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1. Einleitung

1.1 Hirntumore

1.1.1 Einteilung und Klassifikation

Hirntumore werden durch die WHO in vier Malignitatsgrade eingeteilt [40]. Der WHO-
Grad-I bezeichnet histologisch gutartige Tumoren, bei welchen die Mdglichkeit einer
Heilung durch eine Operation besteht. WHO-Grad-ll Tumoren sind ebenfalls
histologisch gutartig, neigen jedoch zu infiltrativem Wachstum und Rezidiven. Mit einer
Reduktion der Uberlebenszeit gehen histologisch bosartige WHO-Grad-Ill Tumoren
einher. Die Bezeichnung WHO-Grad-IV betrifft maligne, teils nekrotische Tumoren mit
einer rapiden Krankheitsentwicklung und einer unginstigen Prognose.

Zu den Hirntumoren im engeren Sinne gehdren die Gliome als neuroepitheliale
Tumoren. Weitere im Schadelinneren auftretende Tumoren sind beispielsweise
Metastasen, meningeale Tumoren, Lymphome und hamatopoetische Tumoren,

Keimzelltumoren oder Tumoren der Sellaregion.

1.1.2 Klinik und Diagnose

Bei der klinischen Untersuchung von Hirntumorpatienten findet sich die klassische
Trias aus Kopfschmerzen, Ubelkeit oder Erbrechen und Stauungspapille, wobei der
Kopfschmerz das haufigste Symptom darstellt [40]. Bei einem Viertel der Patienten
treten zudem Schwindel und Gangstérungen auf. Des Weiteren finden sich
progrediente  psychopathologische Veranderungen oder fokal neurologische
Storungen, daneben epileptische Anfalle. Bei rasch wachsenden Tumoren kann durch
Herniation der Kleinhirntonsillen in das Foramen Magnum die Erstmanifestation einen
lebensbedrohlichen Verlauf nehmen.

Diagnostisch fuihrend sind bildgebende Verfahren wie kraniale Computertomographie
oder die Magnetresonanztomographie. Zur Sicherung der Diagnose kann die
Diagnostik um Tumorbiopsien erweitert werden, welche mittels Kraniotomie oder

mittels stereotaktischer Serienbiopsie erfolgen kdnnen.

1.2 Gliome

Gliome sind hirneigene Tumoren die von den Gliazellen des zentralen Nervensystems
ausgehen. Entsprechend ihrer zugehorigen Glia-Vorlauferzelle unterscheidet man
Ependymom, Oligodendrogliom und Astrozytom, sowie Mischgliome wie zum Beispiel
das Oligoastrozytom. Eine fortschreitende Malignisierung von Gliomen ist besonders
bei Tumoren des WHO-Grad Il oder 11l zum WHO-Grad IV zu beobachten [50].



1.2.1 Glioblastoma multiforme

1.2.1.1 Definition und Epidemiologie

Das humane Glioblastom ist der haufigste neuroepitheliale Tumor im
Erwachsenenalter. Die Interpretation des Glioblastoms als gemeinsame Endstrecke
der astrozytaren und der oligodendroglialen Reihe wurde durch die Zugehorigkeit des
Tumors zur astrozytdren Reihe abgeldst [45]. Das Glioblastom ist gekennzeichnet
durch ein schnelles und invasives Wachstum sowie eine hohe Rezidivrate. Die
Lokalisation des Tumors ist meist die subkortikale weisse Substanz der cerebralen
Hemisphéren, wobei temporale und parietale Hirnabschnitte am haufigsten betroffen
sind. Hemispharielle Glioblastome konnen lber den Balken auf die kontralaterale
GrofRhirnhalfte wachsen und werden dann als ,Schmetterlingsgliome® bezeichnet.

Das Glioblastom kann sich in jedem Alter manifestieren, zeigt jedoch eine Haufung im
vierten bis siebten Lebensjahrzehnt, wobei Manner 1,28 mal haufiger betroffen sind als
Frauen [40]. Beim Auftreten werden primares und sekundares Glioblastom
voneinander unterschieden. Uber 90 % der Glioblastome entwickeln sich sehr schnell
als Ersterkrankung bei Patienten hoheren Alters und werden als primare Glioblastome
bezeichnet. Sekundadre Glioblastome entstehen hingegen durch fortschreitende
Entdifferenzierung benigner Vorstufen. Mit unter 10 % aller Glioblastome sind sie
wesentlich seltener und treten mit einem Durchschnittsalter von 45 Jahren bevorzugt
bei jungeren Patienten auf.

Mit einer Inzidenz von 3,55 Fallen, pro 100.000 Einwohner in Mitteleuropa, belauft sich
der Anteil des Glioblastoms an allen intrakraniellen Neoplasien auf 12-15 %, der Antelil

an allen Gliomen auf 69 % [50].

1.2.1.2 Makroskopie und Histopathologie

Das Glioblastom erhélt durch gemeinsames Vorliegen von Bereichen mit Zysten,
Nekrosen, Einblutungen und vaskularen Thrombosen ein multiformes Erscheinungsbild
[23]. An die gelblich erscheinende, zentrale Nekrose schliesst sich eine grauliche
Tumorrandzone an. Durch das Vorhandensein von frischen und &lteren Blutungen wirkt
die Histologie des Glioblastoms inhomogen, wobei ausgedehnte Blutungen auftreten
konnen und in einigen Fallen schlaganfall-dhnliche Symptome auslésen.

In einer 1988 vorgestellten Studie entwickelten Daumas-Duport und Mitarbeiter ein
Klassifikationssystem zur histologischen Einteilung von Gliomen [10]. Es umfasst die
Beurteilung von Kernatypien, Mitosenzahl, pathologischen GefaRRproliferationen und

Nekrosezonen und dient zur Abschitzung des Tumorgrades und der Uberlebenszeit
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(Tabelle 1). Hierbei werden die Grade | und Il als benigne oder niedergradig
bezeichnet. Die Grade Ill und IV beschreiben maligne, héhergradige Tumoren, die mit

einer schlechteren Prognose einhergehen.

1.2.1.3 Pathogenese

Die zellulare, genetische und biochemische Heterogenitat der Glioblastome legt die
Vermutung nahe, dass die Tumoren aus einer primitiven multipotenten neuronalen
Vorlauferzelle oder gar aus einer Stammzelle hervorgehen [17]. So wurden sowohl im
Glioblastom selbst, als auch in Glioblastomzellkulturen Stammzelleigenschaften
nachgewiesen. In Tierversuchen konnte ausserdem die Fahigkeit isolierter Zellen zur

Tumorneogenese gezeigt werden.

1.2.1.4 Genetische Heterogenitat

Die Entdifferenzierung neuroepithelialer Zellen zu malignen Tumorzellen ist ein
vielschichtiger Prozess, welcher durch genetische Veranderungen begunstigt wird
(Tabelle 2).

Beim priméaren Glioblastom findet sich in 70 % der Falle ein sogenannter ,loss of
heterozygosity“ auf dem langen Arm von Chromosom 10, welcher haufig mit einer
Mutation der dort lokalisierten tumorsuppressiven Tyrosinphosphatase PTEN/MMC
einhergeht [58]. PTEN, lokalisiert auf der Bande 10923.3, reguliert {ber die
Ausschaltung von Signalwegen die Zellproliferation und das Wachstum. Wenn die
Phosphataseaktivitdt durch die Mutation ausfallt, kénnen Signalwege konstitutiv
exprimiert werden, woraus ein (iberhandnehmendes Zellwachstum resultiert.

Eine Mutation im EGFR-Gen (Chromosom 7) fuihrt durch Uberexpression des EGF-
Rezeptors zu einer proliferativ wirkenden Disregulation des PI-3 und RAS-MAPK
Signalwegs. In 36 % der Glioblastome wird das EGFR-Gen uberexprimiert, in 50-70 %
dieser Falle liegt wiederum die stark proliferativ wirkende, natirlich vorkommende
Transkriptionsvariante delta EGFR vor [48].

Beim sekundéaren Glioblastom sind in 65 % Mutationen von Genen nachzuweisen, die
an der p53 Signalkaskade beteiligt sind, welche beim primaren Glioblastom nur in 28 %
auftreten [40]. Normalerweise stoppt p53 den Zellteilungszyklus und induziert DNA-
Reparaturmechanismen. Kommt es jedoch durch Mutationen zur Disregulation in der
p53 Signalkaskade, zum Beispiel der Proteine pARF14 und mdm2, sind weder das

Anhalten des Zellzyklus zur DNA-Reparatur, noch die Einleitung der Apoptose maoglich.



Die DNA-geschadigten Zellen teilen sich unkontrolliert und es kommt zum
Tumorwachstum.

Des Weiteren kommt bei vielen sekundaren Glioblastomen ein Verlust (LOH) auf den
Chromosomen 199 oder 22q hinzu.

Veranderungen wie beim primaren Glioblastom, wie der Verlust des Chromosoms 10
oder die PTEN-Mutationen finden sich dariiber hinaus beim Ubergang von zunéchst

niedergradigen Astrozytomen in maligne sekundare Glioblastome [13].

1.2.1.5 Proteinexpression

Die Analyse der Proteinexpression von Gliomen stellt eine wichtige Erweiterung der
genetischen Studien dar [12]. Zwar konnten in den letzten 20 Jahren die DNA-
Veranderungen weitgehend aufgeschlisselt werden, ein spezifischer genetischer
Defekt, der zwingend zur Entstehung von neuroepithelialen Tumoren fuhrt, ist bislang
jedoch nicht bekannt. Daruber hinaus fuhrt nicht jede genetische Veranderung zu einer
veranderten Proteinexpression der Zellen, was die Bedeutung der Proteinanalyse
unterstreicht. In der Vergangenheit waren diese Untersuchungen noch mit zahlreichen
Problemen behaftet, vor allem was die technischen Mdglichkeiten der Identifizierung
und Lokalisierung von Proteinen betrifft. Daher gibt es auch heute nur vergleichsweise
wenige Erkenntnisse beziiglich der Wichtigkeit von Proteinen bei der Entstehung oder
Progression von Gliomen. Im Gegensatz dazu sind bei Tumoren wie z.B. dem
Mamma-, Kolon- oder Ovarialkarzinom die Qualitat und die Quantitat der
Proteinanalysen weit fortgeschritten, was mitunter durch neue Verfahren wie der
SELDI-TOF-MS ermoglicht wurde. Dieses Wissen bietet neue Mdoglichkeiten im
Rahmen der Tumorerkennung, der Beurteilung des Verlaufes und auch der Therapie,
eventuell sogar mit einer Beeinflussung der Prognose [43].

In einer 1998 veroffentlichten Studie konnten in 66 % aller astrozytaren Tumoren
Proteine der Metallothioninfamilie nachgewiesen werden, wobei eine signifikante
Haufung bei hohergradigen Gliomen zu verzeichnen war [25]. Diese Proteine spielen
eine wichtige Rolle im Wachstum von astrozytdren Tumoren, die mit der Fahigkeit,
Metallothionine zu exprimieren, gleichzeitig an Malignitat gewinnen.

Des Weiteren findet sich auf der Oberflache von Gliomzellen das Protein Basigin,
welches Fibroblasten zur Produktion von Matrixmetalloproteinasen anregt [61]. Auch in
nicht neoplastischem Hirngewebe ist Basigin in Endothelzellen von BlutgeféaRen zu

finden. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Basiginkonzentration mit



steigendem Malignitatsgrad der Gliome zunimmt, was vermuten lasst, dass das Protein
bei der Progression von Gliomen eine Bedeutung hat.

Ein anderes in Gliomen nachgewiesenes Protein ist Ferritin [77]. Dieses Heterodimer
aus einer leichten und einer schweren Kette spielt eine Rolle als Regulatorprotein der
zellularen Differenzierung. Als Antwort auf Insulingabe konnte in einem Versuch mit
Rattengliomzellen die dosisabhdngige Expression von Ferritin-mRNA beobachtet
werden. Die gleiche Reaktion wurde nach Gabe von IGF-1 beobachtet, wobei hier die
erreichbare Stimulation doppelt so hoch war. Weitere im Glioblastom exprimierte
Proteine und ihre Funktionen zeigt Tabelle 3.

1.2.1.6 Therapie und Prognose

Die Therapie des Glioblastoms gestaltet sich auch heutzutage noch auf3erst schwierig
[75]. Zuné&chst erfolgt die operative Entfernung des Tumors, soweit dies die Lage des
Tumors und der Zustand des Patienten zulassen. Das diffus invasive Wachstum des
Glioblastoms macht jedoch auch nach vollstandiger Resektion ein Rezidiv zur Regel,
weswegen die adjuvanten radio- und chemotherapeutischen Verfahren einen wichtigen
Stellenwert einnehmen.

Nach den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Neurochirurgie und der Deutschen
Gesellschaft fur Radioonkologie, folgt der Operation die Kombination von Bestrahlung
mit 60 Gray in 30 wochentdglichen Sitzungen zu 2 Gray und gleichzeitiger
Chemotherapie mit Temozolomid. Diese erfolgt in einer Dosierung von 75mg pro m?
Kdrperoberflache an 40 aufeinanderfolgenden Tagen. Hieran schlieRen sich 6 Cyclen
Temozolomid, in einer Dosierung von 200 mg/m? im Schema 5/23, iber 6 Monate an
[21, 68]. Zur Friherkennung von Rezidiven erfolgen im Abstand von 6 bis 8 Wochen
regelmafige Kontrollen mittels Magnetresonanztomographie. Im Fall eines Rezidivs ist
haufig eine Reoperation sinnvoll, insbesondere bei ausgepragter Raumforderung und
lAngerem Intervall zur Erstoperation. Zudem profitieren die Patienten von einer zweiten
Bestrahlung, zum Beispiel in Form einer stereotaktischen, hypofraktionierten
Strahlentherapie. Auch der Wert einer Chemotherapie ist im Rezidiv belegt, wobei
verschiedene Verfahren zur Anwendung kommen koénnen. Neben erneuter
Chemotherapie mit Temozolomid findet die Gabe eines Protokolls wie PVC
(Procarbacin+VincristintCCNU) Anwendung, ein Unterschied in der Wirksamkeit
konnte bislang jedoch nicht nachgewiesen werden [63]. Eine ungewdhnlich hohe

Ansprechrate von 61 % der Patienten wurde in einer unizentrischen Studie mit der



Kombination von Avastin und Irinotecan erreicht, was diese Wirkstoffkombination
aktuell in den Mittelpunkt des Interesses riickt [73].

Ist die Anwendung aller geeigneten Verfahren ausgeschopft und lasst sich dennoch
das Tumorwachstum nicht mehr kontrollieren, ist eine palliative Therapie angezeigt.
Neben  physiotherapeutischen und  pflegerischen  MaRBnahmen  kommen
medikamentdse Therapien zur Senkung des Hirndrucks z.B. mit Dexamethason oder
Mannit zum Einsatz.

Die Prognose der Patienten mit Glioblastoma multiforme ist trotz intensiver
Bemuhungen und der oben genannten Therapieoptionen weiterhin schlecht und eine
endgiiltige Heilung bislang nicht mdglich. Mit einer 1-Jahres-Uberlebensrate von
weniger als 20 % nach Diagnosestellung ist die Uberlebenszeit der Patienten extrem
kurz und hangt von einer Vielzahl klinischer Parameter ab [40]. Wesentlich sind hier
der histologische Grad des Tumors, das Alter des Patienten sowie sein
Allgemeinzustand. Dieser wird nach dem Karnofsky-Index bewertet (Tabelle 4), wobei
Werte von 70 oder mehr als giinstig gelten.

Ein weiterer, durch die Analyse der Arbeitsgruppe RTOG mittels der RPA-Methode in
Betracht bezogener Parameter zur Bestimmung der Prognose ist die Arbeitsfahigkeit
des Patienten. Das Ausmald der Resektion des Tumors gewinnt zudem an Interesse
und kann in einer modifizierten RPA bertcksichtigt werden [55, 67].

Zunehmende Bedeutung in der Prognose des Glioblastoms erlangen Biomarker,
welche genauere Information Gber das Wachstumsverhalten und das Ansprechen des
Tumors auf Radio- und Chemotherapie geben kénnen [31]. Beispiele hierfiir sind das
Protein YKL-40 (Chitinase-3-like-1), welches mit einer verringerten Uberlebenszeit und
schlechtem Ansprechen auf Radiotherapie einhergeht, oder MMP-9, das eine hohe

Rezidivwahrscheinlichkeit anzeigt [54].

1.3 Hirnmetastasen

1.3.1 Definition und Epidemiologie

Definierte Absiedlungen von Krebszellen im Hirngewebe, die von malignen Tumoren
ausserhalb des Gehirns ausgehen, bezeichnet man als Hirnmetastasen.

Sie stellen die haufigste Neubildung des zentralen Nervensystems dar, wobei die
genaue Inzidenz nicht bekannt ist. Bei 25 % der Autopsien von an Krebs verstorbenen
Patienten konnten Hirnmetastasen nachgewiesen werden, was nahe legt, dass die
wahre Inzidenz héher liegt als epidemiologische Studien der letzten Jahre vermuten

lassen [20].



Die haufigsten der Metastase zugrunde liegenden Primartumoren sind in absteigender
Reihenfolge  Lungenkrebs, Brustkrebs, das maligne Melanom und das
Nierenzellkarzinom. Beim CUP-Syndrom (,cancer of unknown primary“) bleibt der
Primarius unbekannt. Die Patienten versterben eventuell noch bevor der Prim&rtumor
nachgewiesen werden kann, teilweise ist dies nicht einmal bei der Autopsie mdglich.
Die Lokalisation von Hirnmetastasen liegt in tiber 80 % der Falle in der Ubergangszone
zwischen grauer und weiler Substanz der cerebralen Hemisphéaren, etwa 15 % der
Hirnmetastasen betreffen das Kleinhirn und 3 % den Hirnstamm [20]. Bei tber 50 %
der Patienten finden sich mehr als eine Hirnmetastase bei Diagnosestellung, oft sind

im Ubrigen Korper weitere Metastasen zu finden.

1.3.2 Makroskopie und Histopathologie

Hirnmetastasen sind, unabh&ngig von ihrem Ursprungstumor, meist umschrieben und
gut abgrenzbar, oft von einem peritumoralen Odem umgeben [59].

Im Anschnitt zeigt sich eine grau-weissliche, gekodrnte Oberflache mit einem durch
nekrotische Prozesse gelblich gefarbten Zentrum. Bei Metastasen des
Chorionkarzinoms, Melanoms, Nierenzellkarzinoms und Lungenkarzinoms treten
zudem haufig Blutungen auf. Die Metastasen des malignen Melanoms kénnen in ihrer
Morphologie, je nach Vorhandensein und Ausmaf3 von Melanin oder Einblutungen,
eine von rot Uber braun reichende, bis sogar schwarze Farbung annehmen. Zudem
gibt es amelanotische Metastasen des malignen Melanoms, die bis zu ein Drittel aller
Hirnmetastasen ausmachen, makroskopisch aber nicht von Metastasen anderen
Ursprungs zu unterscheiden sind [59].

So unterschiedlich wie die Primartumoren der Hirnmetastasen sind auch ihre
histologischen Eigenschaften. Die meist gruppiert und intraparenchymal wachsenden
Zellen zerstoren Hirngewebe, was Reaktionen wie Inflammation und mikrovaskulére
Proliferation hervorruft. Die entstehende Tumornekrose kann so ausgepragt sein, dass
nur noch in der Tumorperipherie und in Nahe zu Blutgefassen eigentliches

Metastasengewebe zu finden ist [59].

1.3.3 Pathogenese

Der Prozess der Invasion von metastasierenden Zellen in das Gehirngewebe erfolgt in
mehreren Schritten [20]. Zun&chst l6sen sich die Zellen vom invasiv wachsenden
Priméartumor los, indem sie mittels Sekretion verschiedener Enzyme die Basalmembran

der umgebenden GefalRe durchbrechen und in die Blutbahn gelangen. Dort miissen sie
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den durch die Zirkulation des Blutes entstehenden Scherkraften und auch dem
Immunsystem widerstehen, bis sie das zentrale Nervensystem erreicht haben. Auf den
Tumorzellen wurden Oberflachenmolekile mit antiapoptotischen Eigenschaften
gefunden, die zur Verlangerung der Uberlebenszeit fiilhren. Auch die Bildung von
Tumorzellclustern mit Thrombozyten und Leukozyten schitzt die Zellen vor
mechanischen Schaden oder Angriffen durch das Immunsystem [20].

Lungentumoren stellen die haufigste Quelle von Hirnmetastasen dar [20]. Dies kann
mit ihrer Haufigkeit und der Lokalisation erklart werden, da die Tumorzellen Zugang
zum Pulmonalvenensystem erlangen, das im linken Herzen mindet und der arteriellen
Versorgung des Gehirns vorgeschaltet ist.

Neben der Gefaldversorgung spielen fur die Entstehung von Metastasen
organspezifische Oberflaichenproteine auf den Endothelzellen eine wichtige Rolle.
Diese erleichtern das Anheften der Tumorzellen, was das Auftreten von
Hirnmetastasen bei bestimmten Prim&rtumoren, wie zum Beispiel dem malignen
Melanom, wahrscheinlicher macht. Die Tumorzellcluster bleiben aufgrund ihrer GroRRe
in den Kapillarstrecken der Hirngefal3e liegen und beginnen dort, sich zu teilen. So
finden sich die meisten Metastasen am Ubergang zwischen grauer und weisser
Substanz [20].

Ob die Tumorzellen weiter wachsen und unter welchen Umstéanden aus ihnen eine
Klinisch oder radiologisch relevante Metastase entsteht, wird durch Interaktionen
zwischen Tumorzelle und umgebendem Hirngewebe beeinflusst. Eine wichtige Rolle
spielen hierbei Proteine wie Plasmin oder Matrixmetalloproteinase, welche die
extrazellulare Matrix auflésen kénnen und somit den Tumorzellen die Migration in

umgebendes Gewebe ermdglichen [44].

1.3.4 Genetische Betrachtungen

Mittels vergleichender genomischer Hybridisierung konnte eine hohe Ubereinstimmung
der Gene von Hirnmetastasen mit denen des Usprungstumors ausserhalb des
zentralen  Nervensystems nachgewiesen werden. Bei Metastasen eines
Adenokarzinoms konnten zudem Gene wie Laminin B1 und Securin identifiziert
werden, die primare von metastatischen Tumoren differenzieren [20]. Das
Vorhandensein dieser Genveranderungen im Prim&rtumor ist mit einer schlechteren

Prognose und einer Erhéhung des metastatischen Potentials verbunden.



Zur Diagnosestellung oder zur Prognoseabschatzung von Hirnmetastasen spielt der
Nachweis von im Prozess der Metastasierung wichtigen Genen jedoch bisher noch
keine Rolle [40].

1.3.5 Therapie und Prognose

Bei der Therapie von Hirnmetastasen sind individuelle Faktoren des Patienten wie der
Karnofsky-Index, die Tumorhistologie, die Anzahl der Metastasen und der Status der
Priméarerkrankung von entscheidender Bedeutung. Als effektive Therapiemoglichkeiten
haben sich Chirurgie, Radiochirurgie, Radiotherapie und Chemotherapie erwiesen [76].
Obwohl es derzeit keine Standardtherapie gibt, werden generelle Richtlinien fur die
Therapie empfohlen [14]. Patienten mit einer einzelnen Metastase sollten bei gutem
Karnofsky-Index neben chirurgischer oder radiochirurgischer Therapie eine
Ganzhirnbestrahlung erhalten. Bei Oligometastasen (2-3) sollte je nach Karnofsky-
Index individuell dber eine Dreifach-Kombination dieser Therapieverfahren
nachgedacht werden. Die Therapieoptionen fir Patienten mit multiplen Metastasen (4
oder mehr) sind limitiert. Palliative Therapieverfahren mit Ganzhirnbestrahlung sind im
Allgemeinen indiziert, wobei chirurgische Interventionen auf Patienten mit
Hirndruckzeichen reduziert sein sollten [14].

Zur Prognoseabschéatzung hat die RTOG-Arbeitsgemeinschaft Patienten mit
Hirnmetastasen in drei Gruppen eingeteilt. Sie umfassen die Kriterien Karnofsky-Index,
Primartumorkontrolle, Alter des Patienten und das Vorhandensein von extrakraniellen
Metastasen (Tabelle 5) [18].

Weitere Vorhersageparameter beinhalten die Sensitivitit des Tumors auf die
Therapieverfahren, sowie die Anzahl und Lokalisation der Metastasen. Generell haben
Patienten mit einer einzelnen Metastase durch die Mdoglichkeit einer chirurgischen

Resektion eine verbesserte Lebensqualitat und eine verbesserte Prognose [18].

1.4 Meningeom

1.4.1 Definition und Epidemiologie

Meningeome sind meist gutartige Hirntumoren (WHO Grad I) und machen mit einer
Inzidenz von 4,5 pro 100.000 Einwohner zirka 30 % aller priméaren intrakraniellen
Neoplasien aus [60]. Bestimmte Subtypen dieses Tumors kdnnen maligne entarten
und werden dann den WHO-Graden Il oder Il zugeordnet.

Von der &usseren Zellschicht der Arachnoidea, den so genannten Kappenzellen,

seinen Ursprung nehmend, manifestiert sich das Meningeom meist im sechsten oder
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siebten Lebensjahrzehnt, mit einer annahernd doppelt so hohen Inzidenz bei Frauen
wie bei Mannern. Die Mehrzahl der Meningeome wachst intrakraniell mit einer
bevorzugten Lokalisation Uber der cerebralen Konvexitat, oft auch mit der Falx cerebri
und den ventsen Sinus in Verbindung. Weitere typische Lokalisationen sind die

Olfaktoriusrinne und der Keilbeinfllgel.

1.4.2 Makroskopie und Histopathologie

Das Meningeom présentiert sich meist gut abgegrenzt als feste, runde Struktur, welche
der Dura mater breit aufliegt oder diese und ihre Sinus infiltriert [40]. Bei Beteiligung
des Schédelknochens ist eine charakteristische Hyperostose zu beobachten. Sogar
eine Infiltration der Haut kann in manchen Fallen verzeichnet werden, genauso wie die
Ausdehnung des Tumors in extrakranielle Bereiche, wie z.B. die Orbita. Angrenzendes
Hirngewebe ist oft komprimiert, teilweise zeigt sich eine parenchymale Invasion. Auch
kénnen zerebrale Arterien von Tumorgewebe umgeben sein, die Arterienwand ist
jedoch meist nicht von Tumorzellen infiltriert.

Histopathologisch lassen sich zahlreiche Subtypen des Tumors unterscheiden, wobei
das meningotheliale, das fibroblastische und das transitionale Meningeom am
haufigsten sind [60]. Das meningotheliale Meningeom ist durch reichlich eosinophiles
Zytoplasma mit rundovalen, chromatinarmen Kernen und das fibroblastische
Meningeom durch spindelartigen Aufbau der Tumorzellen mit langsovalen Kernen
gekennzeichnet. Das transitionale Meningeom wird als Mischform zwischen den

beiden oben genannten beschrieben.

1.4.3 Pathogenese und genetische Heterogenitat

Die Entstehung des Meningeoms wird als Entartung von arachnoidalen Kappenzellen
oder meningothelialen Vorlauferzellen verstanden [60]. Diese k&nnen von einer
benignen Zelle, Uber eine atypische, zu einer anaplastischen Meningeomzelle
proliferieren, was durch eine Anzahl genetischer Veranderungen begleitet wird (Tabelle
6).

Das Meningeom kann mit einer Neurofibromatose Typ Il assoziiert sein, bei welcher es
einen Schlusselbefund darstellt. Neurofiboromatose Typ Il Patienten haben in vielen
Fallen einen LOH auf Chromosom 22q, auf dem sich das NF2-Gen befindet [47]. Beim
sporadisch auftretenden Meningeom findet sich diese Mutation nur in der Héalfte der
Félle, insbesondere beim fibroblastischen und transitionalen Meningeom. Das NF2-

Genprodukt integriert Membranproteine in das Zytoskelett und gehért zur Familie der
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4.1-Strukturproteine. Studien haben gezeigt, dass moglicherweise weitere Meningeom-
Gene auf dem Chromosom 22 liegen, wobei BAM22 (3-Adaptin), ein intrazellulares
Transportprotein und MNL1, ein Transkriptionsfaktor, am haufigsten nachgewiesen
werden konnten [60]. Mit einem aggressiven Tumorwachstum sind hingegen
Veranderungen des Genabschnittes NDRG2 auf Chromosom 14q11.2 und des SK6-
Gens auf Chromosom 17923 verbunden. Des Weiteren konnte immunhistochemisch
das Protein p53 sowohl im benignen, als auch im atypischen Meningeom

nachgewiesen werden.

1.4.4 Proteinexpression

Mithilfe genetischer Betrachtungen konnte die Malignisierung von niedergradigen zu
hohergradigen Meningeomen gezeigt werden [60]. Dennoch ist bislang nicht bekannt,
ob die Mehrzahl der héhergradigen Meningeome aus hiedergradigen Formen, oder
doch als Ersterkrankung ,de novo® entstehen.

In einer Studie im Jahr 2006 konnte die Gruppe um Okamoto signifikante Marker
bestimmen, die mit dem jeweiligen Tumorgrad, dem Klinischen Bild des Patienten
sowie der Pathogenese des Tumors korrelieren. Die Untersuchung von 24 humanen
Meningeomen mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese erbrachte dabei den
Nachweis von spezifisch exprimierten Proteinen. Diese konnten dem jeweiligen
Malignitatsgrad zugeordnet werden und somit liess sich ein Expressionsprofil fir jeden
Tumor erstellen (Tabelle 7).

Neben einer Unterscheidung der Tumoren anhand ihres Proteinexpressionsmusters
fihrt diese Methode zu einem verbesserten Verstandnis der Genese und Progression

von Meningeomen [52].

1.4.5 Therapie und Prognose

Wenn eine komplette chirurgische Entfernung des Meningeoms mdglich ist, stellt dies
die Therapie der Wahl mit der Mdglichkeit einer vollstandigen Heilung dar. Inkomplett
resezierte Tumoren und héhergradige Meningeome werden zusatzlich mit fraktionierter
Radiotherapie oder stereotaktischer Radiochirurgie behandelt. Des Weiteren senkt die
Radiotherapie die Rezidivrate, hingegen konnten chemotherapeutische Substanzen
diesbeziglich nur einen geringen Erfolg erzielen. Mit zunehmender Kenntnis der
Pathogenese von Meningeomen erweisen sich gezielte molekulare Therapieoptionen
wie Angiogenese-Inhibitoren oder Somatostatin-Analoga als hoffnungsvoll [49]. Bei

einigen Patienten mit nicht resektablen Meningeomen der Schadelbasis konnte durch
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die Gabe des Somatostatin-Analogons Octreotid eine Progression des Tumors
verhindert werden [64].

Der entscheidende Faktor fur die Prognose von Patienten mit Meningeom ist das
Verhindern von Rezidiven. Auch wenn zumeist die operative Entfernung gelingt, tritt bei
20% dieser Patienten innerhalb von 20 Jahren ein Rezidiv auf. Hierbei stellt das
Ausmald der Resektion, welches durch Lage und Ausbreitung des Tumors sowie die
Erfahrung des Chirurgen mafgeblich beeinflusst wird, den wichtigsten Faktor dar.
Weitere, die Rezidivwahrscheinlichkeit senkende Faktoren, sind junges Alter und
mannliches Geschlecht des Patienten. Hierbei wird die zunehmende Einnahme von
hormonellen Medikamenten in der weiblichen Bevélkerung als Risikofaktor fir die
Entstehung von Meningeomen diskutiert [34].

1.5 Zystische Tumoren

1.5.1 Definition und Epidemiologie

Eine Zyste ist ein abgeschlossener Gewebehohlraum, welcher einen flissigen Inhalt
besitzt und aus mehreren Kammern bestehen kann [22]. Die Zyste kann verschiedene
Ursachen haben, wobei ,echte“, von Epithel umgebene Zysten, von sogenannten
.Pseudozysten® unterschieden werden, die nur von Bindegewebe umgeben sind. Im
zentralen Nervensystem lassen sich zystische Lasionen in vier verschiedene Gruppen
einteilen (Tabelle 8).

Zystische Strukturen finden sich in zahlreichen neuroepithelialen Tumoren und sind
vor allem in niedriggradigen Gliomen beschrieben, aber auch in Glioblastom,
Metastase und Meningeom. Es wird geschatzt, dass ungefahr 10 % aller intrakraniellen
Tumoren zystische Strukturen aufweisen [38]. Bei Gliomen sind diese am haufigsten
im Glioblastom (40 %) und im Oligodendrogliom (20 %) zu finden [38].

Es wird zwischen im Zentrum des Tumors auftretenden, intratumoralen Zysten und den
Tumor begrenzenden, peritumoralen Hirntumorzysten unterschieden. Die Zysten
tragen erheblich zur Ausdehnung des Tumorgewebes bei und kénnen den Grol3teil des
Tumorvolumens ausmachen [3].

Daneben gibt es seltene Hirntumoren, die regelmassig ein zystisches Erscheinungsbild
aufweisen. Hierzu zahlen pilozytische Astrozytome, Hamangioblastome und
Gangliogliome. Weitere nicht tumordse intrakranielle zystische Veranderungen, die in
der vorliegenden Arbeit als Vergleichsgruppen mit herangezogen wurden, umfassen
Zysten der Pinealisloge, Arachnoidalzysten, Zysten der Rathkeschen Tasche,

posthdmorrhagische Zysten und Epidermoide.
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1.5.2 Pathogenese

Die Ursache fur die Entstehung von Hirntumorzysten ist nicht abschlieRend geklart,
wobei verschiedene Theorien diskutiert werden. So kann die Flussigkeitsansammlung
durch Ablagerung von nekrotischem Tumorgewebe, bedingt durch das schnelle
Wachstum von Gliomen bei nicht hinreichender Angiogenese entstehen [1]. Auch die
Interpretation von Tumorzysten als nicht zirkulierender Liquor cerebrospinalis, im Sinne
eines Liquorverhaltes, wird in Erwagung gezogen [72].

Dariber hinaus kommt eine intratumorale Einblutung, mit anschlieRender
Verflissigung des Hamatoms, als Ursache in Betracht. Durch die Auflosung des
Blutkoagels wirken osmotische Krafte, die zur Ansammlung von Flissigkeit und damit
zur Bildung einer Zyste fuhren [30].

Eine neuere Hypothese macht eine Storung der Blut-Hirn-Schranke fur die
Zystenbildung verantwortlich (,blood brain barrier disruption®). Durch Exsudation von
Plasmaproteinen und Ansammlung von Interstitialflissigkeit im Hirnparenchym erfolgt
die Bildung eines vaskularen, peritumoralen Hirnddems. In einer Studie mit zystischen
und nonzystischen Glioblastomen konnte gezeigt werden, dass die Patienten mit
zystischem Glioblastom eine geringere peritumorale Odembildung aufwiesen.
Gleichzeitig war bei diesen Patienten histologisch eine deutlichere Abgrenzung des
Tumorgewebes zum umgebenden Hirngewebe zu beobachten [72]. Dies legt die
Vermutung eines gerichteten Odemstroms nahe, der nach auRen gerichtet zur Bildung
eines peritumoralen Odems, nach innen gerichtet aber zur Bildung einer intratumoralen
Zyste fuhrt.

Eine weitere Moglichkeit ist, dass zystische Glioblastome durch maligne
Transformation niedriggradiger zystischer Gliome entstehen. Allerdings konnte diese,
vor allem mit sekundaren Glioblastomen vereinbare Theorie, in klinischen Studien nicht
immer bestatigt werden und gibt zudem keine Erklarung fir die priméare

Zystenentstehung [42].

1.5.3 Hirntumorzystenflissigkeit

Hirntumorzysten beinhalten Ublicherweise eine klare, proteinreiche Flussigkeit. Neben
den in verschiedenen Studien nachgewiesenen Proteinen zerebralen Ursprungs wie
Enolase, 3-Endorphin und Thymidinkinase finden sich in Giber 92 % Blutplasmaproteine
in der Zystenflissigkeit [39]. Eine detaillierte Identifizierung von Proteinen in

Zystenflussigkeiten zerebraler Tumoren ist bislang nicht erfolgt, gewinnt vor dem
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Hintergrund der aktuellen Proteomforschung jedoch zunehmend an Interesse. So
konnte eine signifikante Erhdhung von VEGF, einem Regulatorprotein der
Neoangiogenese, in Tumorzystenflissigkeiten gegentuber dem Blutserum der
Patienten nachgewiesen werden. Dies legt nahe, dass VEGF von den Hirntumorzellen
produziert und in die Zystenflissigkeit sezerniert wird, und somit fir die Entstehung
und Progression von Hirntumoren von Bedeutung sein kdnnte [66].

Des Weiteren konnte ein Zusammenhang zwischen der Laktatkonzentration von
Hirntumorzysten und dem Malignitatsgrad des Tumors hergestellt werden [39]. Es
zeigte sich eine zweifach erh6hte Laktatkonzentration bei Zysten maligner Tumoren im
Vergleich zu Zysten benignen Ursprungs, wahrscheinlich bedingt durch die anaerobe
Glykolyse des Tumors und der damit einhergehenden Laktatproduktion.

1.5.4 Therapie und Prognose

Die therapeutische Aspiration der Hirntumorzystenflissigkeit fuhrt durch Verringerung
des intrakraniellen Drucks zu einer Verbesserung der Symptomatik des Patienten.
Dennoch kann sich die Zyste wieder mit Flissigkeit fullen und die damit verbundenen
Symptome kénnen wieder auftreten [1].

In verschiedenen Arbeiten wird diskutiert, ob das Vorhandensein einer Tumorzyste mit
einer im Vergleich zu nicht-zystischen Tumoren veranderten Prognose einhergeht. So
wurde eine Erhohung der mittleren Uberlebenszeit von Patienten mit zystischem
Glioblastom im Vergleich zu Patienten mit nonzystischem Glioblastom beschrieben,
wenn die Zyste mehr als 50 % des Tumorvolumens ausmacht [42]. Einzelne
Fallberichte beschreiben Patienten mit einer sehr langen Uberlebenszeit nach
Diagnose eines zystischen Glioblastoms und untermauern die Vermutung einer
Prognoseverbesserung [6]. Ursachlich kdnnte hierbei eine geringere Anzahl von
postoperativ im Gehirn verbliebenen Tumorzellen sein, die mit der besseren
Abgrenzung zystischer Glioblastome und somit erleichterten operativen Bedingungen
zu begruinden versucht wurde [72].

Dennoch war in einer 2011 verdffentlichten Studie von 37 Patienten mit zystischem
Glioblastom kein signifikanter Unterschied in der Uberlebenszeit, im Vergleich zu
Patienten mit Glioblastom ohne Zyste, nachzuweisen. Die mittlere Uberlebenszeit der
Patienten mit zystischem Glioblastom lag bei 17,0 Monaten, bei einer mittleren

Uberlebenszeit von 15,9 Monaten in der Gruppe der nonzystischen Glioblastome [30].
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1.6 Proteinuntersuchung des Liquor cerebrospinalis

In den letzten Jahren hat die Proteomanalyse durch technische Neuerungen und
computergestitzte Auswertungsverfahren an Bedeutung gewonnen und ihren
Charakter von einer Proteinidentifizierung mittels Sequenzierung, zu einem
ergebnisoffenen Suchverfahren gewandelt. Dieser, im angloamerikanischen Raum als
.discovery oriented approach® bezeichnete Zugang erméglicht es, mit einer hohen
Genauigkeit, eine Vielzahl von Proteinen aus einer einzigen Probe zu ermitteln. Diese
werden dann in einem zweiten Schritt analysiert und naher beschrieben.

Zur Erkennung und Behandlung verschiedener neurologischer, onkologischer oder
psychiatrischer Erkrankungen nimmt diese Art der Analyse im Liquor cerebrospinalis
der betroffenen Patienten eine wichtige Stellung ein. Etablierte Verfahren wie die
isoelektrische Fokussierung zur elektrophoretischen Proteinauftrennung finden dabei
nach wie vor ihren Einsatz als diagnostische Werkzeuge.

Beispielhaft hierfur sei die Erh6hung von Immunglobulinen im Liquor von Patienten mit
Multipler Sklerose genannt [29]. Die Ursache dieser Erh6hung ist eine lokale,
oligoklonale Produktion von Antikdrpern vorwiegend der Klasse Immunglobulin G, die
dann als so genannte oligoklonale Banden nachgewiesen werden kénnen [16].

Zur Erweiterung dieser routineméaBig durchgefuhrten Methoden ist die genaue Kenntnis
des gesamten Liquor-Proteinmusters unerlasslich, um Verdnderungen sicher
bestimmen zu kdénnen. Nachdem verschiedene technische Hindernisse Uberwunden
wurden, gelang im Jahr 2010 erstmalig eine flachendeckende Charakterisierung
humaner Liquorproteine mittels multi-dimensionaler Chromatographie der Liquorproben
gesunder Probanden [65]. Dabei konnten 2630 Proteine isoliert werden, von denen
56% spezifisch fir den Liquor cerebrospinalis und somit nicht im groReren Spektrum
von 3654 Plasmaproteinen nachweisbar sind. Besonders erwahnt werden soll hier das
Auftreten von Ferritin light und heavy chain im Liguor, sowie ein Precursor-Protein von
Basigin. Metallothionin hingegen konnte in Liquor cerebrospinalis gesunder Probanden
nicht nachgewiesen werden.

Ein weiteres Beispiel fir die Anwendung proteomischer Untersuchungsmethoden zur
Charakterisierung neurologischer Erkrankungen ist die Analyse von Liquor mittels
SELDI-TOF bei an Morbus Alzheimer erkrankten Personen [5]. Uber die
Subtypisierung von Beta-Amyloidfragmenten lassen sich prognostische Biomarker fir

verschiedene Krankheitsverlaufe und im Vergleich zum Tierversuch definieren [56].
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1.7 Proteine

1.7.1 Basigin

Das Glykoprotein Basigin, auch bekannt unter den Namen CD 147, Emmprin oder M6-
Antigen, hat eine Molmasse von 40.201 kDa und gehort zur Familie der
Immunglobuline. Es ist zusammengesetzt aus zwei verschiedenen Untereinheiten,
einer transmembranen Komponente sowie einem kurzen, zytoplasmatischen Anteil.
Urspringlich wurde Basigin auf der Oberflache von Zellen des Lungenkarzinoms
entdeckt, wo es umliegende Fibroblasten zur Produktion von Matrixmetalloproteinasen
anregt. In der Folge konnten =zahlreiche weitere Funktionen von Basigin
herausgefunden werden. So spielt das Protein eine entscheidende Rolle in der
Spermiogenese und in der Implantation des Embryos im Uterus. Neben dem
physiologischen Vorkommen in der humanen Plazenta und in fetalem Gewebe konnten
hohe Basiginspiegel sowohl mit zahlreichen benignen und malignen Tumoren
assoziiert werden, wie zum Beispiel Lungen-, Brust-, Haut- und oralen Tumoren, als
auch mit Gliomen. Hier kommt vor allem eine durch Basigin angeregte Expression von
Matrixmetalloproteinasen und damit einhergehende Steigerung der Aggressivitat und
Invasivitat des Tumors zum Tragen [61].

Bei Gliomen konnte zudem eine vermehrte Expression von Basigin mit steigendem
Malignitatsgrad des Tumors nachgewiesen werden, so dass die hochsten Werte im
Glioblastom gefunden wurden, gefolgt vom anaplastischen Astrozytom und
niedergradigen Astrozytomen [61]. Zudem gelang mittels antisense RNA die
Inhibierung der Expression von Basigin in humanen Glioblastomzelllinien. Dies fiihrte
neben einer reduzierten Zellinvasion zu einer Verminderung der Migration und des

angiogenetischen Potentials der betroffenen Zellen [37].

1.7.2 Ferritin light chain

Ferritin ist ein Multimer, zusammengesetzt aus 24 Proteinuntereinheiten zwei
verschiedener Typen. Diese sind eine 19.7 kDa grosse leichte Kette (light chain,
bestehend aus 174 AS) und eine 21 kDa grosse schwere Kette (heavy chain,
bestehend aus 182 AS), die von verschiedenen Genen kodiert werden. Das Verhéltnis
der beiden Untereinheiten des Ferritinmolekils variiert stark in Abh&ngigkeit von
Gewebetyp und physiologischem Status der Zelle. In Leber und Milz Uberwiegt hierbei
eher die basische L-Untereinheit, wahrend im Herzen und in der Niere die saure H-
Untereinheit vorherrschend ist, die auch in Tumorzellen vorkommt. Das Verhéltnis von

H- zu L-Ferritin ist jedoch nicht immer konstant, sondern kann sich z.B. bei
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Entzindungen, Infektionen oder auch im Verlauf von Differenzierungs- und
Entwicklungsprozessen der Zelle andern [71]. Zudem konnten erhéhte Ferritinwerte im
Serum mit malignen Erkrankungen, wie Brustkrebs oder Morbus Hodgkin, assoziiert
werden. Des Weiteren wurde bei Fernmetastasen und invasivem Wachstum des
Nierenzellkarzinoms und des epitheloiden Sarkoms eine erhdhte Ferritinexpression

durch die Tumorzellen nachgewiesen [27].

1.7.3 Metallothionin

Metallothionine bilden eine Familie von in Tier- und Pflanzenwelt weit verbreiteten,
zytoplasmatischen Proteinen, die in der Lage sind, Schwermetalle zu binden. Die
Proteine sind bei einer Molmasse von 3,5 bis 14 kDa relativ klein. Eine
Strukturbesonderheit der Metallothionine liegt im Fehlen von aromatischen Aminen, bei
einem gleichzeitig auf3ergewohnlich hohen Gehalt von Cystein, welcher 30 % des
Proteins ausmacht. Auch wenn die Funktionen dieser Proteine noch nicht
abschlieRend geklart sind, gibt es Hinweise darauf, dass sie an der Homdostase
einiger Metalle wie Cadmium, Kupfer und Zink beteiligt sind. Vor allem liegt ihre
Aufgabe in der Beseitigung giftiger Metalle, ausserdem werden regulatorische
Funktionen flr physiologische Metalle diskutiert. Zudem konnte eine Expression von
Metallothioninen in den durch Ultrazentrifugation erhaltenen zellularen Subfraktionen
humaner Gliome nachgewiesen werden. Es wird diskutiert, dass sie der Tumorzelle

Schutz vor Umwelteinfliissen oder Chemotherapie geben [15].
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1.8 Problemstellung

Die Entstehung und Bedeutung von zystischen Strukturen in zerebralen Tumoren ist
trotz verschiedener Theorien und zahlreicher Studien immer noch nicht hinreichend
geklart. Die zunehmend wichtiger gewordene Untersuchung der Proteinexpression, als
Erweiterung genetischer Studien scheint hier weiterhelfen zu kdnnen. In der
vorgelegten Arbeit soll im Rahmen der Analyse von Zystenflissigkeiten zerebraler
Tumoren, mittels SELDI-TOF Technik, ein Aufschluss Uber Proteingehalt und
Proteinmuster der Zysten erlangt werden.

Im Einzelnen sollen die folgenden Fragestellungen bearbeitet werden:

1. Finden sich signifikante Unterschiede des Proteingehaltes von Zysten zu Kontroll-
Liquorproben ?

2. Lassen sich die mittels der Proteomanalyse (SELDI-TOF) ermittelten Proteinmassen
realen Proteinen zuordnen und finden sich diese mittels histologischer Farbetechniken

in Glioblastompraparaten wieder?

3. Erlaubt die SELDI-TOF-Analyse der Zystenflissigkeiten die Annahme oder

Ablehnung von Hypothesen zur Zystenentstehung?
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten und Probengewinnung

Zur Analyse der Proteine in Tumorzysten wurden insgesamt 74 Proben von 67
Hirntumorpatienten in den Jahren 2000 bis 2007 zu Beginn des neurochirurgischen
Eingriffs gewonnen (Tabelle 9). Die Operationen fanden in der neurochirurgischen
Klinik des Universitatsklinikums Giessen statt.

Patientenakten wurden nicht eingesehen, die Proben wurden ebenso wie die
Uberlebenszeiten und die Diagnosen der Patienten vollstandig anonymisiert zur
Verfigung gestellt. Darunter befanden sich 20 Patienten mit Glioblastom, 9 mit
Glioblastomrezidiv, 14 mit Hirnmetastasen, 6 Patienten mit pilozytischem Astrozytom
und 5 mit Oligoastrozytom Grad lll. Aus den selteneren Entitdten sind klassische
zystische Tumoren wie Arachnoidalzyste (1), Hamangioblastom (2) und eine Zyste der
Rathkeschen Tasche zu nennen. Zysten der Pinealisregion waren zweimal vertreten.
Um der geringen Materialmenge und der teils kleinen Fallzahl bei einigen Diagnosen
Rechnung zu tragen, wurden fir eine Auswertung mit ausreichender statistischer
Power die Ergebnisse der Patientenproben in Auswertungsgruppen zusammengefasst,
wie zum Beispiel Glioblastome, zystische Hirntumoren, hamorrhagische Hirntumoren
oder niedergradige Hirntumoren.

Als Kontrollgruppe willigten 15 Patienten mit Spinalkanalstenose ein, im Rahmen einer
diagnostischen Myelographie Teile des gewonnenen Liquors zur Verfligung zu stellen.
Die Proben wurden zentrifugiert und der Uberstand bis zur weiteren Analyse bei -20°C
eingefroren.

Von den operierten Tumoren wurden zudem zur histologischen Untersuchung

Paraffinbloécke angefertigt.

2.1.1 Uberlebenszeit bei Diagnose Glioblastom

Die Uberlebenszeit der Glioblastom-Patienten nach Erstoperation wurde dokumentiert
und anhand dieser eine Einteilung in 6 Halbjahres-Uberlebenszeitgruppen durchgefihrt
(Tabelle 17), um gegebenenfalls prognostische Parameter ableiten zu kénnen.

2.2 Methoden
2.2.1 SELDI-TOF-MS
Das Proteinmuster der Tumorzysten- und Liquorproben wurde mittels SELDI-TOF-MS

der Firma Ciphergen Biosystems untersucht. Diese Untersuchungen wurden im Institut
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fur Humangenetik und Anthropologie, Core Unit Chip Application, Friedrich-Schiller-
Universitat, Jena, durchgefihrt.

Die SELDI-TOF Massenspektrometrie ist die Verbindung von Massenspektrometrie mit
der Chromatographie. Hierbei werden die zu untersuchenden Proteine auf einer
spezifisch ausgewahlten Oberflache (s=surface, e=enhanced) eines Metallchips
gebunden, wohingegen nicht gebundene Proteine durch verschiedene Waschschritte
entfernt werden. Danach werden die verbleibenden Proteine in einer Vakuumrohre
durch einen Laser ionisiert, um sie von der Oberflache des Chips abzultsen (LDI=laser
desorption ionization).

Bestimmt durch die Starke des angelegten elektrischen Feldes und die Masse des
Molekiils unterscheiden sich die individuellen Flugzeiten der ionisierten Proteine
(TOF=time of flight) in der Rohre vom Matrix-Chip bis zu einem Detektor, der diese
Daten verwertet und ein Chromatogramm mit den dazugehérigen Molmassen ausgibt.
Die Flugdauer ist auch von der Gréf3e der Proteine abhangig. Je kleiner die Proteine
sind, desto geringer ist die Flugzeit bis zum Detektor.

Als Ergebnis erhélt man einen Graphen, der auf der x-Achse die Molmassen der
Proteine und auf der y-Achse die zugehorige Signalintensitat angibt. Diese erhoht sich
mit steigender Proteinkonzentration der untersuchten Probe, sodass als ,Peaks®
bezeichnete Signale sichtbar werden (Abbildung 1). Metamere Proteine kdnnen
mehrere Peaks generieren, den fir das Gesamtprotein und die fur die Untereinheiten,
falls das Protein bei der Desorption zerféllt.

Die Technik ermdglicht in Funktion der gewdahlten Chipmatrix und der Waschpuffer
eine Analyse von Proteinen mit verschiedenen isoelektrischen Punkten, bei einer
Molmassengenauigkeit von 0.3 % [32]. Es kénnen bei der SELDI-TOF-MS neben einer
zeitgleichen Untersuchung von bis zu 10.000 Parametern im Rahmen der so
genannten Multiparameter-Analytik, Proteine unterschiedlichster Grol3e nebeneinander
bestimmt werden.

Ein weiterer Vorteil dieses Verfahrens entsteht durch den hohen Probendurchsatz und
eine damit verbundene Zeitersparnis im Vergleich zu anderen Methoden der
Proteinanalyse. Auch ist die bendgtigte, nur verhaltnisméafig geringe Probenmenge (bis
zu 20-25 Zellen sind ausreichend) bei der SELDI-TOF-MS zu bericksichtigen, wobei
auch niedrigste Probenvolumina (bis zu 1 pl ist ausreichend) diesem Verfahren
zugefuhrt werden kénnen. Durch die Bindung der Proteine auf die Chipoberflache
kbnnen zudem Detergenzien, die haufig bei anderen Verfahren Stdérungen

verursachen, durch einfache Waschschritte entfernt werden. Dies macht somit die bei
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anderen Techniken haufig durchgefihrte, aufwéndige Vorbehandlung der Proben
entbehrlich [32].

2.2.1.1 Probengewinnung

Nach ultraschallgesteuerter oder stereotaktischer Punktion der Tumorzysten zu Beginn
der Operation, erfolgte die Zentrifugation (10 min. 4000 U/min) und anschliessende
Lagerung der ProbenflUssigkeit bei -20°C.

Fur die Analyse mittels SELDI-TOF erfolgte nach Auftauen der Proben auf Eis die
Gabe von 2 pl auf einen Matrixchip, wobei die spateren Waschschritte entsprechend
den Angaben des Herstellers und des gewahlten Chips durchgefuhrt wurden.

2.2.1.2 Statistische Auswertung

Es wurden fir jede Probe zwei SELDI-TOF Laufe mit einem Q10 Chip low und einem
Q10 Chip high durchgefiihrt. Nach Bestimmung der Peaks in den Proben wurden die
Signalintensitaten zwischen Liquor und Tumorzystenflissigkeit verglichen. Hierzu
wurden die Proben in Diagnosegruppen, wie Glioblastom, Glioblastomrezidiv,
Normalliquor oder Metastase, eingeteilt (Tabelle 10, 13, 14). Die prozentuale Haufigkeit
des Auftretens eines Molmassen-Peaks in den Proben einer Gruppe wurde mit der
Haufigkeit desselben Peaks in der jeweils anderen Gruppe verglichen. Zur
Bestimmung des Signifikanzniveaus wurden dariber hinaus noch die Hohen der
Peaks, d.h. die urspriingliche Konzentration des Proteins auf dem Matrixchip und das
Proteingewicht herangezogen. Ein signifikanter Unterschied wurde fir ein Niveau

p<0,05 angenommen.
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2.2.2 Proteinidentifizierung

Die ldentifikation der zu den Molmassen gehdérenden Proteine erfolgte Uber zwei
Anséatze. In einem ersten Ansatz wurden aus wissenschaftlichen Arbeiten bekannte, in
Hirntumoren nachgewiesene und mit Hirntumorprogression vergesellschaftete Proteine
direkt auf ihr Vorhandensein in der Ergebnisliste Uberpriuft (Tabelle 3, 7). Hierunter
fallen beispielsweise GFAP, VEGF, Hamoglobin und S100.

Der zweite, bei den meisten Proteinen eingesetzte internetbasierte Suchalgorithmus
wurde im Rahmen der Arbeit entwickelt:

Die universal protein database (uniprot) ist ein konsortiales Projekt und enthalt Eintrage
aus dem European Bioinformatics Institute, dem Swiss Institute of Bioinformatics und
der Protein Information Resource. Sie ist somit die gro3te bioinformatische Datenbank,
welche Informationen dber Proteinfunktionen und -strukturen aller Lebewesen
beinhaltet [the uniprot consortium]. Die mit der SELDI-TOF-Technik gefundenen, und
als signifikant unterschiedlich auftretend bewerteten, Proteinbanden wurden mit Hilfe
der Tagldent-Option der SwissProt Datenbank identifiziert [70].

Diese ist eine Suchoption des Swiss Institute of Bioinformatics, welche nach Eingabe
einer Molmasse in Dalton alle bekannten Proteine der gleichen Grol3e anzeigt. Mit
einer +/- 5,0 breiten Variation des isoelektrischen Punkts um pH 7,45, wurden Proteine
der Spezies Homo sapiens mit einem Molekulargewicht +/- 0,3 % der gefundenen
Proteinbandengréf3e in der Datenbank gesucht. Eingang fanden die Proteinbanden aus
den Vergleichen Glioblastom zu Liquor, Glioblastomrezidiv zu Liquor und
Glioblastomrezidiv zu Glioblastom (Tabelle 10).

Die Bandengréssen wurden auf das Vorhandensein von Vielfachen ihrer selbst
Uberprift, um der etwaigen Bildung von chemischen Addukten, Proteinfragmenten oder
Doppelladungen Rechnung zu tragen. Es wurde ebenfalls nach Molmassen homologer
Proteine der Proteinsuperfamilien gesucht.

Mit dieser Vorgehensweise fanden sich pro eingegebener Proteingrosse je 30 bis 50
Proteinkandidaten als potentielle "Erzeuger" des zu bestimmenden SELDI-TOF-Peaks.
Diese unterschiedlichsten Proteine wurden mittels Literaturrecherche bewertet. Hierzu
wurde ein Punktesystem entworfen, zum Herausfiltern und Analysieren der mit
Hirntumorwachstum assoziierten Proteine (Tabelle 11).

Es war neben der zelluldaren Lokalisation des jeweiligen Proteinkandidaten
entscheidend, ob ein vermehrtes Vorkommen im Gehirn, in Hirntumoren oder
allgemein in Tumoren beschrieben ist. Zur Literaturrecherche wurde neben géngigen

Internetsuchmaschinen insbesondere auf die Publikationsdatenbank der NCBI
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(National Center for Biotechnology Information), www.pubmed.org, zuriickgegriffen
[57]. Alle Proteine mit einer Punkteanzahl von 3 oder 4 wurden der weiteren Analyse
zugefuhrt. Die relevanten Artikel wurden in Bezug auf wesentliche Zitate und
Querverweise hingehend der Fragestellung dieser Arbeit untersucht und gewichtet.

Tabelle 12 zeigt einen Auszug aus der Arbeitsliste potentieller Kandidaten fur die funf
hdchsten Signifikanzniveaus (p-value). Die Parameter (Proteinfamilie,
Chromosomenabschnitt und Funktion) waren flr jedes Signifikanzniveau an bis zu 50
Kandidaten ermittelt worden, in der Liste verblieben lediglich Proteine mit einem

Punktwert von drei oder mehr.

2.2.3 Immunhistochemie

Um zu kontrollieren ob die ermittelten Proteinkandidaten tatsachlich in den zystischen
Tumoren auftreten, wurden Tumorgewebspréparate von Glioblastom-Patienten, deren
Zystenflussigkeit untersucht worden war, immunhistologisch aufgearbeitet. Hierbei
weist ein gegen das Protein gerichteter Antikdrper dessen Vorhandensein direkt im
Gewebe nach.

Die immunhistochemische Untersuchung der Operationspraparate erfolgte im
Neuropathologischen Institut der Justus Liebig Universitat in Giessen. Hierbei wurden
die Proben durch Nummern gekennzeichnet um die Identitat der Patienten zu wahren
und dennoch eine verblindete Untersuchung der Praparate zu erméglichen.

Da nicht jeder Patient einer mikrochirurgischen Operation zugefiihrt worden war,
sondern zum Teil auch nur stereotaktische Punktionen zur Zystenverkleinerung
erfolgten, waren Glioblastompréaparate von 21 Patienten verfligbar, deren
Zystenproben vorher mittels SELDI-TOF-Technik aufgearbeitet worden waren.

In diesen Gewebsschnitten fanden sich insgesamt 165 auswertbare zystische

Strukturen. Pro Schnitt im Mittel 4,23 Zysten, bei einer Variation von 1 bis 12 Zysten.

Aus den identifizierten und klassifizierten Proteinen wurden die drei Proteinkandidaten
Basigin, Ferritin und Metallothionin aufgrund ihrer Relevanz in Bezug auf die
Entstehung neuroepithelialer Tumoren der immunhistochemischen Untersuchung
zugefihrt. Hierdurch konnten die potentiellen, mittels SELDI-TOF Technik ermittelten
Kandidaten durch ein zweites Verfahren auf zellularer Ebene dargestellt werden.
Zudem war die Lokalisation der Farbung eine entscheidende Fragestellung,

insbesondere der Vergleich der Farbeintensitdt von Zystenwand und restlichem
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Tumorgewebe, um eine etwaige Anreicherung der jeweiligen Proteine in der
Zystenwand nachweisen zu kénnen.

Um bei der Auswertung mittels Mikroskop zwischen Blutgefassen und Zystenstrukturen
unterscheiden zu kénnen, wurde von allen Préaparaten zusatzlich zur durchgefihrten
HE- auch eine Retikulinfarbung angefertigt, da sich Retikulinfasern in der Zystenwand

nicht finden.

2.2.3.1 Verwendete Antikorper

1. Basigin

Es wurde ein monoklonaler, paraffingdngiger Maus-Antikorper der Firma Abcam,
Seriennummer AB 1843, verwendet. Als Positivkontrolle dienten Zellen eines priméaren
humanen Adenokarzinoms der Lunge (Abbildung 2).

2. Ferritin
Der Antikorper der Firma Abcam mit der Seriennummer AB 76768 kam zum Einsatz.
Dieser ist ein polyklonaler Kaninchen-Antikdrper welcher paraffingangig ist. Humane

Leberzellen wurden fir die Positivkontrolle verwendet (Abbildung 2).

3. Metallothionin

Ein monoklonaler, paraffingangiger Maus-Antikérper der Firma Abcam, Seriennummer
AB 12228, kam zur Anwendung. Zellen von einem humanen Astrozytom Grad |l

dienten als Positivkontrolle (Abbildung 2).
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2.2.3.2 Arbeitsprotokoll

Die in Paraffin eingebetteten Gewebeproben wurden mittels Mikrotom in einer Dicke
von 4-6 um geschnitten, das Gewebe anschlieBend auf Superfrost Objekttrager
aufgezogen. Alle 21 Gewebeproben wurden mit jedem Antikorper in einem Arbeitsgang

gefarbt um eine Vergleichbarkeit mit der jeweiligen Positivkontrolle zu schaffen.

Hamalaun nach Mayer:

- 19 Hamatoxylin (Merck: 1.04302.01)
In 1000 ml destilliertem Wasser unter Erwarmen lésen

- 0.2g Natriumiodat (Merck: 6525.01)

- 50g Aluminiumkaliumsulfat (Merck: 1.01047)

- 50g Chloralhydrat (Merck: 1.02425)

- 19 Citronensaure (Serva 386-42)

PBS Waschpuffer, Stammlésung (10X):

- 8,0 g Di-Natriumhydrogenphosphat (Merck 1.06580)
- 1,3 g Kalium-Dihydrogenphosphat (Merck 1.04873)
- 36,0 g Natriumchloid (Roth 3957.1)

In 500 ml destilliertem Wasser losen
Vor Anwendung Verdinnung: 1:10 mit destilliertem Wasser,
pH Messung : 7,4 (pH 7,3 +/- 0,1)
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Basigin:

1.

2.

Deparaffinierung und Rehydratation

3 x 5 Minuten in Xylol

2 x 3 Minuten 100 % Alkohol

3 Minuten 96 % Alkohol

3 Minuten 70 % Alkohol

2 x 3 Minuten in destilliertem Wasser

Vorbehandlung der Schnitte mittels Hitze-induzierter Demaskierung

- 15 Minuten Kochen mit 0,01 mol/l kochender Citrat Retrieval-Losung
pH 6,0 (Citric acid monohydrate C 7129 Sigma)
- 3 x Waschen mit PBS Waschpuffer (1 x)
- Nach dem Kochen die Schnitte fiir 20 Minuten in der Pufferlésung
abkuhlen lassen.
- 3 x 3 Minuten Spilung mit (1 x) PBS —Puffer pH 7,4
Peroxidase Block
7 Minuten in 3 % H,0, (H,O, 30% Merck 1.08597)

Waschen

2 x 3 Minuten in Aqua destillata,

danach 1 x 2 Minuten in PBS Waschpuffer (1 x)
Inkubation

20 Minuten mit Ziegen-Serum

(normales Goat-Serum Dako : X 907)
Inkubation mit Prim&r-Antikdrper

1:50 Abcam Basigin (ab 1843)

Inkubationszeit: 1 Stunde bei Raumtemperatur

Antikorper-Verdinnungslosung: Dako S 2022
Waschen

2 x 3 Minuten in PBS Waschpuffer (1 x)
Inkubation mit Bricken-AntikOrper

Inkubationszeit: 30 Minuten bei Raumtemperatur
(Flasche C Biotinylated Goat Anti Mouse/Rabbit,
Dako Kit; Code: K 492)

Waschen
2 x 3 Minuten in PBS Waschpuffer (1 x)
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Inkubation
mit StrepAB-Komplex 1:100
Inkubationszeit: 30 Minuten bei Raumtemperatur
(Flasche A Streptavidin + Flasche B Biotinylated peroxidase im
Dako Kit, Code: K 492)
Waschen
2 x 3 Minuten in PBS Waschpuffer (1 x)
Entwickeln
7 Minuten mit DAB
(3,3" Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid Sigma : D — 5637)
60 mg DAB in 300ml PBS ldsen,
120 pl von 30 % H,0, zugeben, gut mischen,
Ldsung gleich verwenden
Waschen
2 x 3 Minuten in PBS Waschpuffer (1 x),
zusatzlich 1 x 3 Minuten mit Aqua destillata

Gegenfarbung
1 - 2 Minuten mit Hamalaun nach Mayer (siehe Rezept)

Spilen
1 - 2 Minuten unter Leitungswasser,
danach 1 Minute mit Aqua destillata
Entwésserung
aufsteigende Alkoholreihe bis Xylol
2 Minuten in 70 % Alkohol
2 Minuten in 96 % Alkohol
2 X 2 Minuten in 100 % Alkohol
3 x 3 Minuten in Xylol
Eindecken
mit Cytoseal Xyl ( Firma Themo 8312-4)
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Ferritin:

1.

2.

Deparaffinierung und Rehydratation

3 x 5 Minuten in Xylol

2 x 3 Minuten 100 % Alkohol

3 Minuten 96 % Alkohol

3 Minuten 70 % Alkohol

2 x 3 Minuten in destilliertem Wasser

Vorbehandlung der Schnitte mittels Hitze-induzierter Demaskierung

- 15 Minuten Kochen mit 1 mmol /I kochender EDTA Retrieval-Losung
pH 8,0 (EDTA Bestell-Nr.: E- 5134 Sigma)
- 3 x Waschen mit PBS Waschpuffer (1 x)
- Nach dem Kochen die Schnitte fiir 20 Minuten in der Pufferldsung
abkuhlen lassen.
- 3 x 3 Minuten Spilung mit (1 x) PBS —Puffer pH 7,4
Peroxidase Block
7 Minuten in 3 % H,0, (H,O, 30% Merck 1.08597)

Waschen

2 x 3 Minuten in Aqua destillata,

danach 1 x 2 Minuten in PBS Waschpuffer (1 x)
Inkubation

20 Minuten mit Ziegen-Serum

(normales Goat-Serum Dako : X 907)
Inkubation mit Prim&r-Antikdrper

1:500 Abcam Ferritin (ab76768)

Inkubationszeit: 1 Stunde bei Raumtemperatur

Antikorper-Verdinnungslosung: Dako S 2022
Waschen

2 x 3 Minuten in PBS Waschpuffer (1 x)
Inkubation mit Bricken-AntikOrper

Inkubationszeit: 30 Minuten bei Raumtemperatur
(Flasche C Biotinylated Goat Anti Mouse/Rabbit
Dako Kit; Code: K 492)

Waschen
2 x 3 Minuten in PBS Waschpuffer (1 x)
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Inkubation
mit Strep AB-Komplex 1:100
Inkubationszeit: 30 Minuten bei Raumtemperatur
(Flasche A Streptavidin + Flasche B Biotinylated peroxidase im
Dako Kit, Code: K 492)
Waschen
2 x 3 Minuten in PBS Waschpuffer (1 x)
Entwickeln
7 Minuten mit DAB
(3,3" Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid Sigma : D — 5637)
60 mg DAB in 300ml PBS ldsen,
120 pl von 30 % H,0, zugeben, gut mischen,
Ldsung gleich verwenden
Waschen
2 x 3 Minuten in PBS Waschpuffer (1 x),
zusatzlich 1 x 3 Minuten mit Aqua destillata

Gegenfarbung
1 - 2 Minuten mit Hamalaun nach Mayer

Spilen
1 - 2 Minuten unter Leitungswasser,
danach 1 Minute mit Aqua destillata
Entwésserung
aufsteigende Alkoholreihe bis Xylol
2 Minuten in 70 % Alkohol
2 Minuten in 96 % Alkohol
2 X 2 Minuten in 100 % Alkohol
3 x 3 Minuten in Xylol
Eindecken
mit Cytoseal Xyl ( Firma Themo 8312-4)
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Metallothionin

1.

10.

11.

Deparaffinierung und Rehydratation

3 x 5 Minuten in Xylol

2 x 3 Minuten 100 % Alkohol

3 Minuten 96 % Alkohol

3 Minuten 70 % Alkohol

2 x 3 Minuten in destilliertem Wasser

Keine Vorbehandlung der Schnitte notwendig

Peroxidase Block

7 min. in 3 % H,0, (H,O, 30 % Merck 1.08597)
Waschen: 2 x 3 Minuten in Aqua destillata

danach 1 x 2 Minuten in PBS Waschpuffer (1 x)
Inkubation

20 Minuten mit Ziegen-Serum

(normales Goat-Serum Dako : X 907)
Inkubation mit Primar-Antikérper

1:100 Abcam Metallothionein (ab12228)

Inkubationszeit: 1 Stunde bei Raumtemperatur

Antikorper-Verdiinnungslésung: Dako S 2022
Waschen
2 x 3 Minuten in PBS Waschpuffer (1 x)

Inkubation mit Bricken-Antikorper

Inkubationszeit: 30 Minuten bei Raumtemperatur
(Flasche C Biotinylated Goat Anti Mouse/Rabbit,
Dako Kit; Code: K 492)
Waschen
2 x 3 Minuten in PBS Waschpuffer (1 x)
Inkubation mit StrepAB-Komplex 1:100

Inkubationszeit: 30 Minuten bei Raumtemperatur
(Flasche A Streptavidin + Flasche B Biotinylated peroxidase im
Dako Kit, Code: K 492)
Waschen
2 x 3 Minuten in PBS Waschpuffer (1 x)
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

Entwickeln
7 Minuten mit DAB
(3,3" Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid Sigma : D — 5637)
60 mg DAB in 300 ml PBS lésen,
120 pl von 30 % H,0, zugeben, gut mischen,
Ldsung gleich verwenden
Waschen
2 x 3 Minuten in PBS Waschpuffer (1 x),
zusatzlich 1 x 3 Minuten mit Aqua destillata

Gegenfarbung
1 - 2 Minuten mit Hamalaun nach Mayer (siehe Rezept)

Spulen
1 - 2 Minuten unter Leitungswassetr,
danach 1 Minute mit Aqua destillata

Entwasserung:

aufsteigende Alkoholreihe bis Xylol
2 Minuten in 70 % Alkohol
2 Minuten in 96 % Alkohol
2 x 2 Minuten in 100 % Alkohol
3 x 3 Minuten in Xylol
Eindecken
mit Cytoseal Xyl ( Firma Themo 8312-4)

31



2.2.3.3 Auswertung der Immunhistochemie

Nach abgeschlossener Farbung wurden die Proben mittels Mikroskop qualitativ
beurteilt, wobei durch den Vergleich von HE- und Retikulinfarbung Zysten von
Blutgefassen differenziert werden konnten. In Abbildung 3 findet sich unter A eine
Zystenwand in HE-Farbung: in Abbildung B sind in der Retikulinfarbung die in
Umgebung der Zyste liegenden Gefasse geschwarzt zu erkennen, ohne Farbung der
Zystenwand.

Als Postivkontrolle dienten histologische Schnitte eines primaren humanen
Adenokarzinoms der Lunge fur Basigin, humane Leberzellen fir Ferritin, und
Astrozytomgewebe fir Metallothionin. Die Negativkontrolle erfolgte mit eben diesen
Préaparaten ohne Zusatz des jeweiligen ersten Antikdrpers (Abbildung 2).

Die Farbung des Tumorgewebes und insbesondere der Zystenwande mit den
verwendeten Antikorpern konnte mittels eines Punktesystems klassifiziert werden. Die
immunhistologisch gefarbten Schnitte wurden allesamt vom selben Untersucher (MH)
ausgewertet. Die Starke der DAB-Farbung wurde in 4 Stufen eingeteilt: 0-keine
Farbung, +-schwache Farbung, ++-gut kontrastierte Farbung zum Hintergrund, +++-
sehr dunkle Farbung. Aus dieser semiquantitativen Skala (0 bis 3) wurden Mittelwerte
gebildet.

Hierbei diente der Mittelwert der Farbeintensitat aus 20 verschiedenen Blickfeldern des
Tumorgewebes als Vergleichswert zur Intensitdt der Wandfarbung jeder einzelnen
Zyste. Der Farbequotient, gebildet aus der Farbeintensitdt der Zystenwand geteilt
durch den Mittelwert der Intensitdt der Tumorfarbung, schafft hierbei eine
Vergleichbarkeit der Zystenwandfarbungen im untersuchten Schnitt und zwischen den
drei verwendeten Antikdrpern bei einem Patienten. Insgesamt wurden alle 165 in den
Glioblastom-Préaparaten nachgewiesenen Zysten beurteilt und die zugehdrigen
Farbequotienten ermittelt.

2.2.4 Statistische Betrachtungen zur Uberlebenszeit

Die statistische Auswertung der Ergebnisse hinsichtlich Alter und Uberlebenszeit der
Glioblastom-Patienten erfolgte mittels unpaired t-test. Dieses Verfahren ermittelt
anhand der Mittelwerte zweier nicht zusammenhangender Stichproben die
Wahrscheinlichkeit eines  signifikanten  Unterschiedes der Mittelwerte der
Grundgesamtheit. Ein signifikanter Unterschied wurde fur ein Niveau p<0,05
angenommen. Hierbei wurde die Gruppeneinteilung der Glioblastom-Patienten aus

Tabelle 17 zugrundegelegt.
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3. Ergebnisse

3.1 SELDI-TOF-MS

Die Ergebnisse der Spektroskopie werden computergestitzt vom Gerét erfasst und in
einer maschinellen Auswertungsschleife auf Qualitat und Plausibilitat Gberpruft. So
entsteht eine Vorauswahl qualitativ hochwertiger Signale, die bei technischen
Schwierigkeiten das Ergebnis einzelner Proben unterdrickt. So erhdlt man
beispielsweise bei den Durchlaufen der 20 Glioblastomproben meist 17-18 verwertbare
Ergebnisse, die vom Computer freigegeben werden. Dementsprechend wurden die
Ergebnisse anhand der Diagnose gruppiert und die Gruppen gegeneinander anhand
statistischer Signifikanz verglichen.

Nach Bestimmung der Peaks in den Proben wurden die Signalintensitaten der
ZystenflUssigkeit von Glioblastom und Liquor, Glioblastomrezidiv und Liquor sowie
Glioblastom und Glioblastomrezidiv verglichen. Das Uber die urspringliche
Konzentration der Proteine (Hohe der Peaks) berechnete Signifikanzniveau, wurde fur
jedes Protein bestimmt. Hierbei zeigten sich starke Unterschiede, wobei 3 Proteine mit
107 sowie 8 Proteine mit 10°® ein hohes Signifikanzniveau aufwiesen (Tabelle 10). Alle
Signifikanzen liegen hier im Millionstelbereich, was bei der Grosse der Proteine ein

sehr verlassliches Ergebnis darstellt.

3.1.1 Vergleich der Zystenflissigkeit von Glioblastom und Liquor

Der Signalintensitatsvergleich in den Proben von Glioblastomzystenflissigkeit und
Liquor ergab ein signifikant erhdhtes Vorkommen von 28 verschiedenen Proteinen im
Glioblastom. Die zugehdrigen Molmassen sind zusammen mit dem Signifikanzniveau

(P-value) in Tabelle 10 dargestellit.

3.1.2 Vergleich der Zystenflussigkeit von Glioblastomrezidiv und Liquor
Beim Vergleich der Zystenflussigkeit von Glioblastomrezidiven und Liquor zeigte sich
ein erhohtes Vorkommen von Proteinen sieben verschiedener Molmassen im

Glioblastomrezidiv, dargestellt in Tabelle 10.
3.1.3 Vergleich der Zystenfliissigkeit von Glioblastom und Glioblastomrezidiv

Sechs Proteine unterschiedlicher Molmassen waren vermehrt in Zystenflissigkeit des

Glioblastoms zu finden, hingegen fand sich ein Protein (Basigin) welches mittels
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SELDI-TOF vermehrt in der Zystenflissigkeit des Glioblastomrezidivs nachzuweisen
war (Tabelle 10).

3.1.4 Liquor von Patienten mit Spinalkanalstenose

Im Vergleich zu den Glioblastomen fanden sich in den Liquorproben der
Kontrollpatienten 23 Banden, die mit einer erhdhten Signifikanz nur im Liquor auftraten.
Ebenso traten im Vergleich zu Glioblastomrezidiven 17 Banden nur im Liquor auf. 24
Proteine fanden sich im Vergleich der Liquorproben zu Metastasenproteinen (Tabelle
13).

3.1.5 Vergleich von Glioblastomproteinen und Metastasenproteinen

Beim Vergleich der Zystenflissigkeiten von Glioblastom gegen Liquor und Metastasen
gegen Liguor zeigten sich 14 Proteingréssenhomologien bei einer Gesamtzahl von 38
Kandidaten (Tabelle 14).

3.1.6 Direktsuche bekannter Proteine

Die bereits in Zusammenhang mit Glioblastomen beschriebenen Proteinenbanden fur
GFAP (49916 Dalton) und VEGF (17224 Dalton) wurden in der Glioblastomgruppe
detektiert, VEGF sogar mit einem der hdchsten Signifikanzniveaus (Tabelle 10). Diese
beiden Banden erscheinen auch in der Metastasengruppe, wahrend bei den
Glioblastomrezidiven lediglich die VEGF Bande nachweisbar ist (Tabelle 14).

Das kirzlich in Zusammenhang mit Glioblastomen beschriebene S100A9 (13242
Dalton) hat offensichtlich weder bei Glioblastomen, Glioblastomrezidiven oder
Metastasen einen Peak generiert [19].

Die von der Meningeomprogression her bekannten Proteine (Tabelle 7) wurden zum
grosseren Teil nicht als Banden wiedergefunden. Bandengréssen, die
meningeomassoziierten Proteinen entsprechen koénnten sind 15819 Dalton
(Peroxiredoxin 2, Isoform 2), 27887 Dalton (Proteasom Untereinheit alpha Typ 7) und
47169 Dalton (Alpha Enolase). Alle drei fanden sich beim Vergleich der
Glioblastomzystenfliissigkeiten gegentber Liquor, die Isoform 2 des Peroxiredoxin 2
zusatzlich beim Vergleich der Metastasen gegenlber Liquor. Aufgrund ihrer
Assoziation zur Meningeomprogression wurden sie in der vorliegenden Arbeit bei der
immunhistochemischen Farbung der Glioblastomzysten ausgeklammert.

Potentiell durch H&moglobin entstandene Banden, die indirekt auf Einblutungen

zuriickschliessen lassen, wurden mit den Proteingréssen fur HbA (15258 Dalton) und
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HbB (15998 Dalton) mit der Varianz von 0,3 % gesucht. Hier liessen sich in der Gruppe
der hamorrhagischen Zysten (Hamangiom, Hamangioblastom, posthamorrhagische
Zyste) entsprechende Banden fur beide Hamoglobintypen finden. Dariber hinaus fand
sich lediglich in der Gruppe der Metastasen eine Bande, die dem HbB entsprechen
konnte (Tabelle 14). Zystenflissigkeiten von Glioblastomen und Rezidiven zeigten

keine auf Hamoglobin verdachtigen Banden.

3.2 Proteinidentifizierung

Aus den 28 Molmassen des Vergleichs von Glioblastom und Liquor konnten mithilfe
der universalen Proteindatenbank (uniprot) 290 humane Proteine gefunden werden,
wobei eine Molmassenabweichung von +/- 0,3 % beriicksichtigt wurde. Die Analyse
der sieben Peaks aus der Betrachtung der Zystenfliissigkeit von Glioblastomrezidiv
gegen Liquor ergab 66 Proteine; 57 Proteinkandidaten konnten aus den 7 Molmassen
von Glioblastom gegen Glioblastomrezidiv ermittelt werden.

Nach Literaturrecherche und nachfolgender Einteilung der insgesamt 413 identifizierten
Kandidatenproteine aller Tumorgruppen mittels des unter 2.2.2 beschriebenen
Punktesystems, entstand eine Auswahl von nunmehr 70 Proteinen mit drei oder vier
Punkten, die der weiteren Untersuchung zugefuihrt wurden. Einen Auszug zeigt Tabelle
12.

Mehrere Peaks der SELDI-TOF Analyse konnten hierbei Proteinen zugeordnet werden,
die wie GFAP (49916 Da, Tabelle 10) oder VEGF 121 (17224 Da, Tabelle 10) bereits
in Zystenflissigkeit von Glioblastomen von anderen Arbeitsgruppen beschrieben
wurden [66, 69].

3.3 Immunhistochemie

Der immunhistochemischen Untersuchung wurden die Praparate von 17
Glioblastompatienten, sowie 6 von Glioblastomrezidivpatienten zugefiihrt. Bei der
mikroskopischen Auswertung konnten jedoch in einem Glioblastompraparat und in
einem Glioblastomrezidivpraparat aufgrund der geringen Materialmenge Kkeine
zystischen Strukturen nachgewiesen werden. Somit wurden insgesamt Proben von 21
Patienten ausgewertet. Nach lichtmikroskopischen Kriterien der HE-Farbung waren
keine Endothelauskleidungen der Zysten nachweisbar, sodass alle Zysten als

Pseudozysten klassifiziert wurden (Abbildung 4, 7).

35



Auswahl der Antikorper

Um die Wertigkeit des internetgestitzten  Auswahlverfahrens fur die
Kandidatenproteine im Prinzip zu bestatigen, wurden drei kommerziell verfigbare
Antikorper fur die immunhistochemische Farbung ausgewdahlt (Tabelle 15). Hierbei
wurde auf den Nachweis der bereits als Glioblastommarker bekannten Proteine GFAP
und VEGF121 verzichtet. Als Negativkontrolle wurde Metallothionin bestimmt, da sein
Vorkommen in glialen Tumoren gezeigt ist und das Molgewicht der verschiedenen
Subtypen in der Nahe der hochsignifikanten Bande 6424, aber ausserhalb der
zugelassenen Varianz von 0,3 % liegt.

Der Kandidat Basigin war von besonderem Interesse, da er als einzige Bande
(40211Dalton) im Glioblastomrezidiv verglichen zum Glioblastom auftauchte. Bei der
Auswahl von Ferritin spielte eine Rolle, dass es bisher zwar in Liquor von
Gliompatienten nachgewiesen worden war, aber die Datenlage fir humane
Gliomzellen vergleichsweise unvollsténdig ist [62]. Zudem wurde mittels SELDI-TOF
die Ferritin light chain (19899 Dalton) vermutet, der polyklonale Antikdrper ist in der

Lage, auch die heavy chain mit nachzuweisen.

3.3.1 Basigin

Die Auswertung der mikroskopischen Préparate erfolgte nach Positivkontrolle des
Antikbrpers an einem primaren humanen Adenokarzinom der Lunge, wobei die
Negativkontrolle durchweg negativ ausfiel.

Die Untersuchung der Praparate der insgesamt 21 Patienten ergab eine deutliche
Farbung der Zystenwénde, mit einem Mittelwert des Farbequotienten (gebildet aus der
Farbeintensitat der Zystenwand und dem Mittelwert der Intensitéat der Tumorfarbung)
aller 165 Zysten von 1,48, wobei 84,24 % der Zysten einen Farbequotienten groR3er als
1,0 aufwiesen (Tabelle 16, Abbildung 5, 6, 8)

Das gesunde Hirngewebe zeigt eine Basigin-Expression besonders in den kleineren
Gefassen, welche mit zunehmender Grisse der Gefasse an Intensitat abnimmt, und
durch die charakteristische Verteilung und unter Zuhilfenahme der Retikulinfarbung
den Blutgefassen zugeordnet werden kann (Abbildung 9). Im Bereich des Tumors
konnte hingegen keine ausgepragte Farbung der Gefalie festgestellt werden, was als

Ausdruck der pathologischen Neoangiogenese beschrieben ist [61].
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3.3.2 Ferritin

Nach erfolgreicher Positivkontrolle des Antikdérpers an humanen Leberzellen und
Negativkontrolle mit Humanserum erfolgte die Farbung der 21 ausgewaéhlten
Praparate. Es zeigte sich eine deutliche Farbung der untersuchten Zystenwénde mit
einem Mittelwert des Farbequotienten von 1,29. Insgesamt wurde bei 107 der 165
untersuchten Zystenwéande ein Farbequotient von grofRer als 1,0 ermittelt, was einem
Prozentsatz von 64,85 entspricht (Tabelle 16, Abbildung 5, 6, 10).

3.3.3 Metallothionin

Die Positivkontrolle des Antikérpers erfolgte an Préparaten eines humanen
Astrozytoms Grad I, die Negativkontrolle wurde mit Humanserum durchgefiihrt. Bei
der Auswertung der gefarbten Praparate zeigte sich regelméRig eine Farbung des
Tumorgewebes ohne vermehrte Farbung der Zystenwénde, die Intensitat der Farbung
konnte seltener als bei den anderen Antikérpern mit +++ gewertet werden. Der mittlere
Farbequotient aller Zystenwande ergab 1,09 bei einem Anteil von 46,67 % der
Zystenwéande mit einem Farbequotienten gré3er als 1 (Tabelle 16, Abbildung 5, 6, 11).

3.3.4 Uberlebenszeit der Glioblastom-Patienten

Die Patienten wurden entsprechend der Uberlebenszeit nach Erstoperation in 6
Gruppen eingeteilt. Pro Gruppe wurde der Mittelwert des Farbequotienten berechnet
(Tabelle 17). Unter den 21 Patienten befanden sich 11 Frauen und 10 Manner, das
mediane Alter zur Zeit der ersten Operation betrug 53,9 Jahre (Verteilung 21 bis 77
Jahre).

Der Median der Uberlebenszeit nach erster Operation liegt bei 20 Monaten, der
Mittelwert bei 23,9 Monaten. Die Uberlebenszeit reicht von 2 bis 102 Monaten, bei
einem 95 % Konfidenzintervall von 13,2 bis 26,8 Monaten.

6 Patienten (28,6%) Uberlebten kirzer als 7 Monate (Mittelwert des Alters: 70,08
Jahre) und 4 Patienten (19 %) langer als 30 Monate (Mittelwert des Alters: 53,38
Jahre). Vergleicht man mittels unpaired t-test das Alter der 6 kurzer als 7 Monate
Uberlebenden Patienten mit dem Rest der Kohorte (15 Patienten, Mittelwert des Alters:
50,95 Jahre), kann bei einem p-value von 0,018 ein signifikanter Unterschied
festgestellt werden. Dieses Ergebnis bestatigt somit das Lebensalter bei

Diagnosestellung als wichtigen Prognosefaktor.
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Der Anteil von 28,6 % der Patienten, die mit Uber 24 Monaten Uberlebenszeit der
Gruppe der Langzeitiiberlebenden zuzuordnen sind, ist im Vergleich zur Literatur hoch
[68]. Die Uberlebenszeit der 5 untersuchten Patienten mit Glioblastomrezidiv betragt
bei allen mehr als 25 Monate nach Erstoperation, wobei drei der vier Patienten sogar
mehr als 30 Monate Uberlebt haben.

Die Uberlebenszeit nach Rezidivoperation reicht von 8 bis 86 Monaten, bei einem
Median von 9 Monaten und einem Mittelwert von 34,2 Monaten. Zur Zeit der
Datenerfassung waren zwei der Patienten noch am Leben, mit 86 bzw. 59 Monaten
Uberlebenszeit nach der Rezidivoperation.

Ein signifikanter Unterschied der Mittelwerte der Farbequotienten im Vergleich der
verschiedenen Gruppen, sowie im Vergleich von Glioblastom und Glioblastomrezidiv,
konnte nicht festgestellt werden.
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4 Diskussion

Die hier vorliegende Dissertation beschaftigt sich mit der Aufschlisselung der
Proteinzusammensetzung von Hirntumorzysten im Vergleich zu Liquor cerebrospinalis
tumorfreier Patienten. Als Methode zur Proteomanalyse kommt die SELDI-TOF
Technik zum Einsatz, sie wird durch eine internetbasierte Recherche ergénzt und die
Ergebnisse werden mittels Immunhistochemie verifiziert. Die prinzipielle
Verwendbarkeit dieser Methodik zur naheren Klassifizierung von Tumorproteinen wird
gezeigt.

4.1 Diskussion der Methoden

4.1.1 Patientenkollektiv

Es handelt sich um eine Sammlung von 64 Tumorzystenflissigkeitsproben und
zugehdorigen histologisch-diagnostischen Gewebsproben, deren Proteinanalyse mit der
Patientenlberlebenszeit und den histopathologisch gewonnenen Tumorentitaten
korreliert wird. Die Patientenproben, -Diagnosen sowie -Uberlebenszeiten wurden
vollstdndig anonymisiert zur Verfligung gestellt, Patientenakten wurden nicht
eingesehen. In die Untersuchung wurden in einem Zeitraum von 5 Jahren Patienten
mit praoperativ diagnostizierten Hirntumorzysten integriert, ohne Anspruch auf
vollstdndige Erfassung aller Patienten mit Zysten, die in diesem Zeitraum in der
neurochirurgischen Klinik Giessen vorgestellt, beraten oder behandelt wurden.

In der aktuellen Literatur wird insbesondere diskutiert, ob das Vorhandensein einer
Tumorzyste in Glioblastomen mit verlangerter Uberlebenszeit einhergehen kann [6].
Die in dieser Arbeit erhobenen Befunde weisen als wichtigsten prognostischen Faktor
bezlglich des Uberlebens das Alter der Patienten bei Erstoperation aus. Dies
entsprichnt dem Ergebnis einer kurzlich veroffentlichten Arbeit, die eine
Uberlebenszeitverlangerung allein wegen einer Hirntumorzyste ablehnt [30].

Die Aufschliisselung der Glioblastompatienten bezuglich der Uberlebenszeit nach
Erstoperation ergab dariber hinaus keinen Unterschied hinsichtlich der
immunhistochemischen Nachweisbarkeit von Basigin, Ferritin oder Metallothionin in
den Pré&paraten. Ein Zusammenhang des Proteingehaltes der Zystenflissigkeit mit der

Tumorprogression kann somit nicht hergestellt werden.
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4.1.2 SELDI-TOF-MS

Bei der urspringlichen Konzeption der Zystenprobensammlung war eine Analyse
mittels Western Blot vorgesehen. Diese konnte aufgrund der fir den Western Blot zu
geringen Proteinkonzentration in den Tumorzysten, sowie der zu Kkleinen
Probenmengen, keine Anwendung finden. Das SELDI-TOF Verfahren kann hingegen
in geringen Probenvolumina (2 ul) auch bei kleinsten Konzentrationen Proteine mit
einer Genauigkeit von 0,3 % Molgewichtsabweichung nachweisen [43]. Die prinzipielle
Verwendbarkeit des SELDI-TOF bei Liquorproben wurde bereits fur Morbus Alzheimer,
Multiple Sklerose und auch an Hirntumoren gezeigt. Die in dieser Arbeit vorgestellte
Anwendung bei Hirntumorzystenflissigkeiten stellt eine Erstbeschreibung dar [28, 46].
Vorteile der SELDI-TOF Technik liegen in der einfachen Verfligbarkeit der Proben nach
Gewinnung, Zentrifugation und Lagerung bei -20°C. Die Technik hat ihre Eignung zur
Definition von Biomarkern bei vielen systemischen Tumorerkrankungen gezeigt [33].
Das Auflosungsvermogen der SELDI-TOF Technik erreicht seine Grenze bei ca. 0,3 %
der Masse des Proteinpeaks. Durch Einfihrung neuerer Gerategenerationen konnten
die substantiellen Uberlagerungen verringert werden. Probleme koénnen die Bildung
chemischer Addukte oder mehrfach geladener Molekile bereiten, da sich hiermit die
Flugzeit sowie die Rickberechnung der Proteinmasse verandern. So erzeugt ein
doppelt geladenes Albumin einen Peak bei 33 kDa, ein einfach geladenes Albumin den
Peak bei 66 kDa [32].

Dies unterstreicht die  Notwendigkeit, die Proteinmassenanalyse durch
antikdrpergestutzte ldentifikation oder durch Isolierung und Sequenzierung bestimmter
Proteine zu vervollstéandigen [11]. In der vorliegenden Arbeit wurde diesem Problem
Rechnung getragen, indem aufgrund der geringen Materialmenge der Zystenfliissigkeit
eine immunhistochemische Farbung des tumoralen Ursprungsgewebes durchgefiihrt
wurde. Somit bietet die Immunhistochemie keinen Beweis fur das Vorhandensein der
Proteine in der Zystenflissigkeit, sondern eine Bestatigung des Vorhandenseins in den

Zellen der Zystenwand.

Zu beachten sind zudem mdogliche Interaktionen zwischen der SELDI-TOF-Chipmatrix
und den Proteinen. Gering konzentrierte Proteine, mit hoher Affinitat zur Matrix kénnen
theoretisch gleich hohe Peaks generieren wie hochkonzentrierte Proteine mit geringer
Affinitat. Dadurch entsteht eine Abhéangigkeit der Peakintensitat von der Konzentration
des individuellen Proteins, von seiner Struktur und mdéglichen Wechselwirkungen mit

anderen Proteinen. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Q10 Chip eingesetzt, der die
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Gesamtzahl der aufgelosten Signale erhtht und selbst potentielle Proteine mit einem

Molekulargewicht von bis zu 250 kDa identifizieren helfen kann.

4.1.3 Proteinidentifizierung

Mit der in den letzten Jahren massiv gestiegenen Anzahl von vollsténdig sequenzierten
Genomen, getragen durch eine Vielzahl groRer Genomprojekte, ist eine lUbersichtliche
Datenbank zur Navigation zwischen den nun verfligbaren Proteomsequenzen
entstanden. Hierbei bietet die universal protein database (uniprot) als grésste
bioinformatische Datenbank einen freien Zugang zu einer reichhaltigen
Informationsquelle.

Zur Proteinidentifizierung der in der SELDI-TOF-MS gefundenen Molmassen wurde
das Tagldent Tool der Datenbank genutzt. Die so herausgefilterten Proteine wurden
nach ihrer Relevanz entsprechend der einschlagigen wissenschaftlichen Artikel
bewertet. Hierdurch konnte eine Gliederung der einzelnen Proteine, gemessen an ihrer
Prasenz in Veroffentlichungen Uber Hirntumore, Zysten oder Tumorwachstum
vorgenommen werden.

Die Wertigkeit des in dieser Arbeit entwickelten Klassifizierungsalgorithmus wurde
mittels der immunhistochemischen Farbung der vermuteten Proteine in
Glioblastompraparaten tberpriift. Hierbei konnte, wie vorausgesagt, das Vorliegen von
Basigin und Ferritin in der Tumorzystenwand bestatigt werden, wahrend das nach dem
Algorithmus als negativ einzustufende Metallothionin eine schwachere und nicht

zystenwandstandige Farbung ergab (Abbildung 5,6).

Der hier eingesetzte Zugang ist ein ,discovery oriented approach®, das heisst, wie bei
vielen modernen genomischen und proteomischen Projekten werden Daten generiert,
die durch geeignete Auswahlverfahren fokussiert werden missen und deren
Ergebnisse durch klassische Verfahren eine Bestatigung bendétigen.

Im strengen Sinn ist in dieser Arbeit keine eindeutige Identifikation von Zystenproteinen
erfolgt. Der Vermutung auf das Vorliegen gewisser Kandidatenproteine folgte der
immunhistochemische Nachweis der Kandidaten in der umgebenden Zellwand. Eine
zweifelsfreie ldentifikation wirde einen antikdrpergestitzten ,Pull Down Assay“ nétig
machen, oder die Isolierung der Proteine aus der Zystenflissigkeit mit nachfolgender
zweidimensionaler Gelelektrophorese oder sogar einer Proteinsequenzierung. Dies
war hier aufgrund der geringen Menge des Probenmaterials nicht adaquat
durchfihrbar.
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Bezuglich der Pathogenese von Hirntumoren bietet diese Vorgehensweise jedoch eine
grosse Anzahl von Mdglichkeiten, bekannte Proteine ndher zu charakterisieren, oder
sogar neue Biomarker zu definieren. So zeigt die SELDI-TOF Analyse, dass das in den
Glioblastomzysten und zystischen Metastasen vorliegende Ferritin vorwiegend aus
Leichtketten besteht, da nur diese Bande in den Zystenflissigkeiten nachgewiesen
wird. Der immunhistochemische Nachweis in der Glioblastomzystenwand ist eindeutig
positiv (Abbildung 10).

Die in der Internet-basierten Suche ermittelte Proteinauflistung enthalt eine grosse
Auswahl weiterer Proteinkandidaten, deren Vorhandensein oder Fehlen in
Tumorgewebe immunhistochemisch bestétigt werden muss, was jedoch Uber den
Rahmen dieser Dissertation weit hinausgehen wiirde. Das Bearbeiten dieser
potentiellen Biomarker soll Thema zukinftiger Promotionen sein, nachdem in der
vorliegenden Arbeit zunéchst die prinzipielle Anwendbarkeit des Suchalgorithmus
bestatigt werden konnte.

4.1.4 Immunhistochemie

Das ,klassische” Verfahren der Immunhistochemie hat die mittels SELDI-TOF
Algorithmus vorausgesagte Anwesenheit von Basigin und Ferritin in der Zystenwand
von Glioblastompraparaten bestatigt. Die Farbung des als Negativkontrolle
eingesetzten Metallothionins zeigte eine deutlich andere Verteilung.

Die prinzipielle Verwendbarkeit der SELDI-TOF Analyse als Verfahren zur
Proteincharakterisierung bei Glioblastomen ist somit gezeigt. Dies entspricht den
Ergebnissen an systemischen Tumoren, die ebenfalls SELDI-TOF Analysen mit
Immunhistochemie kombiniert haben [27, 74].

Mittels Immunhistochemie kann lediglich eine Aussage uber die Anwesenheit des
Proteins in den Zellen der Zystenwand getroffen werden. Fir eine Einschitzung ob die
Zellen das jeweilige Protein selbst synthetisieren oder aus dem Zysteninneren
aufgenommen haben, werden komplexere Methoden oder molekulargenetische
Untersuchungen notwendig. So kann die Analyse der intrazellularen Messenger-RNA
mittels  einer in-situ  Hybridisierung einen  Aufschluss geben oder der
elektronenmikroskopische Nachweis sekretorischer Vesikel hilfreich sein [4]. Bei der
vorliegenden Materialknappheit misste eine Mikrodissektionstechnik zur Isolierung der

Zystenwandanteile eingesetzt werden [43].
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In der vorliegenden Arbeit wurden die in einem Arbeitsschritt gefarbten Schnitte von
einem Untersucher nach einem standardisierten Verfahren ausgewertet. Der dabei
gebildete Farbequotient erdffnete die Moglichkeit einer semiquantitativen Auswertung.
Dies erlaubte eine genauere Aussage Uber die Farbung der Zystenwand im Vergleich
zum Farbegrad des Tumorgewebes. Hierdurch wurde die Einschatzung der
unterschiedlichen Farbecharakteristik des Methallothionins gegeniuber Basigin und
Ferritin unterstiitzt, da das Tumorgewebe nach Metallothionin-Farbung einen
Quotienten uber 1 aufwies (Abbildung 6).

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Mittels SELDI-TOF Analyse der Zystenflissigkeit konnte das Vorhandensein von
Basigin und Ferritin in der Zystenwand postuliert werden, wahrend Metallothionin als
Negativkontrolle diente. Die Immunhistochemie zeigte entsprechend fiir die drei
Proteine unterschiedliche Farbemuster, die im Folgenden diskutiert werden.

4.2.1 Basigin

Das Glykoprotein Basigin ist ein transmembrandses Protein, das unter anderem auf
Erythrozyten als Ok-Blutgruppenantigen vorhanden ist. In dieser Funktion ist es zuletzt
vergleichsweise spektakular in den Blickpunkt des Interesses gerickt, da es die
Invasion des Malariaerregers in die roten Blutkdérperchen ermdglicht [8].

Bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten SELDI-TOF Proben war ein signifikant
haufigeres Auftreten des Basigin-Peaks in Glioblastomrezidiven, verglichen zu
Glioblastomen, zu verzeichnen (Tabelle 10).

Zudem konnte immunhistochemisch eine deutliche Anfarbung der Zystenwand mit
einem Antikdrper gegen Basigin festgestellt werden. Die intrazellulare
zytoplasmatische Lokalisation stimmt mit den in der Literatur beschriebenen
Ergebnissen Uberein [4]. Auch die Farbung der Blutgefallwande in gesundem
Hirngewebe konnte bestatigt werden [61] (Abbildung 9).

Zum Vorkommen von Basigin in Zysten ist die Datenlage unzureichend. In
odontogenen Zysten wurde das Protein nachgewiesen und ein Zusammenhang mit
gestiegener Aggressivitdt des Wachstums hergestellt [2]. Dies spiegelt sich auch in
Ergebnissen am Medulloblastom wider, bei dem die Basiginexpression mit
Tumorprogression und schlechterer Uberlebensprognose einherging [7]. Das Auftreten

von Basigin in Hirntumorzysten ist bislang nicht beschrieben, jedoch wird tber die
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Induktion der extrazellularen Matrixmetalloproteinasen ein die Tumorzellen vor
Chemotherapie schiitzender und die Progression begtinstigender Effekt postuliert [53].
Besonders auffallig war dabei das Farbeverhalten der Zellen der Zystenwande, die in
84,24 % der Falle eine starkere Farbung als das umliegende Tumorgewebe aufwiesen
(Abbildung 8, Tabelle 16). Dies legt die Vermutung nahe, dass Basigin Uber die, der
Zyste anliegenden Zellen, in das Lumen abgegeben wird, was dort zu einer
Akkumulation des Proteins und somit zu einer Beeinflussung der Gréssenzunahme der
Zyste, aber auch des Tumorwachstums fihren kann.

Hervorzuheben ist hierbei, dass Basigin als einziges Protein haufiger in
Glioblastomrezidiven auftritt als im Glioblastom, und in keinem anderen Vergleich von
Tumorgruppen gegeniber Liquor gefunden wurde. Es wurde dariber hinaus im
Rohdatensatz beim Vergleich von Metastasenproben zu Glioblastomproben haufiger in
den Metastasen gefunden (Bande 40206, Signifikanzniveau 0,0106). In Anbetracht der
vor Chemotherapie schutzenden Matrixmetalloproteinaseninduktion (Emmprin) kann
dies als Ausdruck der posttherapeutisch fortschreitenden Tumorerkrankung diskutiert

werden.

4.2.2 Ferritin

Ferritin ist ein 24-mer das sich aus wechselnden Anteilen schwerer Ketten (,heavy
chain®) und leichter Ketten (,light chain“) zusammensetzt. Mittels SELDI-TOF wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Molmasse von 19,9 kDa in den Hirntumorzysten
von Glioblastom und Metastasen gefunden, die der Masse von Ferritin light chain
entspricht. Eine Reihe von Untersuchungen, auch an systemischen Tumoren, hebt
ebenfalls die Bedeutung der leichten Kette von Ferritin als tumorassoziiertes Protein
hervor [19, 27,43].

In der Literatur findet sich ein Zusammenhang zwischen Ferritin und Gliomen aufgrund
unterschiedlicher Beobachtungen. So wurde bereits 1998 die signifikante Erhdhung
von Ferritin im Liquor von Glioblastompatienten beschrieben. Aufgrund der hohen
MolekiilgroRe wurde der Ubertritt des Proteins aus dem Serum in den Liquor als
unwahrscheinlich erachtet und eine Produktion von Ferritin durch Tumorzellen
postuliert [62].

Die in dieser Arbeit erfolgten immunhistochemischen Auswertungen finden in Einklang
damit eine Farbung des Tumorgewebes, in 64,85 % der Schnitte vornehmlich in der

Zystenwand. Dies kann auf eine Produktion von Ferritin light chain durch Zellen der
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Zystenwand mit anschliessender Sezernierung in das Lumen schliessen lassen
(Abbildung 10).

Eine dadurch erhéhte Ferritinkonzentration kénnte entscheidende Veranderungen am
Tumor hervorrufen. So wurde Ferritin als ein autokriner Wachstumsfaktor fur
Tumorzellen diskutiert und bei humanen Leuk&miezellen konnte durch einen
Ferritinantikbrper Wachstum inhibiert werden [36]. Ferner gibt es einen
Zusammenhang zwischen reduziertem Ansprechen auf Apoptosereize von
invadierenden Gliomzellen und gleichzeitig stark vorhanderer Ferritinexpression [26].
Zwar sind diese Ergebnisse nicht uneingeschrankt bestatigt worden, jedoch muss
somit eine von der Ferritinkonzentration in Tumor und Zyste abhangige Verstéarkung

des Tumorwachstums in Betracht gezogen werden.

4.2.3 Metallothionin

Bei der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten SELDI-TOF-MS wurde kein Peak
detektiert, der geméass der Algorithmusdefinition (Bandenabweichung 0,3 %) einem der
vier Metallothionin-Subtypen entspricht. Bei der anschliel3enden
immunhistochemischen Untersuchung wurde ein Antikdrper gegen Metallothionine 1
und 2 verwendet, die bereits in Gliomen nachgewiesen wurden, sich aber gemass der
SELDI-TOF Analyse nicht in der Zystenwand finden sollten.

Es zeigte sich eine nahezu homogene, schwache Farbung des Tumorgewebes mit
dem Antikdrper, was vorhergehenden Arbeiten entspricht und das SELDI-TOF
Ergebnis bestatigt (Abbildung 6, 11). Einige Autoren hatten eine positive Korrelation
zwischen dem histologischen Grad eines Glioms und seiner Metallothioninexpression
festgestellt. Eine weitere Bedeutung wird diesen Proteinen im Rahmen der
Beeinflussung des Metabolismus der neoplastischen Zelle zugeschrieben, die zum
Beispiel Resistenzen gegeniber bestimmten Pharmaka erklaren kann [15, 25].

Es war immunhistochemisch eine gleichmassige Farbung und damit Expression von
Metallothionin in vielen Tumorpraparaten zu verzeichnen, jedoch kaum Kontrast
zwischen zystennahen Strukturen und soliden Tumoranteilen. Der Farbequotient war
bei unter 50 % der Zysten grdsser als 1 (Abbildung 5, Tabelle 16). Dies legt die
Vermutung nahe, dass Metallothionin keinen Einfluss auf die Entwicklung zystischer
Strukturen in Gliomen besitzt.

Besonderes Augenmerk verdient hierbei die routinemassige Dexamethason-
Prophylaxe des Hirnddems. Im Tierversuch ist nachgewiesen worden, dass die

Expression der Methallothionin Subtypen MT1 und MT2 durch Glucokortikoide
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induziert wird [24]. Dies kann die homogene und fast ubiquitare Farbung der

Glioblastompraparate erklaren.

4.2.4 Diskussion der Vergleichsproben

Ein Vorteil der SELDI-TOF Technik ist der direkte Vergleich von Tumorproben zu
Kontroll-Liquorproben und Proben weiterer Tumorgruppen, deren
Versuchsvorbereitung nahezu gleichartig verlauft, sodass systematische Fehler, zum
Beispiel bei der Pufferzubereitung oder Lagerung, kaum ins Gewicht fallen.

Daraus folgt, dass die beim Vergleich von Tumor zu Liquor gefundenen Proteinpeaks,
die im Liquor aber nicht in Tumoren auftreten, genauer betrachtet werden sollten. Es
liegen offensichtlich Proteine vor, die der ,gesunden” tumorfreien Situation entsprechen
und bei Vorliegen eines Malignoms nicht mehr vorhanden sind (Tabelle 13). Dies
umfasst fur das Glioblastom 23 Banden, die im Liquor vorhanden sind und in der
Zystenflissigkeit nicht, beim Glioblastomrezidiv 17 Banden und bei Metastasten 24
Banden. 16 dieser Banden sind bei allen drei Tumorentitaten in gleicher Grosse
(Variation 0.3%) vorhanden.

Glioblastomrezidive wachsen in der Wand der liquorgefilliten Resektionshéhle neu aus,
sodass signifikante Unterschiede dieser Zystenfliissigkeiten zu Liquor deutlich seltener
sind. Die Bandenzahlen des Vergleichs Glioblastomrezidiv zu Liquor zeigen
dementsprechend weniger Banden als Glioblastom- oder Metastasenzysten, namlich 7
im Rezidiv und 17 im Liquor (Tabelle 10, 13).

Die 16 in allen drei Tumorentitaten gefundenen, im Liquor vorherrschenden Banden,
kbnnten zum einen verloren gegangene Tumorsuppressorgene sein, die zur
mangelnden Wachstumskontrolle bei der malignen Entartung fihren. Auf der anderen
Seite muss der Vollstandigkeit halber die Grunderkrankung Spinalkanalstenose mit
chronischem Schmerzsyndrom beriicksichtigt werden, da Berichte vorliegen, wie sich
in Abhangigkeit von der Schmerztherapie die Proteomsituation im Liquor veréandern
kann [41, 51].

Eine weitere auffallige Ubereinstimmung findet sich bei der Gegeniiberstellung der
Proteinbanden im Vergleich von Glioblastomen gegen Liquor mit denen von
Metastasen gegen Liquor. Von insgesamt 38 Peaks stimmen 14 nach Definition
(Variation 0,3 %) Uberein (Tabelle 14). Dies legt die Vermutung einer gemeinsamen,
mehrere Proteine betreffenden Aberration nahe, die die Malignisierung befoérdert. So

finden sich unter den gemeinsamen Proteinen die Kandidaten fir Leucine Zipper
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Protein 6 (6424 Dalton), VEGF121 (17224 Dalton) und Ferritin (19899 Dalton). Auch
die Bande fur GFAP (49916 Dalton) findet sich in beiden Entitaten.

Die Ubereinstimmung von ungefahr einem Drittel der Glioblastombanden mit
Metastasenbanden ist umso interessanter, als dass Metastasen von
unterschiedlichsten Primartumoren ausgehen. Die genauere Beschreibung, sowohl der
im Kontrollliquor Ubereinstimmenden, als auch der in Zysten maligner Tumoren
vorhandenen Banden, kann in Zukunft zu einem deutlich verbesserten Verstandnis der
Genese von malignen Hirntumoren und der dadurch induzierten zerebralen

Gewebsreaktion beitragen.

47



4.3 Stellungnahme zur Problemstellung
Im Folgenden wird auf die in der Problemstellung genannten Fragen Bezug

genommen.

1. Finden sich signifikante Unterschiede des Proteingehaltes von Zysten zu Kontroll-

Liguorproben ?

Mittels der SELDI-TOF Technik wurden in dieser Arbeit hoch signifikante Unterschiede
der Proteinausstattung von Gehirntumorzysten im Vergleich zu Liquorproben von
Spinalkanalstenosepatienten gezeigt. Dies kann beispielsweise durch eine zellulare
Uberexpression bestimmter tumorassoziierter Proteine entstehen, die Ergebnisse
erlauben aber auch die Interpretation dass Tumorsuppressorproteine bei der
Malignisierung verloren gegangen sind.

2. Lassen sich die mittels der Proteomanalyse (SELDI-TOF) ermittelten Proteinmassen
realen Proteinen zuordnen und finden sich diese mittels histologischer Farbetechniken

in Glioblastompraparaten wieder?

Aus den SELDI-TOF Banden lasst sich eine grosse Zahl potentiell in der
ZystenflUussigkeit vorhandener Proteine ableiten. Ein Auswahlalgorithmus erlaubte die
Definition ~ zweier  Zystenwandproteine und einer  Negativkontrolle  zum
immunhistochemischen Nachweis. Die Antikdrperfarbung wies Basigin und Ferritin in
der Zystenwand nach, ein Bezug von Metallothionin zur Zystenwand konnte nicht

gezeigt werden. So konnte das Ergebnis der SELDI-TOF Analyse bestatigt werden.

3. Erlaubt die SELDI-TOF-Analyse der Zystenflissigkeiten die Annahme oder
Ablehnung von Hypothesen zur Zystenentstehung?

Das Verfahren schliesst einen reinen Liquorverhalt oder ein in Resorption befindliches
Hamatom als Zystenursache aus, da die Zystenproteine zum Liquor signifikant
unterschiedlich sind, und keine Banden in der Grgdsse der Hamoglobinketten
nachweisbar sind. Ein gerichteter, die Tumorzyste bildender Odemstrom erscheint
unwahrscheinlich, da ab einer gewissen Zystengrosse mit begleitender Raumforderung

und intrazystalem Druck die Umkehr des FlUssigkeitsstromes eintreten musste.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation legen als Entstehungshypothese von
Gehirntumorzysten ein zweigleisiges Geschehen nahe. Zum einen dirfte eine
nekrobiotische Veranderung des Tumorgewebes durch Sauerstoffmangel eintreten, die
Kandidatenproteine wie Tumor-Nekrose-Faktor oder NADH Subkomplexe erklart. Zum
anderen reagieren die Zellen auf den hypoxischen Stress mit der Sekretion
Angiogenese férdernder Proteine, wie zum Beispiel VEGF 121 oder Chemokinen, die

sich ebenfalls in der Kandidatenliste finden.

Zwischenzeitlich sind Veroffentlichungen erschienen, die die Annahme von zwei
Kandidaten aus der vorgelegten Liste ermdglichen. So konnte Haptoglobin (43349
Dalton) als Biomarker fur Glioblastome definiert werden und eine Rolle des CaMKiIi
(8658 Dalton) bei der Gliomzellmigration gezeigt werden [9, 35]. Dies unterstreicht die
Wertigkeit des vorgestellten Verfahrens zur Proteinanalyse von Hirntumorzysten.

4.4 Ausblick

Die Bedeutung der Proteomanalyse zur Definition tumorassoziierter Biomarker in
Serum oder Liquor wird aufgrund der computergetitzten Verfahren, die das Screening
grosser Probenmengen in kurzer Zeit erméglichen, weiter zunehmen. Ziel ist — &hnlich
wie bei manchen systemischen Tumoren — eine Uberwachung des Tumorwachstums
mittels spezifischer Blutwerte vornehmen zu kénnen.

Die vorliegende Arbeit stellt das SELDI-TOF Verfahren fiur die Untersuchung von
Liquorproben und Hirntumorzysten vor und zeigt die prinzipielle Verwendbarkeit zur
Proteomanalyse.

Aufgabe nachfolgender Studien wird es sein, durch geeignete Auswertungsmethoden
und den Einsatz von Antikdrpertechniken, Proteinsequenzierungsverfahren und
molekulargenetischen Methoden die Vielfalt der Ergebnisse auf geeignete Proteine zu
fokussieren und den zweifelsfreien Nachweis ihres Vorliegens in den Proben zu
erbringen. Von besonderem therapeutischem Interesse sind hierbei die potentiell im
Liquor vorhandenen Tumorsuppressorproteine, deren Molgewicht in dieser Arbeit

ermittelt wurde aber deren Identifizierung noch aussteht.
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5. Zusammenfassung

5.1 Deutsche Zusammenfassung

Die hier zur Promotion vorgelegte Dissertation beschaftigt sich mit der Analyse des
Proteingehaltes von Hirntumorzysten verschiedener Entitdten mittels SELDI-TOF
Massenspektrometrie und Immunhistochemie.

Es wurden Proben von 67 Hirntumorpatienten untersucht, darunter 20 Patienten mit
Glioblastom, 9 mit Glioblastomrezidiv und 14 mit Hirnmetastasen. Der Liquor von 15
Patienten mit Spinalkanalstenose diente zur Kontrolle.

Anhand der SELDI-TOF Ergebnisse und eines in dieser Arbeit entwickelten,
internetbasierten Suchalgorithmus wurde eine Proteinliste erstellt. Basigin und Ferritin
konnten immunhistochemisch in der Zystenwand von Glioblastomen nachgewiesen
werden, das als Negativkontrolle eingesetzte Metallothionin zeigte eine homogene,
zystenferne Farbung des soliden Tumoranteils.

Die auf SELDI-TOF basierende Proteinanalyse hat sich als einfach anzuwendende und
zuverlassige Methode erwiesen, der Auswahlalgorithmus konnte durch das
immunhistochemische Verfahren bestétigt werden.

Im Rahmen der Arbeit wurde eine Vielzahl potentieller Biomarker sowohl in
Tumorzystenflissigkeit als auch im Liquor cerebrospinalis mittels Molgewicht
charakterisiert. Die exakte Identifizierung und die Prifung der Eignung dieser Proteine
zur Optimierung der Glioblastomtherapie wird eine Aufgabe nachfolgender

Forschungsarbeiten sein.
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5.2 English summary

The present study deals with the SELDI-TOF analysis of protein content in brain tumor
cyst fluid and its comparison to immunohistochemistry.

67 samples were analyzed, among them 20 from patients with glioblastoma, 9 with
recurrent glioblastoma and 14 with brain metastases. As a control, cerebrospinal fluid
from 15 patients with lumbar spinal stenosis was examined.

The resulting protein peaks from the SELDI-TOF mass spectrometry were used for an
internet database search, and a protein list referring to molecular masses of potential
cyst fluid proteins was established. From the candidate proteins, Basigin and Ferritin
could be sublocalized in the cyst wall of glioblastoma tissue by immunohistochemistry.
As a negative control Metallothionein detection resulted in more homogenous staining,
without predilection in the cyst wall.

SELDI-TOF based protein analysis proved to be a reliable and easy method, the
validity of the search algorithm was confirmed by immunostaining.

The examination of tumor cyst fluid and cerebrospinal fluid proteins allowed to detect a
multitude of potential glioblastoma biomarkers.

The discovery oriented approach yielded a number of molecular weights, according to
which detailed identification of proteins is the aim of ongoing research. Its purpose is

the definition of reliable biomarkers for glioblastoma therapy monitoring.

51



6. Abkirzungen

AEBP
ARF
AS
ASCL
ATP
BAM
CaMKII
CoA
CUP
CCNU
CDKN
CD
Da
DAB
DNA
EBI
EGF
EGFR
FAS
GBM
GBM rez
GFAP
Hb

HE
IGF
IGFBP
kDa
LOH
MAPK
MDM
MDP
Min
MMC

Adipocyte enhancer binding protein
Alternate reading frame
Aminosauren

Achaete scute homolog
Adenosintriphosphat

Bovine adrenal medulla

Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase Il

Coenzym A

Cancer of unknown primary
Chlorethyl-cyclohexyl-nitroso-urea
Cyclin dependent kinase inhibitor
Cluster of differentiation

Dalton

Diaminobenzidin

Deoxyribonucleic acid

European bioinformatics institute
Epidermal-growth-factor
Epidermal-growth-factor-receptor
Fasciclin

Glioblastom

Glioblastomrezidiv

Glial fibrillary acidic protein
Hamoglobin

Hamatoxylin eosin
Insulin-like-growth-factor
Insulin-like-growth-factor binding protein
Kilodalton (1 kDa 2 1,6601* Gramm [g])
Loss of heterozygosity

Mitogen activated protein kinase
Murine double minute

Magnesium dependent phosphatase
Minuten

Mitomycin C
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MMP
MRNA
MN
MTS
MW
NCBI
NDRG
NF2
PARF
PBS
PDGFRB
Pl

PIR
PTEN
P-value
PVC
RAS
RNA
RPA
RTOG
SD
SELDI-TOF-MS

SIB
SK
TAB
TP
TSCL
U/min
VS
VEGF
WHO
WTN
YKL
ZNS

Matrix metalloproteinase

Messenger ribonucleic acid

Meningioma

Metastase

Molmasse (“molecular weight”) in Kilodalton
National center for biotechnology information
N-myc downstream regulated gene
Neurofibromatose Typ 2

Partner of ADP-ribosylation factor
Phosphate buffered saline

Platelet derived growth factor receptor beta type
Phosphoinositid

Protein information resource

Phosphatase and tensin homolog
Probability-value

Procarbacin, Vincristin, CCNU

Rat sarcoma

Ribonucleic acid

Recursive partitioning analysis

Radiation therapy oncology group

Standard deviation

Surface enhanced laser desorption/ionisation -
time of flight - mass spectrometry

Swiss institute of bioinformatics

S-phase kinase-associated protein

Tabelle

Tumor protein

Tumor suppressor in lung cancer
Umdrehungen pro Minute

Versus

Vascular endothelial growth factor

World health organisation

Wingless type

Tyrosine (Y), lysine (K), and leucine (L)

Zentrales Nervensystem
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8. Anhang

8.1 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1
Daumas-Duport-Klassifikation zur Einteilung von Gliomen

Tabelle 2
Auftreten von genetischen Verdnderungen in primaren oder sekundaren Glioblastomen
[nach Ohgaki et al]

Tabelle 3
Proteinexpression in Gliomen [Hiura T. et al, Sameshima T. et al, Yokomori N. et al,
Ohgaki H. et al]

Tabelle 4
Karnofsky-Index

Tabelle 5
Klassifikation der RTOG fir Patienten mit Hirnmetastasen

Tabelle 6
Genetische Veranderungen assoziiert mit der Initiation und Progression von
Meningeomen [nach Riemenschneider MJ et al]

Tabelle 7
Vergleich der Proteinexpressionsmuster bei  Meningeomen verschiedener
Malignitatsstufen [nach Okamoto H et al]

Tabelle 8
Klassifikation von zystischen Lasionen des ZNS [nach Go KG et al]

Tabelle 9
Diagnosen der 67 untersuchten Hirntumorpatienten

Tabelle 10

Vergleich der Molmassen (MW, in Kilodalton (kDa)) signifikant vermehrt vorkommender
Proteine im Vergleich Glioblastom vs. Liquor, Glioblastomrezidiv vs. Liquor und
Glioblastom vs. Glioblastomrezidiv, angegeben mit Signifikanzniveau.

Zum Vergleich Molmassen von Basigin, Ferritin light chain und Metallothionin

Tabelle 11
Punktesystem des Internet-basierten Auswertungs-Algorithmus zur Herausfilterung der
mit Hirntumorwachstum assoziierten Proteine

Tabelle 12

Auszug aus der Arbeitsliste potentieller Kandidaten, angegeben mit Molmassen von
Bande und Kandidat (MW, in Kilodalton (kDa)), Name, isoelektrischem Punkt (pl),
Chromosom, Vorkommen (G: Glioblastom, T: Tumor, H: Hirntumor, S: sezerniert) und
Funktion
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Tabelle 13

Vergleich der Molmassen (MW, in Kilodalton (kDa)) signifikant vermehrt im Liquor
vorkommender Proteine im Vergleich Glioblastom vs. Liquor, Glioblastomrezidiv vs.
Liquor und Metastase vs. Liquor, angegeben mit Signifikanzniveau

Tabelle 14

Vergleich der Molmassen (MW, in Kilodalton (kDa)) signifikant vermehrt vorkommender
Proteine im Vergleich Metastase vs. Liquor, Glioblastom vs. Liquor und Glioblastom vs.
Metastase, angegeben mit Signifikanzniveau

Tabelle 15
Immunhistochemisch ausgewertete Proteine mit Bandengrol3e, KandidatengréfRe und
der Abweichung des Kandidaten von der jeweiligen Bande in %

Tabelle 16

Anteil der 165 Zysten mit Farbequotienten Uber 1, gefarbt mit Basigin,

Ferritin light chain und Metallothionin, angegeben mit Anzahl, %, Standardabweichung
(SD) und Mittelwert (Mean)

Tabelle 17

Einteilung der Glioblastom-Patienten anhand ihrer Uberlebenszeit nach Erstoperation.
Angegeben mit Patientenanzahl absolut und in Prozent, sowie Mittelwert des
Farbequotienten der Zystenwandfarbung fir alle 3 Antikorper
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8.2 Tabellen
Tabelle 1

Daumas-Duport-Klassifikation zur Einteilung von Gliomen

Kernatypien: hyperchromatisch, Grol3envariation, Formvariation
Mitosen: normal konfigurierte, abnormal konfigurierte
GefalRaberrationen: multiple Endothelzellschichten um GefalZlumina
Nekrosen: wenn eindeutig

Grad | kein Kriterium vorhanden

Grad Il ein Kriterium vorhanden

Grad Il zwei Kriterien vorhanden

Grad IV ab drei vorhandenen Kriterien
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Tabelle 2

Auftreten von genetischen Veranderungen in primaren oder sekundéren Glioblastomen
[nach Ohgaki et al]

Genetische Veranderung Priméares Glioblastom Sekundares Glioblastom
EGFR Amplifikation 36% 8%
LOH 1p 12% 15%
LOH 10q 70% 63%
LOH 13q 12% 38%
LOH 19q 6% 54%
LOH 22q 41% 82%
pl16 INK4a Deletion 31% 19%
PTEN Mutation 25% 4%
TP53 Mutation 28% 65%

69



Tabelle 3

Proteinexpression in Gliomen [Hiura T. et al., Sameshima T. et al, Yokomori N. et al,
Ohgaki H. et al.]

Protein Funktion

AEBP-1 Inhibiert die Funktion von PTEN.

ASCL-1 Inhibiert NOTCH-Signalwege.

Basigin Expression korreliert mit der Malignitat von astrozytaren Tumoren.

Fas Korreliert mit dem Vorkommen ischamischer Nekrosen im Glioblastom.
Ferritin Beteiligt an der Regulation zelluléarer Differenzierungsprozesse.
IGFBP-2 Reguliert die Aktivitat von Insulin-like growth factor.

Metallothionin Beteiligt an der Wachstumsregulation von astrozytaren Tumoren.

VEGF Korreliert mit dem Vorkommen ischamischer Nekrosen im Glioblastom.
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Tabelle 4

Karnofsky-Index

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

keine Beschwerden, keine Krankheitszeichen

geringe Symptome, normale Belastung moglich

einige Symptome, normale Belastung unter Anstrengung méglich
normale Belastung nicht méglich, Patient versorgt sich selbst
versorgt sich weitgehend selbst, braucht gelegentlich Hilfestellung
braucht regelmafige Hilfestellung und haufige Pflege
pflegebedurftig, braucht spezielle Pflege und Unterstiitzung
schwer pflegebediirftig, bettlagerig

schwerkrank, medikamenttse Behandlung notwendig

moribund
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Tabelle 5

Klassifikation der RTOG fiir Patienten mit Hirnmetastasen

Karnofsky-Index
Primartumor

Alter (in Jahren)
Extrakranielle Metastasen

Mittlere Uberlebenszeit (in Monaten)

Gruppe 1 Gruppe 2
>70 >70
kontrolliert unkontrolliert
<65 > 65
nein ja
7.1 4.2

Gruppe 3

<70

2,3
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Tabelle 6

Genetische Veranderungen assoziiert mit der Initiation und Progression von
Meningeomen [nach Riemenschneider MJ et al]

Arachnoidale (meningotheliale) Zelle
-Chomosom 22q, NF2 Mutationen
-4.1B, 4.1R, TSLC1 Expressionsverlust
-EGFR/PDGFRB Aktivierung

Benignes Meningeom
-Chromosomenmutationen auf:

1p, 6q, 10, 14q, 18q
1q, 9q, 12q, 15q, 17q, 20q
-Notch, WTN, IGF Aktivierung

Atypisches Meningeom

-Chromosomenmutationen auf:
6q, 10, 14q
9p (CDKN2A/B, p14ARF deletion)
-NDRG2 Hypermethylierung
v -Amplifikation auf 17923
Anaplastisches Meningeom
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Tabelle 7

Vergleich der Proteinexpressionsmuster bei Meningeomen verschiedener

Malignitatsstufen [nach Okamoto H et al]

Vergleich der exprimierten Proteine zwischen

Benignem und atypischem Meningeom
Aktivator von 90kd heat shock Protein
Apolipoprotein Al

ATPase Homolog 1

Calporin

Plazenta Ribonuclease Inhibitor
Serin-Threonin Kinase Rezeptor assoz. Protein

Vitamin D bindendes Protein

Atypischem und benignem Meningeom
Annexin A-1

ATP Synthase D Kette

Peroxiredoxin 2

Peroxiredoxin 6

Proteasomen Aktivatorkomplex Untereinheit 2
Retinsaure bindendes Protein 1
Spannungsabhangiger Anionenkanal 2

Atypischem und anaplastischem
Meningeom

Acid ceramidase

Enoyl-CoA Hydratase
Mikrotubuli assoziiertes Protein
Proteasom Untereinheit alpha
Selen bindendes Protein 1
Tropomyosin 1 alpha Kette

Anaplastischem und atypischem
Meningeom

alpha-1-Antitrypsin
alpha-Enolase
Fibrinogen gamma Kette
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Tabelle 8

Klassifikation von zystischen Lasionen des ZNS [nach Go KG et al]

Gruppe |[Merkmal

Der Inhalt der Zyste entspricht Liquor

Das Zystenepithel ist nicht neuralen Ursprungs
Die Zyste hat eine entziindliche Ursache

Die Zyste tritt zusammen mit Tumoren auf

A WODN P



Tabelle 9

Diagnosen der 67 untersuchten Hirntumorpatienten

Diagnose

Anzahl

Glioblastom

Metastase
Glioblastomrezidiv
Pilozytisches Astrozytom
Oligoastrozytom Grad llI
Zyste der Pinealisregion
Epidermoidzyste
Hamangioblastom
Arachnoidalzyste
Hamangiom

Gangliogliom
Hypophysenadenom
Posthamorrhagische Zyste
Zyste der Rathkeschen Tasche

20

H
N

P P FRPEFPDNPEPNDNDNDNOOO O
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Tabelle 10

Vergleich der Molmassen (MW, in Kilodalton (kDa)) signifikant vermehrt vorkommender

Proteine im Vergleich Glioblastom vs. Liquor, Glioblastomrezidiv vs. Liquor und

Glioblastom vs. Glioblastomrezidiv, angegeben mit Signifikanzniveau.
Zum Vergleich Molmassen von Basigin, Ferritin light chain und Metallothionin

Signal in
Metallothionin

GBM Zyste
GBM Zyste
GBM Zyste
GBM Zyste
GBM Zyste
GBM Zyste
GBM Zyste
GBM Zyste
GBM Zyste
GBM Zyste
GBM Zyste

GBM Zyste
GBM Zyste
GBM Zyste
GBM Zyste
GBM Zyste
GBM Zyste
Ferritin light chain
GBM Zyste
GBM Zyste
GBM Zyste
GBM Zyste
GBM Zyste
GBM Zyste
Basigin

GBM Zyste
GBM Zyste
GBM Zyste
GBM Zyste
GBM Zyste

Glioblastom versus Liquor

MW (kDa)
6.120

6.424
6.633
7.921
8.633
8.687
8.899
9.362
9.418
9.948
10.829
12.559

14.946
15.118
15.842
16.656
17.224
17.372
19.889
19.899
21.615
27.904
28.056
28.256
28.918
40.201

43.354
47.111
49.916
94.289
122.567

P-value

4.42x10-7
1.53x10-5
3.46x10.2
4.48x10-6
3.82x10-6
9.83x10-5
3.26x10-6
3.26x10-6
4.42x10-7
5.56x10-3
2.77x10-6

4.08x10-3
1.00x10-2
9.12x10-3
1.33x10-2
6.24x10-7
1.70x10-6

1.32x10-5
2.07x10-2
3.35x10-3
1.61x10-5
7.27x10-6
2.98x10-5

2.70x10-6
2.68x10-3
1.29x10-2
6.35x10-4
6.41x10-3

Glioblastomrezidiv versus Liquor

Signal in

GBM rez. Zyste

GBM rez. Zyste
GBM rez. Zyste

GBM rez. Zyste

GBM rez. Zyste
GBM rez. Zyste

GBM rez. Zyste

MW (kDa)
6.120

6.437

8.687
8.911

9.418

17.221
17.348
19.889

28.258

40.201

P-value

1.66x10-3

1.33x10-3
6.95x10-3

1.66x10-3

4.70x10-3
5.73x10-3

3.83x10-2

Glioblastom versus Glioblastomrezidiv

Signal

GBM Zyste

GBM Zyste

GBM Zyste
GBM Zyste

GBM Zyste

GBM rez. Zyste

GBM Zyste

MW (kDa)
6.120
6.421

9.944

12.559
12.841

19.889
19.899

40.201
40.211

94.381

P-value

3.96x10-2

1.10x10-2

3.67x10-3
2.93x10-2

1.54x10-2

2.51x10-2

1.82x10-2
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Tabelle 11

Punktesystem des Internet-basierten Auswertungs-Algorithmus zur Herausfilterung der

mit Hirntumorwachstum assoziierten Proteine

Protein im Gehirn nachgewiesen 1 Punkt
Protein in Tumoren nachgewiesen 1 Punkt
Protein in Hirntumoren nachgewiesen 1 Punkt
Protein ist Zellwand-assoziiert oder wird sezerniert 1 Punkt
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Tabelle

12

Auszug aus der Arbeitsliste potentieller Kandidaten, angegeben mit Molmassen von
Bande und Kandidat (MW, in Kilodalton (kDa)), Name, isoelektrischem Punkt (pl),
Chromosom, Vorkommen (G: Glioblastom, T: Tumor, H: Hirntumor, S: sezerniert) und

Funktion
Bande [Kandidat Name pl Chromosom |Vorkommen Funktion
MW (kDa)|MW (kDa)

6424 6437 |Leucine zipper protein 6 (MDP6) 9,68 7933 G,TH Anregung IgG Produktion
6633 6651 [Amyloid beta A4 protein 6,74 21g21.3 G TH Membranprotein, Synapsenbildung
6633 6646 [Cholecystokinin 9,98 3p22.1 G TH Peptidhormon, Neurotransmitter
8687 8708 |Apolipoprotein A-Il [Precursor] 5,05 1921-23 G TH HDL Metabolismus

8899 8915 |Apolipoprotein C-Il [Precursor] 4,66 19p13.3 G,T,H,S VLDL Metabolismus

8899 8922 |Plasminogen [Precursor] 5,12 6026 G,T,H,S Fibrinolyse

8899 8875 |Proactivator polypeptide [Precursor] 4,50 10g21-g22 |G, T,H,S aktiviert lysosomale Hydrolasen
9418 9425 |Parathyroid hormone [Precursor] 9,09 |11p15.3-p15.1|G, T, H, S Caliciumhomoostase

14946 14931 |15 kDa selenoprotein [Precursor] 4,83 1p31 G,T,H,S assoziiert mit Redox-Reaktionen
14946 14944 |Galectin-7 7,00 19913.2 G, T,H,S Zell-Zell Interaktionen

14946 14963 |Interleukin-4 [Precursor] 9,25 5¢31.1 G,T,H,S B-Zell Aktivierung

14946 14923 |Profilin-1 8,48 17p13.3 G, TH Aktinbindung, Zytoskelettstruktur
15118 15126 |Hemoglobin subunit alpha 8,74 16p13.3 G,T,H 02 Transport

15118 15124 |Interleukin-17A [Precursor] 8,61 6p12 G, T,H,S induziert Zytokinsynthese

15842 15836 |Heparin-binding growth factor 1 [Precursor] | 7,87 5931 G,T,H Angiogenese

17372 17376 |Prothrombin [Precursor] 5,00 11p11 G TH,S Gerinnungsaktivierung

17372 17353 |Tumor necrosis factor [Precursor] 6,99 6p21.3 GTH,S Zytokin

19899 19889 |Ferritin light chain 5,51 |19913.3-q13.4(G, T, H, S Eisenhomoostase

19899 19886 |T-cell receptor beta chain C region 5,33 7934 G TH Membranprotein

21615 21594 [Guanylate kinase 6,11 1932-g41 |G, T,H Purinnukleotidstoffwechsel

28256 28246 [Phosducin 5,08 1925.2 G TH Fotorezeptor Metabolismus

28256 28245 (Tetraspanin-11 7,53 12p11.21 |G, T,H Membranprotein

40211 40201 (Basigin 5,33 19p13.3 G TH Membranprotein, Blutgruppenantigen
40211 40218 |Zincfinger protein 124 9,10 1q44 G TH Transkriptionale Regulation

43354 43349 |Haptoglobin [Precursor] 6,12 16q22.1 G,T,H,S Transportprotein, akute Phase Protein
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Tabelle 13

Vergleich der Molmassen (MW, in Kilodalton (kDa)) signifikant vermehrt im Liquor
vorkommender Proteine im Vergleich Glioblastom vs. Liquor, Glioblastomrezidiv vs.

Liguor und Metastase vs. Liquor, angegeben mit Signifikanzniveau

Glioblastom vs. Liquor

Glioblastomrezidiv vs. Liquor

Metastase vs. Liquor

Signal in MW (kDa) p-value Signal in MW (kDa) p-value Signal in MW (kDa) p-value
Liquor 3.892 4.31x10-4 Liquor 3.906 1.44x10-2 Liquor 3.892 1.08x10-4
Liquor 6.799 1.08x10-3 Liquor 6.804 6.95x10-3 Liquor 6.799 3.10x10-4
Liquor 6.846 6.15x10-3 Liquor 6.847 1.01x10-2 Liquor 6.846 1.08x10-3
Liquor 6.888 1.47x10-4 Liquor 6.886 1.66x10-3 Liquor 6.889 2.31x10-4
Liquor 6.911 1.32x10-5 Liquor 6.914 1.07x10-3 Liquor 6.911 1.81x10-5
Liquor 6.936 3.82x10-6 Liquor 6.936 5.73x10-3 Liquor 6.938 9.28x10-5

Liquor 7.025 5.35x10-6
Liquor 7.239 1.47x10-6
Liquor 7.647 5.24x10-6
Liquor 11.571 2.48x10-4 Liquor 11.575 1.01x10-2 Liquor 11.571 7.93x10-5
Liquor 11.679 2.36x10-6 Liquor 11.704 2.58x10-6
Liquor 13.687 3.69x10-5 Liquor 13.686 2.06x10-3 Liquor 13.688 3.10x10-4
Liquor 13.737 2.18x10-4 Liquor 13.741 4.54x10-2 Liquor 13.741 2.31x10-4
Liquor 13.775 5.65x10-5 Liquor 13.775 5.37x10-4 Liquor 13.773 3.58x10-4
Liquor 13.821 1.78x10-5 Liquor 13.828 5.73x10-3 Liquor 13.824 1.53x10-5
Liquor 13.879 9.74x10-6 Liquor 13.871 2.08x10-3
Liquor 14.006 6.75x10-4 Liquor 14.002 5.73x10-3 Liquor 13.987 3.00x10-5
Liquor 14.032 1.48x10-2
Liquor 20.914 4.50x10-2 Liquor 20.962 2.79x10-2
Liquor 22.884 8.37x10-5 Liquor 22.852 4.50x10-2 Liquor 22.884 6.21x10-4
Liquor 26.687 1.06x10-2
Liquor 34.268 3.79x10-4 Liquor 34.252 1.29x10-2
Liquor 40.051 1.17x10-5 Liquor 40.001 1.06x10-3 Liquor 40.101 2.13x10-5
Liquor 67.937 4.18x10-3 Liquor 67.943 4.43x10-3
Liquor 73.115 9.66x10-5 Liquor 73.273 1.34x10-3 Liquor 73.299 4.43x10-3
Liquor 80.046 1.88x10-5 Liquor 80.179 1.06x10-3 Liquor 80.186 2.13x10-5
Liquor 146.376 2.68x10-3
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Tabelle 14

Vergleich der Molmassen (MW, in Kilodalton (kDa)) signifikant vermehrt vorkommender
Proteine im Vergleich Metastase vs. Liquor, Glioblastom vs. Liquor und Glioblastom vs.
Metastase, angegeben mit Signifikanzniveau

Metastase vs. Liquor Glioblastom vs. Liquor Glioblastom vs. Metastase
Signal in MW (kDa) p-value Signal in MW (kDa) p-value Signal in MW (kDa) P-value
MTS 5.099 9.52x10-4
GBM 6.633 3.30x10-3
MTS 6.436 4.90x10-3 GBM 6.424 4.42x10-7
GBM 6.633 1.53x10-5
GBM 6.876 3.19x10-2
MTS 7.549 3.75x10-2
MTS 7.647 7.61x10-4
MTS 7.943 3.95x10-2 GBM 7.921 3.46x10.2
GBM 8.633 4.48x10-6 GBM 8.633 3.30x10-3
GBM 8.687 3.82x10-6 GBM 8.687 4.40x10-2
GBM 8.899 9.83x10-5 GBM 8.899 1.28x10-4
GBM 9.362 3.26x10-6 GBM 9.362 3.46x10-2
MTS 9.423 9.11x10-6 GBM 9.418 3.26x10-6
MTS 9.937 1.08x10-5 GBM 9.948 4.42x10-7
GBM 10.829 5.56x10-3
MTS 11.278 4.14x10-4
MTS 12.535 2.54x10-5 GBM 12.559 2.77x10-6
GBM 13.973 3.30x10-3
GBM 14.034 1.74x10-2
GBM 14.103 1.68x10-4
GBM 14.181 5.02x10-3
GBM 14.946 4.08x10-3
MTS 15.116 4.90x10-3 GBM 15.118 1.00x10-2
MTS 15.311 9.68x10-3 MTS 15.315 1.91x10-2
MTS 15.866 9.52x10-4 GBM 15.842 9.12x10-3
MTS 15.982 6.18x10-3 MTS 15.978 4.40x10-2
MTS 16.471 3.28x10-2
MTS 16.621 1.71x10-4 GBM 16.656 1.33x10-2 MTS 16.645 1.21x10-3
MTS 17.226 5.51x10-3 GBM 17.224 6.24x10-7 GBM 17.227 3.67x10-3
MTS 17.353 1.82x10-2 GBM 17.372 1.70x10-6 GBM 17.375 1.45x10-2
MTS 18.603 1.83x10-3
MTS 19.892 1.26x10-4 GBM 19.899 1.32x10-5
GBM 21.615 2.07x10-2
GBM 27.904 3.35x10-3
MTS 28.081 4.75x10-2 GBM 28.056 1.61x10-5 GBM 28.047 1.29x10-2
MTS 28.273 2.79x10-2 GBM 28.256 7.27x10-6 GBM 28.256 1.57x10-2
GBM 28.918 2.98x10-5 GBM 28.918 7.11x10-3
MTS 39.402 4.00x10-2
MTS 40.206 1.06x10-2
GBM 43.354 2.70x10-6
MTS 44.311 3.15x10-4 MTS 44.435 2.39x10-3
GBM 47.111 2.68x10-3
MTS 49.959 4.00x10-2 GBM 49.916 1.29x10-2
MTS 55.978 2.74x10-4 GBM 55.977 1.17x10-2
MTS 58.424 4.17x10-2
GBM 94.289 6.35x10-4 GBM 94.354 2.13x10-3
MTS 110.523 1.34x10-3 MTS 110.535 3.75x10-3
GBM 122.567 6.41x10-3
GBM 160.731 5.19x10-3

81



Tabelle 15

Immunhistochemisch ausgewertete Proteine mit Bandengrdél3e, Kandidatengréf3e und
der Abweichung des Kandidaten von der jeweiligen Bande in %

Abweichung Kandidat

Nr. Bande Kandidat Protein von Bande in %
1 40211 40201 Basigin 0,025
2 19899 19889 | Ferritin light chain 0,050
3 6424 6120 Metallothionein-4 4.96
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Tabelle 16

Anteil der 165 Zysten mit Farbequotienten tber 1, gefarbt mit Basigin,

Ferritin light chain und Metallothionin, angegeben mit Anzahl, %, Standardabweichung
(SD) und Mittelwert (Mean)

Anzahl Zysten Farbequotient grosser 1 % SD Mean
Basigin: 139 84.24 0.54 1.47
Ferritin light chain: 107 64.85 0.49 1.29
Metallothionin: 77 46.67 0.43 1.09
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Tabelle 17

Einteilung der Glioblastom-Patienten anhand ihrer Uberlebenszeit nach Erstoperation.
Angegeben mit Patientenanzahl absolut und in Prozent, sowie Mittelwert des
Farbequotienten der Zystenwandfarbung fur alle 3 Antikdrper

Zystenwand Zystenwand Zystenwand

Farbung Farbung Farbung
Mittelwert Mittelwert Mittelwert
Anzahl Anzahl in
Uberlebenszeit Patienten % Basigin Ferritin Metallothionin
1-6 Monate: 6 28,6 1,388 1,360 1,267
7-12 Monate: 1 4,8 1,420 1,200 0,910
13-18 Monate: 3 14,3 1,466 1,127 0,962
18-24 Monate: 5 23,8 1,425 1,418 1,143
25-30 Monate: 2 9,5 1,395 1,675 1,08
> 30 Monate: 4 19 1,528 1,271 1,091
ingesamt: 21 100 1,477 1,299 1,092
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8.3 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1

Chromatogramm der SELDI-TOF Ergebnisse von 4 Tumorzystenflissigkeiten (14-17)
und einer Liquorkontrolle (L6). Die Molmassen kénnen direkt abgelesen und verglichen
werden. In Probe 14 sind der Albuminpeak und der Peak des zweifach geladenen
Albumins angezeichnet

Abbildung 2: Vergleich der Positiv- (A,C,E) und Negativkontrollen (B,D,F) von Basigin
(A,B (humanes Adenokarzinom der Lunge)), Ferritin (C,D (humane Leber)) und
Metallothionin (E,F (humanes Astrozytom))

Abbildung 3
Vergleich von HE- (A) und Retikulinfarbung (B) zur Differenzierung von Zysten und
Blutgefassen. Gefasswandstrukturen zeigen eine schwarze Farbung (B)

Abbildung 4
HE-Farbung einer Zystenwand in 20-facher Vergrosserung

Abbildung 5

Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) des Farbequotienten (gebildet aus der
Farbeintensitat der Zystenwand und dem Mittelwert der Intensitat der Tumorfarbung)
von Basigin, Ferritin und Metallothionin in 165 untersuchten Zystenwénden

Abbildung 6

Wichtung der Farbeintensitaten von Basigin, Ferritin und Metallothionin in den 165
analysierten Zysten: Unterscheidung zwischen verstarkter Farbung der Zystenwand
(blau), ausgeglichener Féarbung (rot) und verstarkter Farbung des Tumorgewebes
(grtin) mit dem jeweiligen Antikérper.

Abbildung 7
Vergleich der immunhistochemischen Farbung einer Zystenwand mit Basigin (A),
Ferritin (B) und Metallothionin (C) in 20-facher Vergrésserung

Abbildung 8

Immunhistochemische Féarbung einer Zystenwand
A: Farbung mit Antikbrper gegen Basigin in 20-facher Vergrof3erung
B: Farbung mit Antikbrper gegen Basigin in 40-facher Vergrof3erung
C: HE-Farbung in 20-facher VergroRerung
D: Retikulinfarbung in 20-facher VergréflZerung

Abbildung 9
Immunhistochemische Farbung von Gefassen mit Basigin in gesundem
Hirngewebe (A) und Tumorgewebe (B), in 40-facher Vergrdsserung

Abbildung 10

Immunhistochemische Farbung einer Zystenwand
A: Farbung mit AntikGrper gegen Ferritin in 20-facher Vergrol3erung
B: Farbung mit Antikbrper gegen Ferritin in 40-facher Vergré3erung
C: HE-Farbung in 20-facher Vergrof3erung
D: Retikulinféarbung in 20-facher VergrofRerung
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Abbildung 11

Immunhistochemische Farbung einer Zystenwand
A: Farbung mit Antikérper gegen Metallothionin in 20-facher Vergré3erung
B: Farbung mit Antikbrper gegen Metallothionin in 40-facher Vergrof3erung
C: HE in 20-facher Vergrof3erung
D: Retikulin in 20-facher VergréR3erung
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8.4 Abbildungen
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Abbildung 1: Chromatogramm der SELDI-TOF Ergebnisse von 4
Tumorzystenflussigkeiten (14-17) und einer Liquorkontrolle (L6). Die Molmassen
kdnnen direkt abgelesen und verglichen werden. In Probe 14 sind der Albuminpeak
und der Peak des zweifach geladenen Albumins angezeichnet
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Abbildung 2: Vergleich der Positiv- (A,C,E) und Negativkontrollen (B,D,F) von Basigin
(A,B (humanes Adenokarzinom der Lunge)), Ferritin (C,D (humane Leber)) und
Metallothionin (E,F (humanes Astrozytom))




Abbildung 3: Vergleich von HE- (A) und Retikulinfarbung (B) zur Differenzierung von Zysten und Blutgefassen. Gefasswandstrukturen zeigen
eine schwarze Farbung (B)
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Abbildung 4: HE-Farbung einer Zystenwand in 20-facher Vergrdsserung
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Abbildung 5: Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) des Farbequotienten (gebildet
aus der Farbeintensitat der Zystenwand und dem Mittelwert der Intensitat der Tumorfarbung)
von Basigin, Ferritin und Metallothionin in 165 untersuchten Zystenwanden
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Abbildung 6: Wichtung der Farbeintensitaten von Basigin, Ferritin und Metallothionin in den
165 analysierten Zysten: Unterscheidung zwischen verstarkter Farbung der Zystenwand
(blau), ausgeglichener Farbung (rot) und verstarkter Farbung des Tumorgewebes (griin) mit
dem jeweiligen Antikdrper
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Abbildung 7: Vergleich der immunhistochemischen Farbung einer

Zystenwand mit Basigin (A), Ferritin (B) und Metallothionin (C) in
20-facher Vergrosserung
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Abbildung 8: Immunhistochemische Farbung einer Zystenwand
A: Farbung mit Antikérper gegen Basigin in 20-facher Vergré3erung
B: Farbung mit Antikbrper gegen Basigin in 40-facher Vergroflierung
C: HE-Farbung in 20-facher Vergrolierung
D: Retikulinfarbung in 20-facher VergréRerung
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Abbildung 9: Immunhistochemische Farbung von Gefassen mit Basigin in gesundem Hirngewebe (A) und Tumorgewebe (B),
in 40-facher Vergroésserung
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Abbildung 10: Immunhistochemische Farbung einer Zystenwand
A: Farbung mit Antikérper gegen Ferritin in 20-facher Vergrofl3erung
B: Farbung mit Antikérper gegen Ferritin in 40-facher VergroRerung
C: HE-Farbung in 20-facher Vergrol3erung
D: Retikulinfarbung in 20-facher VergréRerung
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Abbildung 11: Immunhistochemische Farbung einer Zystenwand
A: Farbung mit Antikdrper gegen Metallothionin in 20-facher VergroRerung
B: Farbung mit Antikbrper gegen Metallothionin in 40-facher Vergré3erung
C: HE in 20-facher VergrofRerung
D: Retikulin in 20-facher Vergréf3erung
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8.5 Ehrenwadrtliche Erklarung

Hiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstandig und ohne unzulassige Hilfe
oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Alle Textstellen,
die wortlich oder sinngemaf aus veréffentlichten oder nichtverdffentlichten Schriften
entnommen sind, und alle Angaben, die auf mindlichen Auskiinften beruhen, sind als solche
kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefuhrten und in der Dissertation erwahnten
Untersuchungen habe ich die Grundsétze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der
»oatzung der Justus-Liebig-Universitat Giel3en zur Sicherung guter wissenschaftlicher
Praxis" niedergelegt sind, eingehalten sowie ethische, datenschutzrechtliche und
tierschutzrechtliche Grundséatze befolgt. Ich versichere, dass Dritte von mir weder unmittelbar
noch mittelbar geldwerte Leistungen fur Arbeiten erhalten haben, die im Zusammenhang mit
dem Inhalt der vorgelegten Dissertation stehen, und dass die vorgelegte Arbeit weder im
Inland noch im Ausland in gleicher oder ahnlicher Form einer anderen Prifungsbehérde zum
Zweck einer Promotion oder eines anderen Prufungsverfahrens vorgelegt wurde. Alles aus
anderen Quellen und von anderen Personen tibernommene Material, das in der Arbeit
verwendet wurde oder auf das direkt Bezug genommen wird, wurde als solches kenntlich
gemacht. Insbesondere wurden alle Personen genannt, die direkt und indirekt an der
Entstehung der vorliegenden Arbeit beteiligt waren. Mit der Uberpriifung meiner Arbeit durch
eine Plagiatserkennungssoftware bzw. ein internetbasiertes Softwareprogramm erklare ich

mich einverstanden.

Teile der vorgelegten Arbeit wurden in folgendem Artikel einer "peer-reviewten" Zeitschrift

veroffentlicht:
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SELDI-TOF analysis of glioblastoma cyst fluid is an approach for assessing cellular protein
expression

Neurol Res. 35(10):993-1001, 2013
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