und Paraffin-
eingebettetes Gewebe von Primartumoren betrachtet. Vor allem fir die Gruppe der EWS konnte
nur eine relativ kleine Stichprobengréf3e generiert werden. Dennoch entspricht die Anzahl der in
die Hauptauswertung eingegangenen Fille des Untersuchungskollektivs einer reprisentativen
Auswahl. In der Mehrzahl wurden NBL, gefolgt von NEP, sowie RMS und EWS untersucht
(s. Abb. 13, S. 45). Dies entspricht der Auftretenshiufigkeit bzw. den Inzidenzraten der einzelnen

Tumorgruppen, die fiir Deutschland bzw. Europa in der Literatur angegeben werden (2, 50).



75

5.1.1 Geschlecht

Das Geschlechterverhiltnis (ménnlich/ weiblich, engl.: Sex ratio) innerhalb der in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Tumorgruppen (s. Abb. 14, S. 46) entspricht fiir die NEP, RMS und EWS
inhaltlich den durch das ,,Deutsche Kinderkrebsregister verotfentlichten Daten (2). Auch Ferrari
und Kollegen fanden in ihrer Arbeit an Weichteilsarkomen, zu unserer Beobachtung fir die
Gruppe der RMS passend, ein gering hiufigeres Auftreten fiir das miénnliche Geschlecht (51).
Lediglich fiir die Gruppe der NBL konnte keine direkte Ubereinstimmung gefunden werden, da
vom “Deutschen Kinderkrebsregister ein gering héufigeres Auftreten fiir das minnliche
Geschlecht angegeben wird, wihrend in der hier vorliegenden Arbeit kein Unterschied im
Geschlechtsverhiltnis gefunden werden konnte. Dies ldsst sich sehr wahrscheinlich mit den hier
untersuchten relativ kleinen StichprobengroBen der einzelnen Tumorgruppen im Vgl zu
verhaltnismilig groflen Fallzahlen des ,,Deutschen Kinderkrebsregisters® erkliren. Allerdings
konnten bspw. auch Rabinowicz und Kollegen in ihrer Arbeit zu Inzidenz und Ubetlebensraten
bei kindlichen Malignomen fiir das Auftreten im ersten Lebensjahr keine statistisch signifikanten,
unterschiedlichen Auftretenshaufigkeiten im Hinblick auf das Geschlecht feststellten (52), wobei
die groB3te Gruppe der Studienpopulation aus NBL bestand, gefolgt von Leukdmien, Lymphomen
und ZNS- Tumoren.

5.1.2  Alter

Die Altersverteilung innerhalb der Tumorgruppen entspricht im Wesentlichen den als Referenz
herangezogenen Daten aus den Verodffentlichungen des ,,Deutschen Kinderkrebsregisters" (2).
Im Jahresbericht 2012 wird die folgende Auftretenshaufigkeiten beschrieben, die den in der
vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten (s. Abb. 15, S. 46) inhaltlich sehr dhnlich sind.
Fir die Gruppe der NBL wurden 90% der Falle bis zum vollendeten 4. Lebensjahr diagnostiziert,
hiervon mehr als die Hilfte bereits im ersten Lebensjahr. Fir die Gruppe der NEP wurden knapp
60% zwischen erstem und vierten Lebensjahr festgestellt, im ersten Lebensjahr 15% und vom
fiinften bis zum neunten Lebensjahr 22% aller Fille, jedoch ab dem zehnten Lebensjahr nur noch
sehr wenige Fille. RMS wurden zu mehr als zwei Dritteln zwischen dem ersten und neunten
Lebensjahr diagnostiziert, sowie zu 20% zwischen dem zehnten bis zum vierzehnten Lebensjahr,
allerdings nur selten vor dem ersten Geburtstag. EWS traten zu 90% ab dem fiinften bis zum
vierzehnten Lebensjahr auf, davon sogar zu mehr als zwei Drittel erst ab dem zehnten Lebensjahr

und extrem selten vor dem ersten Geburtstag (2).
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52 Z1EL DER UNTERSUCHUNG

Bei der vorgelegten Arbeit handelt es sich um die ersten Untersuchungen an soliden Tumoren des
Kindesalters, bei denen im  direkten Vergleich sowohl die Expression des
Signaltransduktionsproteins GRAF, als auch die Expression seines Interaktionspartner, des
Signaltransduktionsproteins FAK, auf immunhistochemischer Ebene untersucht wurde.
Zweifelsohne kommt der Untersuchung kindlicher Tumore im Hinblick auf diese beiden Proteine
eine besondere Bedeutung zu, handelt es sich doch bei Tumorerkrankungen im Kindesalters um
Erkrankungen die sich vor allem durch ihren Gewebe- bzw. Zellursprung, aber nattrlich auch dem
fast obligatorisch jungen Alter bei Erkrankungsbeginn, von denen des Erwachsenenalters
unterscheiden. Gerade da es sich bei den Erkrankten um noch sehr junge Menschen handelt, spielt
die Aufklirung der Regulationsvorginge und der Expression der an der Signaltransduktion
beteiligten Proteine im Hinblick auf die Tumorentstehung und Progression eine wichtige Rolle.
Auch kann hieraus moglicherweise langfristig eine Therapie- und Prognoseoptimierung resultieren,
wie dies unlingst von Megison und Kollegen fiir die therapeutische Inhibierung von FAK bei
aggressiven Neuroblastomen, besonders bei gleichzeitig bestehender N-MYC Uberexpression (53)
oder auch fir seltene kindliche renale Tumore, wie das extraossire Ewing- Sarkom (54), aber auch
in einer Arbeit von Gillory und Kollegen an Hepatoblastomzelllinien (55), beschrieben wurde.
FAK- Inhibitoren werden bereits in der Frithphase klinischer Studien zur Therapie von
Malignomen des Erwachsenenalters genutzt und deren Einsatz scheint auch fir Ewing- Sarkome
viel versprechend, was Crompton und Kollegen in der Arbeit an Ewingsarkom- Zelllinien belegen
konnten (56). Nicht zuletzt der therapeutische Einsatz von kurzen, nicht kodierenden RNA-
Stringen, s. g. MicroRNA, welche regulierenden Einfluss auf die Genexpression durch Bindung an
nicht tbersetzte Regionen der mRNA haben, wurde kiirzlich erstmals von Golubovskaya und

Kollegen zur Regulierung der FAK Expression beschrieben (57).

53 GRAF UND FAK IN SOLIDEN TUMOREN DES KINDESALTERS

5.3.1 GRAF

Das GTPase- aktivierende Protein GRAF wurde erstmals beim Huhn nachgewiesen (31). Einige
Jahre spiter konnte das humane GRAF- Gen in einem Fall von MLL bei einem 4- jahrigen Jungen
identifiziert werden (33). Das GRAF- Protein liegt tiberwiegend zytoplasmatisch vor. Mit seiner
GAP- Domaine scheint es regulativen Einfluss auf RhoA, eine GTPase der Rho- Familie (35) zu
nehmen, welches wiederum regulativ auf p21 wirkt. P21 ist entscheidend an der Regulation des
Zellzyklus, bei durch das Ras- Protein transformierten Zellen, beteiligt. (39). In den auf GRAF

untersuchten Gewebeproben der vier Haupttumorgruppen war insgesamt keine relevante
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Firbeintensitit in den immunhistochemischen Untersuchungen mit dem AK ED 98015 und damit
keine Expression von GRAF auf Proteinebene nachweisbar. Lediglich einzelne Fille, wie zwei
NEP mit schwacher, ein NBL mit starker, ein EWS mit schwacher und ein RMS mit starker
Farbeintensitit, zeigten eine Expression (s. auch Abb. 16, S. 48, Abb. 21, S. 53, Abb. 28, S. 58 und
Abb. 29, S. 59). Hierfiir wiren zwei Erklirungen denkbar. Entweder konnte GRAF mittels der
angewandten immunhistochemischen Methoden aus bestimmten Griinden auf Proteinebene nicht
nachgewiesen werden oder es wurde in den untersuchten Tumorgruppen tatsichlich nicht
exprimiert bzw. war pathologisch herunter reguliert. Als Ursachen fiir den fehlenden Nachweis
kimen zum einen methodische Fehler, aber auch eine abweichende bzw. verinderte
Proteinstruktur, die durch den angewandten AK ED 98015 nicht detektiert wurde, in Frage.
Methodische Fehler lieBen sich aufgrund der in Kap. 5.6, S. 90 beschriebenen Kontrollmaf3nahmen
weitestgehend ausschlieBen. Auch die Reaktivitit des angewandten AK ED 98015, der bereits in
der Arbeit von Borkhardt und Kollegen (33) zur Untersuchung an Normalgewebe und
Tumorzellen des myeloischen Ursprungs erfolgreich genutzt wurde, bzw. dessen Spezifitit, welche
mittels Praeimmunserum- Kontrollschnitten tberprift wurde, war sichergestellt. Eine
Strukturverinderung des Proteins, die ggf. sogar dessen Funktion beeintrichtigen konnte, wire
jedoch prinzipiell denkbar gewesen und wurde bereits in der Arbeit von Borkhardt und Kollegen
(33) als mogliche Erklirung eines Expressionsverlustes diskutiert. In zwei von drei der
untersuchten MDS bzw. AML- Fillen mit Mutation in beiden Allelen des GRAF- Gens war die
Detektion des GRAF- Proteins mit dem AK ED 98015 nicht moglich gewesen, was auf eine durch
die Mutation bedingte Verinderung der Proteinstruktur am Carboxyterminus des GRAF- Proteins
zuriickgefihrt wurde, an dem der verwendete AK seine spezifische Bindung eingeht (33). Wenn
auch in den hier untersuchten kindlichen Tumoren eine entsprechende Mutations- bedingte
Verinderung vorlige, kénnte damit der fehlende Nachweis von GRAF mit dem verwendeten AK
ED 98015 erklirt werden. Prinzipiell wire auch ein durch eine Mutation bedingter ,,.kompletter
Verlust des Proteins denkbar und mit dem fehlenden Nachweis vereinbar. Taylor und Kollegen
beschrieben erstmals, dass GRAF vermutlich durch die MAPK phosphoryliert und damit reguliert
wird (40). Die Phosphorylierung hat jedoch aller Wahrscheinlichkeit nach keinen Einfluss auf die
enzymatische Aktivitit des Proteins, also seine GAP- Domaine, sondern vielmehr auf die Fihigkeit
von GRAF tber seine SH3- Domaine mit Bindungspartnern zu interagieren (40). Die Interaktion
tber die SH3- Domaine ist zum einen flr die intrazellulire Zielerkennung eines Proteins von
groller Bedeutung, damit wire aber auch eine verinderte Proteinstruktur am Carboxyterminus
denkbar, die ebenfalls nicht durch den verwendeten AK ED 98015 detektiert werden kénnte, bzw.
die physiologische Interaktion mit FAK verhindert. Um also weitere Klarheit zu erhalten, ob das

GRAF- Protein tberhaupt exprimiert wird, ob es in regelrechter Proteinstruktur oder durch
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Mutation bzw. regulative Vorginge verandert vorliegt, wiren weitere Untersuchungen des GRAF-
Gens auf molekularer Ebene in den untersuchten Gruppen kindlicher Tumore notwendig. Hierfiir
kime bspw. eine Analyse der Menge (und auch Sequenz) von GRAF- Gen- Transkripten in Frage.
Eine Arbeit zur Quantifizierung der Menge an GRAF- Transkripten wurde von Qian und
Kollegen an mehreren Fillen von MDS, AML und CML, als auch bei einer Gruppe von AML-
Fillen im Vgl. zu einer Kontrollgruppe durchgefithrt (58, 59). Es zeigte sich ein signifikant
erniedrigter bzw. herunter regulierter Gehalt an GRAF- Gen- Transkripten im Vgl zur
Kontrollgruppe, aber auch im Vgl. von AML- Fillen mit anomal methyliertem GRAF- Promotor
zu AML- Fillen mit nicht methyliertem GRAF- Promotor. In der Hypermethylierung des GRAF-
Promotors bzw. der erniedrigten Menge an GRAF- Transkripten wurde eine mogliche Ursache fiir
die Tumorentstehung gesehen (59). Eine signifikant erniedrigte Menge an Transkripten miisste
folglich auch zu erniedrigten Mengen an Protein fithren. Wenn nur wenig oder gar kein Protein
vorhanden ist, kann dieses auch nur schwer bzw. moglicherweise gar nicht mit den angewandten
immunhistochemischen Methoden nachgewiesen werden. Analog zu diesen Ergebnissen konnte
auch der fehlende Nachweis des GRAF- Proteins bei den untersuchten Tumorgruppen in der
vorgelegten Arbeit als Erklirung dienen.

Der fehlende Nachweis von GRAF konnte auch mit dem Gewebeursprung bzw. Zelltyp der
jeweiligen Tumorgruppen zusammenhingen. So war GRAF in normalem Gewebe des Menschen
vor allem im Zytoplasma der Zellen des epithelialen Gewebes vieler Organe nachweisbar,
allerdings praktisch nicht in stromalem Gewebe bzw. Gewebe mesenchymalem Ursprungs (33). In
den durchgefiihrten Northern Plots war keine mRNA- Expression von GRAF in gesundem
Lungen-, Leber-, Nieren- und Skelettmuskelgewebe nachweisbar. Auch immunhistochemisch
zeigte sich nur eine minimale bzw. meist fehlende Proteinexpression in allen drei Muskelzelltypen
und den peripheren Nervenzellen. Nun handelt es sich bei den Sarkomen des Kindes- und
Jugendalters und speziell bei der Gruppe der RMS und EWS um Tumore mit mesenchymalem
Gewebeursprung, bei denen man aufgrund der Expressionsergebnisse in gesundem Gewebe
physiologischerweise nicht zwingend einen Nachweis von GRAF erwarten wirde.
Die NEP bestehen jedoch sowohl aus epithelialen, als auch aus mesenchymalen
Gewebekomponenten. Und die NBL bzw. die GNBL nehmen eine ,,besondere Stellung ein, da
sie zu einem bestimmten Anteil Ganglienzellen enthalten, in denen, in den Untersuchungen von
Borkhardt und Kollegen, eine starke Expression des GRAF- Proteins nachweisbar gewesen war
(33). Man hitte also bei den NEP und noch mehr bei den NBL eine GRAF- Expression erwarten
koénnen. Dabei muss jedoch die Tatsache beachtet werden, dass das normale Nierengeweben des
Erwachsenen, sowie die peripheren Nervenzellen keine physiologische GRAF- Expression gezeigt

hatten. Konnte aus dieser Betrachtungsweise der fehlende Nachweis von GRAF in den hier
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untersuchten Tumorgruppen moglicherweise darauf hinweisen, dass GRAF gar keine Bedeutung
fir die Zellzyklusprogression in den untersuchten Tumorgruppen hat und deshalb nicht
nachgewiesen werden konnte? Oder ist die geringe bis fehlende Expression des GRAF- Proteins
mit der Hypothesen von Taylor und Kollegen zu vereinbaren, die in ithrer Arbeit nachwiesen, dass
GRAF spezifisch die Aktivitit von Rho reguliert und damit moglicherweise sowohl eine Signal-
terminierende Wirkung, als auch eine Signal- Gibermittelnde Wirkung haben kann (35)? Sie zeigten,
dass GRAF in Swiss 3T3 Zelllinien (Zelltyp ,,Fibroblasten®) die Rho- Aktivitit herunter reguliert,
hingegen in PC12 Zelllinien (Zelltyp ,,Phiochromozytom®) die Rho- Aktivitit weiter verstirkt. Es
wurde vermutet, dass dies mit den unterschiedlichen endogenen Mengen an GRAF- Protein in den
Zelllinien zusammenhingt. So wurde keine nachweisbare Expression von GRAF in Swiss 3T3
Zellen (und anderen Fibroblasten) gefunden, wihrend es in PC12 Zelllinien eine hohe Expression
zeigte (35). Wiirde man also davon ausgehen, dass GRAF in physiologischer Weise nicht bzw. nur
in geringen endogene Mengen in den sich transformierenden Zellen der untersuchten kindlichen
Tumorgruppen vorliegt, konnte dies, entsprechend dem Ansatz von Taylor und Kollegen
bedeuten, dass auch Rho vermehrt herunter reguliert wire. Dadurch wiirde der vermeintliche
Einfluss von RhoA auf p21 und dessen regulativer Einfluss auf die Progression des Zellzyklus, wie
im Modell von Borkhardt et al (Abb. 5, S. 24) dargestellt, nicht mehr ausgetibt werden kénnten,
was zur Zellproliferation und Tumorentwicklung beitragen wiirde. Damit wiirde die Theorie, dass
es sich um ein Tumorsuppressorgen handelt, welches in seiner Struktur und Funktion so verindert

ist, dass es seine physiologische Funktion nicht mehr erfiillen kann, weiter gestiitzt.
53.2 FAK

Die Fokale Adhisionskinase (FAK) bindet zusammen mit vielen verschiedenen Adapter- und
Strukturproteinen in fokalen Adhisionen auf der zytoplasmatischen Seite von transmembraniren
Proteinen. Nach extrazellulirer Stimulation ist es an der Signalweitetleitung nach intrazelluldr
beteiligt (60). FAK hat daher sowohl Relevanz bei der Ausbildung und Verankerung des
Zytoskeletts an die Plasmamembran und extrazellulire Matrix (EZM) und somit den Vorgingen
bei Adhision und Migration, aber auch auf Proliferation und Apoptose (61). In den in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Gruppen kindlicher Tumore konnte in fast allen Fallen mittels
immunhistochemischer Firbungen eine Expression von FAK mit mindestens einem der
verwendeten drei AK nachgewiesen werden. Insgesamt unterstreicht dies die zentrale Bedeutung
dieser Tyrosinkinase sowohl im Sinne eines physiologischen Zellwachstums, aber auch bei der
Tumorentstehung in den untersuchten Tumorgruppen kindlicher Tumore. FAK beeinflusst
verschiedene intrazellulire Signalkaskaden durch Interaktion mit verschiedenen Signalproteinen.

Dabei haben Phosphorylierungen an verschiedenen Stellen von FAK eine entscheidende
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Bedeutung fir seine Aktivierung und Funktion. So wird durch Phosphorylierung am
Tyrosinrest 397, der als Autophosphorylierungsstelle identifiziert wurde, die Bindung mit der Src-
Kinase ermdglicht (62). Liegen beide Kinasen dann in einem aktivierten Komplex vor, kommt es
sowohl zu Phosphorylierungen an anderen Stellen von FAK, als auch zur Bindung an andere
Proteine, wie bspw. Paxillin und p130Cas, die wiederum tber Adapterproteine wie Crk zu einer
Aktivierung des MAPK- Wegs fuhren kénnen (63). Der Komplex aus aktiviertem FAK und Src
begiinstigt auch die Bindung an das Adapterprotein Grb2 nach Tyrosinphosphorylierung an
Position 925, wodurch in Abhingigkeit von bestehender Zelladhision erneut eine Aktivierung
bzw. Regulation, des MAPK- Weg ermoglicht wird (63). An diversen malignen Tumoren des
Menschen konnte die Bedeutung von FAK fiir die Tumorgenese und Tumorprogression belegt
werden (43, 64-70). Viele der untersuchten Tumoren zeigten eine Uberexpression von FAK (57).
Sowohl die Tumorprogression von epithelialen, als auch von mesenchymalen Tumoren wurde von
einer erhohten FAK- Expression begleitet, was zu der Vermutung fiihrte, dass die FAK-
Expression als Marker fiir das invasive Potential eines Tumors herangezogen werden kann (71).
Bei Mamma und Colon Karzinomen konnte eine Uberexpression von FAK mRNA nachgewiesen
werden, fir die in erster Linie eine Mutation im Tumorsuppressorgen p53 verantwortlich gemacht
wurde (72, 73). Auch fiir die Gruppe der NBL wurde bereits mehrfach eine FAK- Uberexpression
beschrieben. In diesem Kontext wurde die Bedeutung der Autophosphorylierung und
Komplexbildung mit der Src- Kinase als wesentlich fiir den Schutz der Tumorzellen vor Apoptose
nachgewiesen (74). Von Beierle und Kollegen konnte letzthin die Interaktion von FAK mit dem
vaskuliren endothelialen Wachstumsfaktorrezeptor 3 (VEGFR-3) als entscheidend fir das
Ubetleben von menschlichen Neuroblastom- Zelllinien beschrieben werden (75), weshalb in der
Unterbrechung dieser Interaktion ein moglicher neuer bzw. weiterer Ansatz fiir die Therapie von
NBL gefunden wurde (76). Aber auch regulative Einflisse an FAK durch das Onkogen N-MYC
scheinen im Hinblick auf Zellinvasion, Migration und Metastasierung an der Tumorentstehung
und Progression beteiligt zu sein (53, 77). Weiterhin ist fur die Gruppe der EWS eine FAK-
Uberexpression beschrieben worden, gemeinsam mit einer Uberexpression von C-MYC, dem in
diesen Fillen ein entsprechender regulativer Einfluss auf FAK zugeschrieben wurde (78). Ebenso
konnte ein direkter Finfluss von FAK auf die Regulation von Rho- GTPasen nachgewiesen
werden. So wird FAK eine Vermittlerfunktion bei der lokal und zyklisch ablaufenden Aktivierung
von Guanin- Nukleotid Austauschfaktoren (GEF) und GTPase aktivierenden Proteinen (GAP)
zugeschrieben. GEF aktivieren Rho GTPasen, wihrend GAP sie deaktivieren (79). Damit hat
FAK eine entscheidende Rolle, sowohl bei der Beeinflussung der Rho- GTPasen, als auch bei

verschiedenen Stufen, die fir die gerichtete Zellmigration von Bedeutung sind (79).
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5.3.3 GRAF und FAK

Das GRAF- Protein bindet mit seiner carboxyterminalen SH3-Domaine an der prolinreichen
Sequenz des Carboxyterminus seines Interaktionspartners FAK pp125 (31). Bei GRAF handelt es
sich um ein vermeintliches Tumorsuppressorgen mit negativ regulierendem Einfluss auf RhoA
(33). In der Folge kime es physiologischerweise zu einer gechemmten Zellzyklusprogression. Da
sich in den untersuchten Tumorgruppen durchweg so gut wie keine Expression des GRAF-
Proteins nachweisen lief3, im Vgl. dazu allerdings eine deutliche, wenn auch nicht immer homogen
ausgepragte Expression von FAK, kénnte es zum einen sein, dass FAK in seiner Funktion bei der
Tumorentstehung der untersuchten soliden Tumore des Kindesalters nicht auf die Anwesenheit
von GRAF angewiesen ist, da es selbst direkten regulativen Einfluss auf die Rho- GTPasen
Aktivitit nehmen und gleichzeitig die gerichtete Zellmigration modulieren kann (79). Andererseits
wire es denkbar, dass gerade durch das Fehlen von GRAF, dem Interaktionspartner von FAK, die
onkogene Transformation der Zellen durch FAK beglinstigt wird. Die nicht vorhandene GRAF-
Protein- Expression konnte ein mal3geblicher Faktor bei der Tumorentstehung sein. So wurde
bspw. in einer Untersuchung von Einzelfillen von MDS und CML (58) und an einer Gruppe von
AML- Fillen im Vgl. zu nicht neoplastischen hidmatologischen Erkrankungen (59), eine herunter
regulierte Expression von GRAF- Gen- Transkripten festgestellt und darin eine mdgliche Rolle fur
die Leukimogenese vermutet. Auch konnte man vermuten, dass durch die regulativ wirkende
Phosphorylierung der SH3- Domaine des GRAF- Proteins durch die MAPK (40) ein verindertes
Bindungsverhalten an FAK resultiert, wodurch GRAF moglicherweise Bindungen mit anderen
Proteinen als FAK eingeht und damit nicht mehr seine physiologische Funktion erfiillen kann bzw.
eine die Zellzyklusprogression begtnstigende Wirkung hat. So wurde bereits tber eine Bindung
von GRAF an die Tyrosinkinase ,,Zelladhidsionskinase Beta® (CAKbeta) berichtet, die tiber eine
ithrer beiden Prolin- reichen Sequenzen eine Bindung an die SH3- Domaine von GRAF mit
wesentlich hoherer Spezifitit aufwies, als dies fir die Bindung der Prolin- reichen Sequenz von
FAK der Fall ist (80). Die das GRAF- Protein vermeintlich regulierende MAPK kann wiederum
tber mindestens zwei Signalwege durch FAK beeinflusst werden. Zum einen tiber die aktivierende
Komplexbildung mit der Src- Kinase, zum anderen tber das Protein Grb2 (s. Kap. 5.3.2, S. 79).
Kime es iber diesen Signalweg zu einer vermehrten Aktivierung bzw. Expression von FAK
konnte daraus moglicherweise auch eine vermehrte MAPK- Aktivitit resultieren. Durch vermehrte
MAPK- Aktivitit konnte u. a. GRAF vermehrt phosphoryliert und damit, wie von Taylor und
Kollegen beschrieben (40), reguliert werden. Die dadurch verinderte Struktur des GRAF- Proteins
konnte eine verinderte intrazellulire Zielerkennung, sowie ein verindertes Bindungsverhalten an
FAK bewirken. Durch diese regulativen Vorginge auf Proteinebene wire daher sowohl eine

verinderte Funktion bzw. ein Funktionsverlust des GRAF- Proteins denkbar, als auch der
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immunhistochemische Nachweis erschwert bzw. unmoglich. Fir die beschriebenen regulativen
Verinderungen des GRAF- Proteins wire somit nicht zwingend eine Mutation des GRAF- Gens
selbst, mit daraus resultierender verinderter Proteinexpression ursichlich notwendig. Eine
vermehrte FAK- Aktivierung bzw. Uberexpression und deren regulativer Einfluss ist insofern
moglich und denkbar, als dass bereits bei vielen Tumoren des Menschen eine FAK-
Uberexpression beschrieben wurde (s. auch Kap. 5.3.2, S. 79) und als ursichlich mit der malignen
Transformation, allerdings weniger dem invasiven Potential, der Tumorzellen in Verbindung
gebracht wurde (81). Zwischen einer normalen Expression bzw. Uberexpression von FAK konnte
in dieser Arbeit keine genaue quantitative Unterscheidung erfolgen. Einerseits missten hierzu
vergleichende Untersuchungen zum FAK- Nachweis auf Proteinebene an dem entsprechenden
nicht- malignen Gewebe erfolgen. Vor allem wiren jedoch vergleichende Untersuchungen der
Menge von FAK- Transkripten auf molekularer Ebene notwendig, wie dies bspw. in einer Arbeit
von Weiner und Kollegen erfolgte (82), die fast keine Expression von FAK mRNA in
Normalgewebe, jedoch eine deutliche Expression in Tumor- und Metastasengewebe zeigen
konnten. Dies fiihrte zu der Annahme, dass eine FAK Uberexpression Signaltransduktionswege
begleitet, die an der Tumorzellinvasion beteiligt sind. Zur weiteren Aufklirung der Regulation und
des Zusammenspiels von GRAF und FAK und ihren Einfluss auf Tumorentstehung und
Wachstum, miissen erginzende Untersuchungen zur Expression der an der Signaltransduktion
mitbeteiligten Proteine, sowohl auf molekulargenetischer als auch auf Proteinebene erfolgen.
Hierzu kénnten bspw. das durch FAK aktivierte Protein Grb2 bzw. die durch FAK aktivierte und
komplexierte Src- Kinase, aber auch weitere Interaktionspartner von GRAF, wie CAKbeta oder
das durch GRAF regulierte RhoA, sowie das mogliche Verbindungsglied zwischen FAK und
GRAF, die MAPK, weiteren Aufschluss geben.

5.3.3.1 ED 98015- vs. FAK- Immunreaktivitit in den Haupttumorgruppen

Sowohl fir die Tumorgruppe der NEP, als auch fir die Tumorgruppe der NBL und die
Tumorgruppe EWS und PNET zeigte sich ein signifikanter Unterschied beim Vgl. der
Firbeintensitit bzw. Immunreaktivitit zwischen dem AK ED 98015 und jedem der drei
FAK- AK. Dies lasst sich in erster Linie auf der praktisch fehlenden Reaktion bei der
immunhistochemischen Firbung mit dem AK ED 98015, einer jedoch deutlichen Reaktion bei der
immunhistochemischen Firbung mit allen drei FAK- AK begrinden. Fur die Tumorgruppe der
RMS kann diese Beobachtung bzw. Begriindung analog auch fir den signifikanten Unterschied
beim Vgl. der Firbeintensitit zwischen dem AK ED 98015 zu den AK FAK C 20 und
FAK A 17 angewandt werden. Lediglich bedingt durch die relative schwache bzw. fehlende

Farbeintensitit von FAK C 903 in dieser Tumorgruppe, und die bekanntermallen fehlende bis
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schwache Firbeintensitit von ED 98015 in allen Tumorgruppen, zeigte sich im Vgl. dieser AK

zueinander kein signifikanter Unterschied.

5.3.3.2 Vergleich der FAK- Immunreaktivititen in den Haupttumorgruppen

Beim Vgl. aller drei FAK- AK- Immunreaktivititen untereinander ergab sich kein signifikanter
Unterschied fiir die Tumorgruppe der NEP und die Tumorgruppe der EWS und PNET, was
darauf schlieBBen ldsst, dass sowohl der Carboxy-, als auch der Aminoterminus von FAK mit den
drei angewandten AK detektiert werden konnte. Zum anderen waren damit fiir die Gruppe der
NEP und die Gruppe der EWS und PNET alle drei AK gleichermal3en gut zur Untersuchung der
FAK- Proteinexpression anwendbar. In der Tumorgruppe der NBL war ebenso kein signifikanter
Unterschied beim Vgl. der Immunreaktivitit von FAK C 20 mit FAK A 17 nachweisbar, die beide
eine schwache Immunreaktivitit zeigten. Jedoch war beim Vgl. von FAK C 20 und FAK A 17 mit
dem insgesamt etwas stirker reagierenden FAK C 903 AK ein signifikanter Unterschied
nachweisbar. So erscheint in der Tumorgruppe der NBL am besten fiir den Nachweis von FAK
geeignet zu sein, gleichwohl es keinen Unterschied beim Vgl. von FAK C 20 und FAK A 17 gab,
die beide ebenfalls eine gute, aber insgesamt schwichere Reaktion als FAK C 903 zeigten. Fur die
Tumorgruppe der RMS war erneut kein signifikanter Unterschied beim Vgl. der Immunreaktivitit
von FAK C 20 mit FAK A 17 nachweisbar, dies aufgrund der guten bzw. deutlichen
Farbeintensitit beider AK. Auch hier ergaben sich jedoch signifikante Unterschiede beim Vgl. der
Immunreaktivitit von FAK C 20 und FAK A 17 jeweils mit FAK C 903. Dies war fir die Gruppe
der RMS durch die schwache bis fehlende Immunreaktivitit von FAK C 903 begriindet. So wiren
tir die Tumorgruppe der RMS FAK C 20 und FAK A 17 gleichermallen gut zum Nachweis von
FAK geeignet und der AK FAK C 903 sollte nur nachrangig zur Anwendung kommen.
Zusammenfassend war in allen vier Tumorgruppen kein Unterschied in der
immunhistochemischen Reaktion zwischen FAK C 20 und FAK A 17 nachweisbar. Jedoch
erscheint, trotz der besseren Immunreaktivitit von FAK C 903 in der Tumorgrupppe der NBL,
aber auch deutlich schlechteren Immunreaktivitit von FAK C 903 in der Tumorgruppe der RMS,
und unter Beachtung des im folgenden Kap. 5.3.3.3, S. 83 erlduterten Vgl. zwischen Paraffin-
eingebettetem mit kryokonserviertem Gewebe, insgesamt der AK FAK C 20 am besten fiir den

immunhistochemischen Nachweis von FAK geeignet zu sein.

5.3.3.3 Paraffin- eingebettetes vs. kryokonserviertes Gewebe

Ein Vergleich der AK- Firbeintensititen bzw. Immunreaktivitit von Paraffin- eingebettetem zu
kryokonserviertem Gewebe in Form verbundener Stichproben, war nur im Bezug auf das

Gesamtkollektiv, also unter Einbeziehung aller in dieser Arbeit untersuchten Tumorgruppen
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moglich. Somit sind keine spezifischen Aussagen bzgl. des Verhaltens innerhalb der einzelnen
Tumorgruppen moglich, und auch insgesamt ist die Aussagekraft dieser Auswertung
eingeschrinkt, da zusammengefasst nur 20 Fille betrachtet werden konnten. Fir den AK
ED 98015 lag der Median in beiden Gewebekonservierungsformen bei Null und somit in der
Gruppe ,.fehlende Firbeintensitit™, ungeachtet der Tatsache, dass im Wilcoxon- Test rechnerisch
noch knapp ein signifikanter Unterschied zu verzeichnen war. Dies scheint fiir die Praxis jedoch
aufgrund der global sehr schlechten immunhistochemischen Reaktion bzw. Firbeintensitit von
ED 98015 in beiden Konservierungsformen keine Relevanz zu haben. Fir die AK FAK C 903
und FAK A 17 ergab sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied zwischen den
Gewebekonservierungsformen, wobei hier jedoch keine Relevanz fiir die Gruppe der fehlenden
Firbeintensitit festgestellt werden konnte, sondern lediglich eine Differenz der Mediane, die bei
Paraffin- eingebettetem Gewebe im Bereich schwacher Farbeintensitit und fir das
kryokonservierte Gewebe im Bereich starker Firbeintensitit lagen. Die Tatsache, dass mit den
FAK- AK C 903 und A 17 ein Nachweis des Proteins in beiden Gewebekonservierungsformen
moglich war, sollte beachtet werden. Somit ist keiner der beiden AK gianzlich ungeeignet, wie man
dies fir einen signifikanten Unterschied bspw. beim Vgl. von fehlender zu nachweisbarer
immunhistochemischer Reaktion/ Firbeintensitit, und zwar unabhingig von einer Abstufung in
schwache oder starke Firbeintensitit, annehmen misste. Fir die Betrachtung einer mdglichen
Uberexpression wire allerdings eine optimale Firbeintensitit wiinschenswert, unabhingig davon in
welcher Gewebekonservierungsform das Material vorliegt. Daher sollte diese Beobachtung in
zukinftigen Untersuchungen weiter verfolgt werden und bei Bestitigung des sich abzeichnenden
Trends konsequenterweise eine Methodenverbesserung oder bspw. die ausschlieBliche
Untersuchung von kryokonserviertem Gewebe angestrebt werden. Fir den AK FAK C 20 war
kein signifikanter Unterschied nachweisbar, wobei der Median beider
Gewebekonservierungsformen im Bereich schwacher Firbeintensitit lag. FAK C 20 scheint also
bei den in dieser Arbeit untersuchten Tumoren am homogensten zu reagieren und ist damit am

ehesten zu favorisieren um FAK, unabhingig von der Gewebekonservierungsform, zu detektieren.

5.4 WACHSTUMSFRAKTION (MIB-1)/ KI 67- INDEX IN DEN TUMORGRUPPEN

Der = statistisch signifikante Unterschied beim Vgl. der Wachstumsfraktion (MIB-1
Immunreaktivitit) hinsichtlich der verschiedenen Tumorgruppen lie3 sich in dieser Arbeit
wahrscheinlich in erster Linie durch eine leicht erhéhte MIB-1 Immunreaktivitit in der
Tumorgruppe der RMS und eine deutlich geringere bis fehlende Reaktivitit bei den wenigen, mit
in die Berechnung einbezogenen GN erkliren, war doch fir die Tumorgruppen der NEP, NBL,
bzw. EWS und PNET kein deutlicher Unterschied der Mittelwerte und Mediane (s. Tab. 11, S. 65)
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nachweisbar. Die fast fehlende Reaktion in der Tumorgruppe der GN konnte erwartet werden, da
es sich bei den GN doch um praktisch ausdifferenzierte und im eigentlichen Sinne nicht mehr
maligne Tumore handelt, die damit auch keine erhéhte Proliferationsrate mehr aufweisen sollten.
Unterschiedliche Mediane bzw. Mittelwerte, aber auch die Spannweite von minimaler bis
maximaler Wachstumsfraktion (MIB-1 Immunreaktivitit) innerhalb der einzelnen Tumorgruppen
erschienen aufgrund des unterschiedlichen Gewebeursprungs der Tumore moglich und wurde
auch in anderen Arbeiten beschrieben (83-86). So gaben de Alava und Kollegen in Ihrer Arbeit zu
EWS ein Mittelwert von 21% und einen Median von 14% positiv reagierender Tumorzellen bei
der immunhistochemischen Firbung zum Nachweis des Ki 67 Antigens an (83). Die Arbeit von
San Miguel- Fraile und Kollegen (86) berichtet iiber eine Spannweite von 0 bis 42%, bei einem
Mittelwert von 18% positiv reagierender RMS- Tumorzellen bei der immunhistochemischen
Farbung mit MIB-1. In der Arbeit von Rudolph und Kollegen wurde ein Grenzwert bzw.
Schwellenwert der prozentualen Ki- S5 Reaktivitit in NBL von 25% positiv reagierender Zellen
fir die weitere statistische Auswertung herangezogen (85). Ki-S5 ist ebenfalls ein fir
Untersuchungen an Formalin- fixiertem, Paraffin- eingebettetem Gewebe geeigneter Antikorper,
der dhnlich dem MIB-1 Antikorper, das Ki 67 Antigen nachweist. In einer Arbeit von Ghanem
und Kollegen wurden nur NEP- Fille untersucht, die eine prioperative Chemotherapie erfahren
hatten. Uber die iibliche Auswertung hinaus wurde innerhalb der Gruppe der NEP eine statistisch
signifikante, unterschiedliche MIB-1 Immunreaktivitit fur die epithelialen Zellen im Vgl. mit den
Blastemzellen des Tumorgewebes nachgewiesen (84). Auch durch Juric und Kollegen wurde ein
statistisch signifikanter und hoherer Ki 67 Proliferationsindex fir den epithelialen im Vgl. zum
blastemalen Gewebeanteil der NEP festgestellt, bei einem Mittelwert von 21% zu 12% positiv
reagierender Zellen (87). Eine entsprechende Unterscheidung und Auswertung der einzelnen
Gewebekompartimente innethalb des NEP- Kollektivs/ NEP- Tumotgewebes wurde in der
vorliegenden Arbeit allerdings nicht vorgenommen. Auch wurden sowohl Fille ohne, als auch mit
pracoperativ erfolgter Chemotherapie untersucht. Vergleicht man die vorgenannten Arbeiten mit
den untersuchten Tumorgruppen dieser Arbeit muss beachtet werden, dass es sich in der
vorliegenden Arbeit um deutlich kleinere StichprobengroBen handelt, als dies in den zitierten
Arbeiten, in denen nur je eine einzige Tumorgruppe mit allerdings grof3eren Fallzahlen untersucht

wurde, der Fall war.

5.4.1 Mitoserate und deren Korrelation zur Wachstumsfraktion (MIB-1)

Im Vgl. aller Tumorgruppen miteinander konnte kein signifikanter Unterschied bzgl. der Anzahl
der Mitosen gefunden werden, was sich vor allem daraus erklirt, dass in allen Gruppen insgesamt

nur eine relativ geringe Anzahl an Mitosen nachweisbar war, bei einem von Mittelwert 2,98 und
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einem Median von nur 1,0 Mitose(n). In der Tumorgruppe der Ganglioneurome waren keinerlei
Mitosen mehr nachweisbar. Beim Vgl. der Mitoserate mit der Wachstumsfraktion (MIB-1
Immunreaktion) zeigten sich erwartungsgemal3 deutlich hohere Werte fir die prozentuale Anzahl
an positiv reagierenden Zellen in der immunhistochemischen Farbung mit MIB-1. Dies erklirt sich
durch die Spezifitit des AK, der alle Zellen, die sich nicht in der Ruhephase des Zellzyklus
befinden, nachweist. Insgesamt war dennoch eine geringe Korrelation zwischen der MIB-1
Immunreaktivitit und der Anzahl der Mitosen nachweisbar, mit einem Korrelationskoeffizient von

r= 0,396 nach Spearmans Rho (s. Abb. 38, S. 60).

5.4.2 Wachstumsfraktion (MIB-1) mit vs. ohne priaoperative Chemotherapie in der

Gruppe der NEP

In der Gruppe der NEP konnte beim Vgl. der Fille mit vs. der Fille ohne prioperativ
durchgefiihrte Chemotherapie im Hinblick auf die Wachstumsfraktion (MIB-1 Immunreaktivitit)
kein signifikanter Unterschied gefunden werden. Dies war wahrscheinlich in erster Linie auf die
zwei relativ kleinen Teilgruppen zuriickzufiihren, die miteinander verglichen wurden. Wie anhand
der graphischen Darstellung Abb. 39, S. 67 ersichtlich, kénnte man dennoch einen Trend
dahingehend vermuten, dass die Wachstumsfraktion (MIB-1 Immunreaktivitit) durch die
praoperativ erfolgte Chemotherapie reduziert wird, da in dieser Gruppe der Median geringer war,
bei insgesamt jedoch groflerer Spannweite der Einzelwerte, so dass kein statistischer Unterschied
nachgewiesen werden konnte. Auch in diesem Fall muss wohl am ehesten die Stichprobengréf3e als
ursiachlicher Faktor angesehen werden. Unabhingig von der Stichprobengrofle wire eine
Uberpriifung der Wachstumsfraktion (prozentuale MIB-1 Immunreaktivitit) an verbundenen
Stichproben wiinschenswert, d.h. im gleichen Fall anhand des Biopsiegewebes vor, bzw. dem
Resektatgewebe nach, erfolgter Chemotherapie. Analog dem in der NEP- Gruppe vermuteten
Trend sollte man eine Reduktion der Wachstumsfraktion (prozentuale MIB-1 Immunreaktivitit)
im Resektatgewebe nach prioperativ erfolgter Chemotherapie erwarten kénnen, so es sich um eine
effektive bzw. wirksame Therapie handelt, die zu einer Reduktion der Wachstumsfraktion der
Tumorzellen fithrt, wie dies bspw. fiir das Mamma- Karzinom bereits beschrieben wurde (88). Um
dies zu belegen, wiren weitere Untersuchungen an grof3eren und verbundenen Stichprobengrof3en

notwendig.

5.4.3  Wachstumsfraktion (MIB-1) im Vgl. zu FAK- Immunreaktivitit

Bereits beim rein deskriptiven Vgl. der berechneten Mittelwerte und Standardabweichungen der
Wachstumsfraktion (MIB-1 Immunreaktivitit) zeigten sich in allen Tumorgruppen und fir alle drei

FAK- AK getrennt kategorisiert in fehlende, schwache und starke FAK- Immunreaktivitit, sehr
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dhnliche bzw. iberlappende Werte. Aufgrund der im Verhaltnis kleinen Stichprobengré3en konnte
man daher bereits davon ausgehen, dass es keinen statistisch signifikanten Unterschied beim Vgl.
der Hohe der Wachstumsfraktion (MIB-1 Immunreaktivitit) im Hinblick auf die Stirke der
Immunreaktivitit bzw. Proteinexpression von FAK gibt. Die erginzend berechneten Signifikanzen
tberstiegen deutlich das Signifikanzniveau von p=0,05 und belegten damit zusitzlich diese
Annahme. Die Wachstumsfraktion (MIB-1 Immunreaktivitit) muss im Fall der untersuchten
soliden Tumoren des Kindesalters sehr wahrscheinlich als unabhingiger prognostischer Faktor

gewertet werden.
5.5 REZIDIV- UND UBERLEBENSANALYSE

5.51 Ereignis- freies Uberleben und Gesamtiiberleben

Die Tatsache, dass zwischen den vier untersuchten Tumorgruppen kein signifikanter Unterschied
bzgl. der EFS und des OAS festzustellen war, konnte zum einen durch die zur statistischen
Auswertung in dieser Arbeit vorliegenden, kleinen Stichprobengréfle der einzelnen Gruppen
erklirt werden (s. Kap. 4.5.1, S. 70). Zur Problematik der kleinen Stichprobengro3en kommt noch
erschwerend hinzu, dass es sich um eine grof3e Zeitspanne von fast 25 Jahren handelt, in der die
Erstdiagnosestellung erfolgte. In dieser Zeitspanne lagen sowohl prognostisch ungunstigere
Zeitraume, wie bspw. die 80er Jahre mit im Verhiltnis noch eingeschrinkten
Behandlungsmoglichkeiten, als auch prognostisch giinstigere Zeitraumen ab dem Jahr 2003.
Beide Zeitriume gingen je nach Anzahl an vorliegenden Fillen und Verlaufsdaten, und somit
zufillig, in die Gesamtauswertung ein. FEine Aufteilung nach prognostisch bzw. therapeutisch
unterschiedlichen Zeitriumen und im Folgenden getrennte statistische Auswertung wire jedoch
aufgrund  der damit noch  kleineren  FEinzelfallzahlen nicht sinnvoll — gewesen.
Die berechnete Ereignis- freie und Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit fir die in dieser Arbeit
untersuchten Fille war bei der Gruppe der NBL am gilnstigsten, gefolgt von den bereits
schlechteren Chancen der Gruppe der NEP. Die EWS und RMS zeigten die niedrigsten und
praktisch identischen Werte der berechneten Gesamtiberlebens- und FEreignis- freien
Ubetlebenswahrscheinlichkeiten auf. Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse entsprachen
somit nicht den Daten die fiir die 5- Jahrestuberlebenswahrscheinlichkeit durch das ,,Deutsche
Kinderkrebsregister” sowohl im Jahresbericht 2005, als auch im Jahresbericht 2012 veréffentlicht
wurden. Dies kann sowohl im Bezug auf die aktuellsten Daten zu den Erkrankungsfillen von
2003-2012, als auch in Bezug auf die zusitzlich angefugten, friheren Daten des
Beobachtungszeitraums von 1980-2004, welcher nahezu identisch mit dem Erstdiagnosezeitraum

der in dieser Arbeit untersuchten Fille ist, festgehalten werden (s. auch Tab. 1, S. 14). Wurde nach
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den neueren Daten doch die beste 5- Jahrestiberlebenswahrscheinlichkeit den NEP zugesprochen
(94%,), gefolgt von den NBL (79%), und den sich praktisch entsprechenden Angaben zu RMS
(72%) und EWS (70%), welche im Vgl. zu den NEP bereits deutlich schlechter ausfielen.
Allerdings ergab sich auch bei den Daten der 5- Jahrestuberlebenswahrscheinlichkeit des
,Deutschen Kinderkrebsregisters® fiir die Gruppen der NBL, EWS und RMS kein statistisch
signifikanter Unterschied der Tumorgruppen zueinander. Dennoch muss beachtet werden, dass die
Erfassung des ,,.Deutschen Kinderkrebsregisters® fast 95% aller Erkrankungsfille Deutschland-
weit erfasst und tber einen Zeitraum von vielen Jahren, seit dem Griindungsjahr 1980, generiert
wurde (2), wodurch es sich um eine wesentlich grélere Einzelgruppen- bzw.
Gesamtstichprobengrofle handelt. Bei den in der vorgelegten Arbeit ausgewerteten Fillen lag
sowohl innerhalb der Tumorgruppen, als auch insgesamt eine groBere Variabilitit der
Nachbeobachtungsdaten vor. Bspw. verfiigten Fille die in den 80er Jahren diagnostiziert wurden
tber einen lingeren Nachbeobachtungszeitraum, als Fille die in 2003 und 2004 diagnostiziert
wurden und daher weniger sichere, weil hochgerechnete Verlaufsdaten lieferten. Die untersuchten
Fille waren auBlerdem nicht gleichmaBlig auf die einzelnen Jahre innerhalb des
Gesamtdiagnosezeitraums ~ verteilt, wie die genannten Vergleichsdaten des ,,Deutschen
Kinderkrebsregisters® dies naturgemal3 und mit deutlich héherer Wahrscheinlichkeit waren. Durch
den insgesamt langen Gesamtdiagnosezeitraum konnten auch Wechsel von Therapieschemata
innerhalb der einzelnen Tumorgruppen die erhobenen Daten und statistischen Berechnungen im
Hinblick auf Gesamtiiberleben und Ereignis- freiem Uberleben, sowie den entsprechenden
Wahrscheinlichkeiten, beeinflusst haben, wobei diese Einflussfaktoren jedoch in gleicher Weise
auch fur die Daten des ,,Deutschen Kinderkrebsregisters® gelten. Ein Zusammenspiel der
genannten Faktoren konnte somit die Abweichung der berechneten
Uberlebenswahrscheinlichkeiten dieser Arbeit im Vgl. zu den hier exemplarisch gewihlten

Referenzdaten des ,,Deutschen Kinderkrebsregisters® erklaren.

5.5.2 MIB-1 und Gesamtiiberleben

Es konnte bei keiner der vier untersuchten Tumorgruppen ein signifikanter Einfluss der
Wachstumfraktion (MIB-1) auf das Gesamtiberleben nachgewiesen werden. Zur Klassierung der
Wachstumsfraktion wurde als Schwellenwert der Gesamtmedian (12%) der MIB-1
Immunreaktivitit (s. Tab. 17, S. 73) herangezogen, da fir jede Tumorgruppe einzeln bestimmte
Schwellenwerte aufgrund der kleinen Fallzahlen fiir die statistische Auswertung nicht mehr sinnvoll
erschienen. In einer Arbeit zu NBL konnten Rudolph und Kollegen, jedoch bei einem
angewandten Schwellenwert von 25% Ki-S5 Reaktivitit, eine signifikante Korrelation der

Proliferationskapazitit (= Wachstumsfraktion) der untersuchten NBL mit dem nach Kaplan-Meier
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berechneten kumulativen krankheitsfreien Uberleben zeigen. Auch wurde in der multivarianten
Analyse die anhand der Ki-S5 Reaktivitit ermittelte Proliferationskapazitit als einer der wichtigsten
prognostischen Faktoren bestitigt (85). Nach deren Erfahrung konnte bei Firbung an den gleichen
Proben eine identische Immunreaktivitit mit Ki-S5 und MIB-1 im Hinblick auf den Nachweis des
Ki 67 Antigens erzielt werden, wobei je nach Antikorperkonzentration MIB-1 eine nicht-
spezifische, zytoplasmatische Kreuzreaktivitit zeigte, welche bei Ki-S5 nicht erfolgte. Aullerdem
sei die Proliferationskapazitit als prognostischer Faktor weniger von der Auswertungsmethode,
sondern vielmehr von der adiquaten Festsetzung des Schwellenwerts abhingig. Weiterhin zeigten
die NBL je nach histologischer bzw. histopathologischer Einteilung, sowie im Hinblick auf eine
bereits priaoperativ durchgefithrte Chemotherapie eine unterschiedliche Proliferationskapazitat.
In einer Arbeit zu 48 NEP- Fillen wurde ebenfalls die Proliferationskapazitit in den einzelnen
histologischen Kompartimenten bestimmt (87). Hier ergaben sich signifikant hohere Werte fiir die
epithelialen Zellen im Vgl. zum blastemischem Tumoranteil. Weiterhin zeigte sich fir die
Tumorstadien I und II ein signifikant hoherer Proliferationsindex. Es wurde gefolgert, dass es sich
bei Ki 67 um einen guten Marker zur Bestimmung der Proliferationsaktivitit bet NEP handelt, der
bei NEP jedoch als klinisch- prognostischer Marker weniger geeignet zu sein scheint.
Aufgrund der geringeren Stichprobengréflen der einzelnen Tumorgruppen konnte bzw. wurde in
der vorliegenden Arbeit keine statistische Auswertung unter Beriicksichtigung von histologischer
bzw. histopathologischer Subtypisierung im Hinblick auf die Wachstumsfraktion/ Ki 67- Index
(MIB-1 Immunreaktivitit/ Proliferationskapazitit) und deren Einfluss auf das Gesamtiberleben
vorgenommen. Weiterhin wurde fiir alle vier Gruppen in der vorgelegten Arbeit ein Schwellenwert
von 12% angenommen. Ahnliche Schwellenwerte wurde bei Untersuchungen an EWS
(Schwellenwert 15%) (83) und RMS (Schwellenwert 15%) (89) beschrieben. Fir die NBL wurde
jedoch bspw. durch Rudolph und Kollegen (85) ein Schwellenwert von 25%, bzw. bei den NEP
ein Schwellenwert von nur 5% (84) angewandt. Trotz des in der vorgelegten Arbeit fehlenden bzw.
nicht nachweisbaren Finflusses der Wachstumsfraktion (MIB-1 Immunreaktivitit) auf das
Gesamtiberleben liefert die Wachstumsfraktion (MIB-1 Immunreaktivitit) nachgewiesenermal3en
bei einer Vielzahl von Tumoren niitzliche Informationen iber deren Wachstumskapazitit und
damit oftmals auch prognostische Informationen. So konnten Stabiano und Kollegen (90) an
Untersuchungen zu orbitalen RMS feststellen, dass Tumore mit giinstigem Verlauf eine MIB-1
Uberexpression zeigten, ebenso wie bei Fillen mit Rezidiv- freiem Verlauf eine statistisch
signifikant héhere MIB-1 Reaktivitit nachweisbar war. Dies wurde auf ein méglicherweise besseres
Ansprechen der Tumore mit hoherer Proliferationskapazitit auf die Pharmakotherapie
zuriickgefithrt. Auch wurde in einer Arbeit zum Mammakarzinom die Proliferationskapazitit des

Tumorgewebes anhand der MIB-1 Immunreaktivitit erfolgreich als Marker fiir das Ansprechen
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auf Chemotherapie nachgewiesen (88). Nach Meinung der Autoren der genannten Arbeit
unterstreicht dies die Notwendigkeit, Proliferationsmarker am Biopsiegewebe vor und
Resektatgewebe nach praeoperativ erfolgter Chemotherapie durchzufiihren und deren Wert als
prognostische Marker zu nutzen. Im Hinblick auf die in der vorliegenden Arbeit orientierend
durchgefiihrten Untersuchungen miussen weitere Untersuchungen vor allem an grofBeren
Kollektiven fiir jede einzelne Tumorgruppe folgen. So wird eine separate Schwellenwertermittlung
pro Tumorgruppe moglich. Aber auch histologische und histopathologische Unterteilung,
vergleichende Untersuchungen von MIB-1 und Ki-S5, der mégliche Einfluss von neoadjuvanter
Chemotherapie durch Untersuchung von Gewebe vor und nach erfolgter Therapie, sollten
beachtet werden und in Zusammenschau mit Ereignis- freiem und Gesamtiiberleben weiteren
Aufschluss tber den prognostischen Wert der Wachstumsfraktion/ Ki 67- Index (MIB-1

Immunreaktivitit/ Proliferationskapazitit) in soliden Tumoren des Kindesalters geben.

5.6 KRITISCHE BETRACHTUNG DER METHODE

5.6.1 Immunhistochemie

Mittels Immunhistochemie und dem Einsatz spezifischer Proteine (Antikérper) konnen
verschiedene Proteine identifiziert und sichtbar gemacht werden. Generell muss hierfir
sichergestellt sein, dass die Proteine nicht durch Autolyse bei inadiquater Konservierung oder die
Fixierung in Formalin so verindert oder denaturiert werden, dass sie flir eine
immunhistochemische Untersuchung und verldssliche Auswertung nicht mehr zur Verfigung
stehen (91). Das in dieser Arbeit zur Untersuchung vornehmlich genutzte bzw. vor allem fir die
Primirauswertung relevante Gewebe aus den verschiedenen Tumorgruppen lag in Form von
standardisiert Formalin- fixierten und Paraffin- eingebetteten Proben vor. Zahlreiche zellulire
Proteine, die morphologisch durch den Einsatz von mono- oder polyklonalen AK detektierbar
sind, werden durch die Fixierung in Formalin maskiert und kénnen daher in diesem Gewebe nur
nach Anwendung des Mikrowellen- vermittelten Antigen- Retrieval und unter Verwendung
spezieller Inkubationslosungen wiederhergestellt bzw. sichtbar gemacht werden (92, 93). Dies hat
sich in manchen Fillen als Vorteil erwiesen, z. B. um genauere Resultate bei der Detektion von
streng nukledr lokalisierten Proteinen zu erzielen, wie bspw. dem Proliferationsmarker Ki 67, der in
dieser Arbeit mit dem Paraffin- gingigen Klon MIB-1 untersucht wurde. Alle untersuchten Proben
wurden vor den entscheidenden immunhistochemischen Untersuchungen zunichst mit H&E
angefirbt, um autolytische und denaturierte Proben aussortieren zu koénnen. Weiterhin wurde
mittels immunhistochemischer Firbung zur Detektion von Vimentin die vorhandene

Immunreaktivitit Gberprift (41). Um falsch positive Reaktionen der im immunhistochemischen
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Firbeprozess beteiligten AK bzw. positive Reaktionen durch die endogene alkalische Phosphatase
auszuschlielen, wurde bei allen Firbevorgingen eine Negativkontrolle mitbehandelt. Sobald sich
an diesem Priparat filschlicherweise eine Reaktion zeigte, wurden die Firberesultate der anderen
Proben wegen fehlender spezifischer Immunreaktivitit aus der weiteren Auswertung
ausgeschlossen. Es wurden neue Schnittpraparate der gleichen Gewebeproben in weiteren
Firbedurchgingen untersucht und erst dann, wenn eine falsch positive Reaktion des
Negativkontrollschnittes  ausblieb, ausgewertet. Eine solche negative Selektion wegen
methodischem Fehler war jedoch nur ein einziges Mal erforderlich. Bei den Farbevorgingen mit
dem Primarantikérper ED 98015 wurde analog zum Negativkontrollschnitt ein zusitzlicher
Kontrollschnitt (Osophagusgewebe mit Ganglienzellanschnitten) mit Pri- Immun- Serum
mitbehandelt. Auch hier durfte keine falsch positive Reaktion nachweisbar sein. Neben den
Negativkontrollschnitten wurde bei jedem Firbevorgang auch ein Positivkontrollschnitt

mitgefarbt, auf den in den beiden folgenden Absitzen genauer eingegangen werden soll.
5.6.2 GRAF

Der zur Detektion des GRAF- Proteins verwendete AK ED 98015 war identisch mit dem bereits
in der Arbeit von Borkhardt und Kollegen verwendetem AK (33), welcher in dieser Arbeit zur
Untersuchung an MDS/AML- Krankheitsfillen, sowie an Normalgewebeproben des Menschen
genutzt wurde. Die Spezifitit des ED 98015 AK war ebenfalls in dieser Arbeit an Zelllinien mit
Hkiinstlich® erzeugter GRAF- Uberexpression positiv belegt und bestitigt worden. Auch im
untersuchten Normalgewebe hatte sich, vor allem im Zytoplasma epithelialer Zellen, eine positive
Reaktion, also der Nachweis von vorhandenem GRAF- Protein erbringen lassen. Weiterhin
wurden zur Sicherstellung der Immunreaktivitit des AK bzw. des immunhistochemischen
Firbevorgangs Positivkontrollschnitte mitbehandelt. Hierfiir kam gesundes Osophagusgewebe zur
Anwendung, da fir die in den Wandschichten enthaltenen Ganglienzellen in der Arbeit von
Borkhardt und Kollegen (33) eine besonders deutlich positive Reaktion auf den ED 98015- AK

gezeigt worden war.
5.6.3 FAK

Die Immunreaktivitit der zum Nachweis des FAK- Proteins verwandten Antikérper FAK C 903,
FAK C 20 und FAK A 17, als auch der regelrechte Ablauf des immunhistochemischen
Firbevorgangs wurde durch den Einsatz von Positivkontrollschnitten bestitigt bzw. sichergestellt.
Zur Anwendung kam hierfiir Normalgewebe der Prostata in Form von Prostatastanzengewebe.
Fir die Basalzellschicht des Prostataepithels war von Rovin und Kollegen eine starke

immunhistochemische Reaktion bzw. Proteinexpression fir FAK beschrieben worden (43).
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5.6.4 Multi- Tissue- Blécke und Schnitte

Mit dem FEinsatz von MT- Blocken wurde eine relativ neue und effiziente Technik zur
gleichzeitigen immunhistochemischen Untersuchung zahlreicher Gewebeproben angewandt. In
dieser Arbeit konnten bis zu 60 Gewebeproben pro Schnitt/ Objekttriger untersucht werden.
Damit ergab sich durch die Reduzierung der Anzahl von immunhistochemischen Farbungen eine
deutliche Zeitersparnis. Allerdings war hierzu eine detaillierte und aufwendige Vorarbeit
notwendig. Es mussten die im Rahmen der Routinediagnostik hergestellten und archivierten H&E-
Schnitte ihrem jeweiligen Paraffinblocken zugeordnet bzw. vereinzelt neu erstellt werden, um die
Areale zur folgenden Entnahme der Gewebestanzen selektieren bzw. markieren zu kénnen.
Notwendigerweise musste weiterhin eine genaue Dokumentation der Position der einzelnen Fille
bzw. ihrer zugehorigen Gewebeproben im MT- Block erfolgen. Die histologische Auswertung am
Mikroskop, sowie die digitale Dokumentation der einzelnen Gewebeproben erforderte in der
Folge ein sehr konzentriertes Vorgehen um ein Verrutschen innerhalb der Spalte oder Zeile und
damit falsche Auswertungsergebnisse und Dokumentation auszuschlieBen. Hierdurch wurde ein
Teil der Zeitersparnis wieder aufgebraucht. Zur detaillierten Dokumentation der Firbeintensititen
der einzelnen Gewebeproben war ein ,,reines” Einscannen der MT- Schnitte mit dem Super Cool
Scan 2000 nicht ausreichend. Auch durch eine digitale Nachbearbeitung mittels (Irfan View)
Fotosoftware war aufgrund der zu geringen Auflésung/ Pixelanzahl der Scans eine Vergroferung
und damit die Qualitit, die in einzelnen Fotografien mit der digitalen JVC Kamera erzielt werden
konnte, nicht zu erreichen. Da pro untersuchten Fall insgesamt drei Gewebeproben/
Gewebestanzen in den jeweiligen MT- Block eingesetzt wurden, konnte fiir die mikroskopische
Auswertung sichergestellt werden, dass zumindest eine der drei Stanzen, besser allerdings alle drei,
auswertbar waren. Dies war vor allem unter dem Aspekt von Bedeutung, dass im Rahmen der MT-
Schnittherstellung vereinzelt in den Schnitten Gewebeproben ,verloren® gingen bzw. nicht
addquat auf den Objekttriger aufgebracht werden konnten. Dies ist wohl am ehesten als
technische Herausforderung im Rahmen der Komplexitit einer Schnittherstellung an bis zu 60
Gewebeproben in einem Schnitt zu sehen. Die bei der Schnittherstellung aufzuwendende Kraft
sollte aufgrund verschiedener Gewebekonsistenzen nicht unterschitzt werden und erfordert
Ubung und Geschick. In einzelnen Fillen war auch ein Verlust von einzelnen Stanzanschnitten im
Rahmen der immunhistochemischen Firbung zu verzeichnen. In den meisten Fillen konnten
jedoch 3 Gewebeproben pro Fall untersucht und ausgewertet werden. Vereinzelt wurden
unterschiedliche Firbeintensititen in den Gewebeproben zu einem Tumorfall festgestellt. Dies
erklirt sich moglicherweise durch unterschiedliche Tumorgewebebestandteile der Stanzen, die
gegebenenfalls trotz genauer Markierung auf dem Objekttriger bzw. Paraffinblock, kleinsten

Verschiebungen bei der Entnahme aus dem Original- Paraffinblock unterworfen wurden. Um ein
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moglichst einheitliches und vergleichbares Ergebnis zu erhalten wurde der mathematische
Mittelwert aus den FEinzelintensititen gebildet und anschlieBend entsprechend der

semiquantitativen Auswertung den drei Gruppen der Firbeintensitit zugeteilt (s. auch Kap. 3.2.0,
S. 39).
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6 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde das Signaltransduktionsprotein GRAF und dessen
Interaktionspartner FAK mittels immunhistochemischer Methoden an soliden Tumoren des
Kindesalters untersucht. Es handelt sich hierbei um die ersten Untersuchungen zu GRAF an
soliden Tumoren des Kindesalters. Zum Nachweis von FAK wurden analog drei verschiedene
Antikorper angewendet. Primir wurden 23 Fille zu Nephroblastomen, 26 Fille zu
Neuroblastomen, 12 Fille zu Ewing- Sarkomen und peripheren neuroektodermalen Tumoren,
18 Falle zu Rhabdomyosarkomen und erginzend fiinf Ganglioneurome vorliegend in Form von
Formalin- fixierten, Paraffin- eingebetteten Gewebeproben in Multi- Tissue Schnitten untersucht
bzw. ausgewertet. Weiterhin erfolgten im direkten Fallvergleich auch Untersuchungen beider
Proteine an 20 kryokonservierten Tumorgewebeproben. Auflerdem wurde in den genannten
Tumoren die Wachstumsfraktion mit Hilfe des MIB- 1 AK (Ki 67 Protein) untersucht und im Vgl.
bei prioperativ chemotherapierten zu nicht chemotherapierten Fillen von NEP, bzw. im Vgl. zur
ermittelten Mitoserate im Gesamtkollektiv und zur FAK- Expression in den verschiedenen

Tumorgruppen, als auch in Bezug auf die ermittelten Uberlebensdaten, ausgewertet.

Zu den Fragen 1) und 2)

In allen Tumorgruppen konnte keine relevante Expression von GRAF auf Proteinebene
nachgewiesen werden. Unter Berticksichtigung der Literatur sind hierfiir ursichlich sowohl
regulative bzw. die Proteinstruktur verindernde Mechanismen, wie im Rahmen der
Signaltransduktion, als auch erniedrigte bis fehlende oder fehlerhafte Expression bedingt durch
molekulargenetische Verdnderungen, denkbar. Im fehlenden Nachweis von GRAF, welches als
potentielles Tumorsuppressorgen vermutet wurde, koénnte ein die Tumorentwicklung
begiinstigender Einfluss liegen. FAK war in praktisch allen untersuchten Tumorfillen mit
mindestens einem der verwendeten drei AK nachweisbar, was die in der Literatur bereits
beschriebene zentrale Bedeutung von FAK bei der Tumorentwicklung erneut und damit auch

noch einmal fiir die hier untersuchten kindlichen Tumore bestitigt.

3)  Die in den untersuchten Tumorgruppen bestehenden signifikanten Unterschiede bei nahezu
allen Vergleichen der Immunreaktion des GRAF- AK mit jeweils einem der drei FAK- AK sind

am chesten durch den insgesamt fehlenden Nachweis des GRAF- Proteins bedingt.

4)  An kryokonserviertem Material war GRAF vereinzelt schwach nachweisbar, so dass sich
beim Vgl. der Proteinexpression von GRAF an identischen Tumorgewebeproben in den beiden

unterschiedlichen Konservierungsformen rechnerisch ein eben noch signifikanter Unterschied
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ergab, obwohl die Immunreaktion mit dem GRAF- AK im Gesamtkollektiv nahezu fehlte. Beim

Vergleich der Immunreaktion der drei verschiedenen FAK- AK in beiden Konservierungsformen

ergab sich ein signifikanter Unterschied fur die AK FAK C 903 und FAK A 17.

5)  Zusammenfassend fiir alle untersuchten Tumorgruppen, als auch bei verschiedenen
Gewebekonservierungen, zeigte der FAK C 20- AK die homogensten Ergebnisse bzgl. der FAK-
Proteinexpression. Im Einzelfall wire fiir die Neuroblastome der AK FAK C 903 zu bevorzugen,

wihrend fiir die Rhabdomyosarkome die Anwendung von FAK C 20 oder FAK A 17 giinstiger

erscheint.

6)  Die Wachstumsfraktion (MIB-1 Immunreaktivitit) fiir die untersuchten Tumorgruppen lag
insgesamt zwischen 0 und 38%. Beim Vgl. der Wachstumsfraktionen zeigte sich ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Tumorgruppen, wobei sich vor allem fiir die

Gruppe der RMS deutlich héhere Werte ergaben.

7)  Im Bezug auf das Gesamtkollektiv war nur eine geringe Korrelation zwischen
Wachstumsfraktion und Mitoserate nachweisbar, was sich am chesten aus der erwartungsgemily
niedrigeren Mitoserate im Verhiltnis zum umfangreicheren Detektionsrahmen des MIB-1 AK

ergibt.

8)  Beim Vgl. der NEP- Fille mit den Fillen ohne prioperativ durchgefihrte Chemotherapie
war im Hinblick auf die Wachstumsfraktion (MIB-1) kein signifikanter Unterschied nachweisbar,
was wahrscheinlich in erster Linie auf die zwei relativ kleinen Teilgruppen bzw. Stichprobengréf3en

zuruckzufiuhren ist.

9)  Beim Vgl. der Hohe der Wachstumsfraktion (MIB-1) im Hinblick auf die Stirke der
Immunreaktivitit von FAK war in allen vier Tumorgruppen und fur alle drei FAK- AK kein
statistisch signifikanter Unterschied nachweisbar. Die Wachstumsfraktion (MIB-1) muss im Fall
der untersuchten soliden Tumoren des Kindesalters sehr wahrscheinlich als unabhingiger

prognostischer Faktor gewertet werden.

10) Zwischen den Tumorgruppen fand sich kein statistisch signifikanter Unterschied bzgl. dem
Ereignis- freien Uberleben und dem Gesamtiibetleben, sowie der berechneten Ereignis- freien

Ubetlebenswahrscheinlichkeit und der Gesamtiibetlebenswahrscheinlichkeit.

11) Es konnte fir die einzelnen Tumorgruppen kein signifikanter Zusammenhang der

Wachstumsfraktion (MIB1- Reaktion) mit dem Gesamttberleben nachgewiesen werden.
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Um weiteren Aufschluss tber den Regulationsmechanismus von GRAF und das Zusammenspiel
mit FAK und anderen an der Signaltransduktion beteiligten, regulativen Proteinen, wie bspw. der
MAPK, im Hinblick auf die Tumorentstehung zu erhalten, mussen nun weitere Untersuchungen
dieser Proteine an grofleren Stichprobengroflen pro Tumorgruppe folgen. Weiterhin sind
vergleichende Untersuchungen an entsprechendem nicht malignem Gewebe, sowohl auf
Proteinebene als auch auf molekularer Ebene notwendig. Im Hinblick auf die Wachstumsfraktion
(MIB-1 Immunreaktivitit) konnten dann individuell ermittelte Schwellenwerte und eine
Korrelation mit der Expression von GRAF und FAK, sowie Kklinischen Parametern
(Tumorstadium und —grad) genauere Aussagen im Hinblick auf Prognose, Ansprechen auf

Therapie und Ubetlebenschancen erméglichen.
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6.1 ABSTRACT

In the current study pathologic sections of formaldehyde-fixed, paraffin-embedded tissues of
childhood tumors were analyzed immunohistochemically. In detail 23 Nephroblastomas,
26 Neuroblastomas, 12 Ewing sarcomas and 18 Rhabdomyosarcomas and additionally five

Ganglioneuromas were investigated in multi- tissue sections at the protein level.

Three different antibodies against the signal transduction protein FAK and one against the human
GRAF protein were used to perform immunohistochemical staining. For comparison the
investigation was also done on some frozen sections. Another antibody against the Ki- 67 protein
was used to analyse the proliferation index of the tumors. Additionally mitosis counts were done in
the same tumor sections. The results of proliferation index were compared to mitosis counts,
FAK- Expression and survival data, as well as between Nephroblastomas with and without

preoperatively performed chemotherapy.

The immunohistochemical analysis of the human GRAF protein is the first analysis to be done in
these childhood tumors. We could not show a relevant expression of GRAF in any of the four
examined tumor groups. Considering current literature, possible reasons could be regulative
influences in the signaling transduction process changing the protein structure, like down regulated,
incorrect or missed protein expression due to molecular changes of GRAF which was already
suspected to have tumor suppressor properties. Therefore the absent expression of the human

GRAF protein could possibly further the tumorigenic process.

FAK expression could be detected in almost all the tumors examined, which underlines the already
well-known importance of pathogenesis of many cancers and also the analysed childhood tumors
of this study. Comparing the results of three different antibodies used on all sections of the four
tumor groups and considering the different fixations of the tissue overall the FAK C 20 antibody is
the most homogenous one to show FAK expression. FAK C 903 antibody should be preferred by
immunohistochemical analysis only for Neuroblastomas, whereas for Rhabdomyosarcomas the use

of FAK C 20 or FAK A 17 antibody is favourable.

The proliferation index showed significant statistical differences between the tumor groups
examined. Also a slight correlation between mitosis counts und proliferation index could be seen.
Focusing on proliferation index there was no significant statistical difference between
Nephroblastoma with and without preoperatively performed chemotherapy and no influence on
survival data overall. By comparing the proliferation index with FAK- expression no significant

statistical correlation could be found, suggesting that the proliferation index is an independent
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prognostic factor concerning the examined childhood tumors. Between the four tumor groups

there was no significant statistical difference either regarding event- free and overall survival data.

To more information about the regulatory pathomechanisms and the interaction of GRAF, FAK
and other proteins of Integrin signaling transduction pathway, like MAPK, and their influence on
tumor pathogenesis, further studies on these proteins in bigger sample sizes per group are
recommended. Especially in comparison with the results of non- malignant sections and in looking
at protein levels as well as at molecular changes. Furthermore with regard to the proliferation index
individual cut offs could be determined and correlated with GRAF and FAK expression, as well as
clinical parameter such as tumor staging and grade, and might give evidence on prognosis,

response to therapy and survival odds.
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