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Einleitung und Ziel der Studie

1 Einleitung und Ziel der Studie

Neurofibromatosen sind in der Humanmedizin eine Gruppe neurogenetischer
Erkrankungen mit unterschiedlichen klinischen Erscheinungsbildern (Krone und Kehrer-
Sawatzki 2001). Bisher sind drei verschiedene Typen sicher klassifiziert: Die
Neurofibromatose Typ 1 und 2 und die Schwannomatose (Kissil et al. 2010). Bei allen drei
Krankheiten kdnnen Neoplasien (u. a. Neurofibrome und Schwannome) vorkommen. Fir
die  Neurofiboromatose Typ 1 (NF1) ist das Auftreten von peripheren
Nervenscheidentumoren charakteristisch. Diese werden in verschiedene Subgruppen
untergliedert die vorwiegend gutartig sind. Jedoch entwickeln 8-12% der NF1-Patienten
einen malignen peripheren Nervenscheidentumor (MPNST); (Boyd et al. 2009), welcher
die Haupttodesursache dieser Krankheit darstellt (Ferner und Gutmann 2002; Ferrari et al.
2007). Der Aufdeckung der Pathomechanismen, die fir die maligne Transformation der
humanen peripheren Nervenscheidentumore verantwortlich sind, kommt eine wichtige

Bedeutung in der Bekdmpfung der mit NF1-assoziierten Neoplasien zu.

In der Tiermedizin tritt ein Neurofibromatose-ahnliches Krankheitsbild beim Rind auf, bei
dem multiple Tumore im Koérper vorkommen (Koestner et al. 1999; Goldschmidt und
Hendrick  2002). Dariber hinaus sind spontan  auftretende  periphere
Nervenscheidentumore (PNST) bei Hund, Katze und Pferd beschrieben (Goldschmidt und
Hendrick 2002). Die Klassifikation und Beschreibung der PNST in der Veterinarmedizin
orientiert sich an den Tumoren der humanen Neurofibromatosen. In der Tiermedizin wird
indes nur zwischen benignen und malignen PNST unterschieden. MPNST sind am
haufigsten beim Hund beschrieben (Koestner et al. 1999) und machen dort 4,3% aller

Hauttumoren aus (Hauck 2013).
Die vorliegende Arbeit hat sich zum Ziel gesetzt:

e Sporadische canine MPNST mit NF1-assoziierten humanen MPNST anhand
verschiedener Kriterien (Klinik, Histomorphologie, biologisches Verhalten,
Immunreaktivitat) zu vergleichen,

o Mogliche diagnostische Immunmarker (GFAP, NGFR, Claudin-1, Periaxin,
a-SMA) auf ihre Spezifitat flir cMPNST hin zu untersuchen,

e Die zellulare Zusammensetzung der humanen peripheren
Nervenscheidetumoren und caninen MPST zu quantifizieren und ihre Rolle fir
eine mogliche Tumorprogression zu untersuchen,

e Zelluldre Signalwege in humanen NF1-assoziierten Tumoren zu untersuchen

und ihren Beitrag zur Tumorbiologie aufzuzeigen.
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Literaturtibersicht

2 Literaturibersicht

2.1 Neurofibromatose Typ 1 beim Menschen

Neurofiboromatose Typ 1 (NF1) ist eine autosomal dominant vererbbare neurokutane
Erkrankung (Panteliadis et al. 2009) mit einer Inzidenz von 1: 2.500 - 3.000 und damit
eines der am haufigsten vererbten genetischen Syndrome (Burger und Scheithauer 2012;
Rodriguez et al. 2012b). 50% der Erkrankungen entstehen durch Neumutationen (Burger
und Scheithauer 2012), 50% sind vererbt (Boyd et al. 2009).

Berichte und bildliche Darstellungen von Neurofiboromen existieren schon seit dem
zweiten Jahrhundert n. u. Z. (Krone und Kehrer-Sawatzki 2001), jedoch war es Friedrich
Daniel von Recklinghausen, der 1882 in seiner Arbeit ,Uber die multiplen Fibrome der
Haut und ihre Beziehung zu den multiplen Neuromen® (Recklinghausen 1882) erstmals
die Krankheit beschrieb und den Namen Neurofibromatose pragte (Krone und Kehrer-
Sawatzki 2001). Ab 1882 waren Neurofibromatosen dann als definierte Stérung anerkannt
(Boyd et al. 2009).

Die Vielzahl, Variabilitdt und Unvorhersehbarkeit der Symptome macht die NF1 zu einer
Erkrankung, die schwer zu diagnostizieren und zu behandeln ist (Ruggieri 1999). Zu den
Hauptsymptomen zahlen Pigmentstérungen (Café-au-lait-Flecken, Flecken in den
Achseln und Leisten, sog. skinfold freckling und Lisch-Kndtchen) und periphere
Nervenscheidentumore (Ruggieri 1999; Burger und Scheithauer 2012). Mdogliche
Komplikationen kénnen weitere Tumore (v. a. Optikusgliome, aber auch Medulloblastome
und Ependymome), skelettale Veranderungen (Kleinwichsigkeit, Makrozephalie,
Skoliose, Pseudoarthrose u. a.) und beeintrachtigte intellektuelle Fahigkeiten (z. B.
Defizite bei der raumlichen Orientierung) bzw. Verhaltensanomalien (Hyperaktivitat,
Konzentrationsschwache) sein (Ruggieri 1999; Krone und Kehrer-Sawatzki 2001;
McClatchey 2007; Boyd et al. 2009).

Das National Institute of Health (NIH) entwickelte 1987 ein Diagnoseschema fir NF1
(Tabelle 1), welches sieben Kriterien festlegt, von denen mindestens zwei zutreffen

mussen, damit die Neurofibromatose Typ 1 diagnostiziert werden kann.
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Tabelle 1: Diagnosekriterien der Neurofibromatose Typ 1
Mindestens zwei Kriterien mussen erfillt sein, damit NF1 diagnostiziert werden kann (Krone und Kehrer-
Sawatzki 2001)

NIH-Kriterien der Neurofibromatose Typ 1

a) 6 oder mehr Café-au-lait-Flecken mit einem maximalen Durchmesser von
> 5 mm bei prapubertaren und > 15 mm bei postpubertaren Individuen
b) 2 oder mehr Neurofibrome beliebigen Typs oder 1 plexiformes Neurofibrom
c) Gesprenkelte axillare oder inguinale Hyperpigmentierung (skinfold freckling)
d) 1 Optikusgliom
e) 2 oder mehr Lisch-Knotchen (Irishamartome)
f) Eine umschriebene Knochenlasion wie Keilbeinfliigeldysplasie oder Auflockerung der

langen Rohrenknochen (Rareficatio) mit oder ohne Pseudoarthrose

9) 1 Verwandter |. Grads mit NF1, den obigen Kiriterien entsprechend

1990 wurde das NF1-Gen identifiziert und ein Jahr spater dessen Genprodukt
Neurofibromin (Gutmann 1998). Das grof’e NF1-Gen (350 Kilobasen) liegt auf dem
Chromosomen 17911.2 (McClatchey 2007). Es hat eine der hdchsten bekannten
Mutationsraten des menschlichen Genoms (Valero et al. 2011). Der Grund dafir ist noch
ungeklart, mdglicherweise liegt es an der GréRe des Gens (McClatchey 2007). Patienten
mit NF1-Gendefekt weisen eine heterozygote NF1-Genmutation in allen Korperzellen auf.
Kommt es zum Verlust des zweiten Allels (loss of heterozygosis, LOH), verliert
Neurofibromin seine Funktion und das Risiko der Tumorentstehung steigt bis zu einer
Penetranz von 100% an (Krone und Kehrer-Sawatzki 2001; Panteliadis et al. 2009;
Gottfried et al. 2010). Eine groRe Anzahl von Studien hat bisher die Verknipfung von
Genotyp und Phanotyp nicht herstellen kénnen. Zur Tumorgenese von peripheren
Nervenscheidentumoren und deren maligner Progression zum malignen peripheren

Nervenscheidentumor (MPNST) gibt es jedoch bereits eine Vielzahl von Daten.

Das Genprodukt Neurofibromin hat eine GrofRe von 220-289 kDa (McClatchey 2007). Es
ist ein Tumorsuppressor, der in vielen Zellen exprimiert wird, vor allem jedoch in
Neuronen, Glia- und Schwann-Zellen und wahrend der frihen Melanozytenentwicklung.
Es besitzt eine homologe Region mit den negativen Regulatoren der Ras-Proteine und
reguliert somit die Zellproliferation und Zelldifferenzierung (Boyd et al. 2009). Auf die

Einzelheiten dieses Signalweges wird unter 2.4.2.5 weiter eingegangen.

Studien haben weitere Funktionen fur Neurofiboromin aufgezeigt. So hat ein
Neurofibrominverlust Auswirkungen auf den cAMP-Spiegel in Schwann-Zellen (Kim et al.
2001; Dang und DeVries 2011) und Astrozyten (Dasgupta et al. 2003) sowie auf den
Kalziumstoffwechsel (Korkiamaki et al. 2002; Carroll 2012).
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Man ist sich jedoch darlber einig, dass eine Aktivierung von Ras-Proteinen infolge von
Neurofibrominverlust nicht ausreichend flir die Entstehung von peripheren
Nervenscheidentumoren ist (Krone und Kehrer-Sawatzki 2001). Es wird vielmehr davon
ausgegangen, dass mehrere aufeinanderfolgende Mutationsergebnisse dafur
verantwortlich sind (Krone und Kehrer-Sawatzki 2001). Eine Inaktivierung der
Tumorsuppressorproteine Rb1 und p53 sowie die vermehrte Expression von
Wachstumsrezeptoren (u. a. der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor) unterstiitzen z. B.
die Tumormalignisierung zum malignen peripheren Nervenscheidentumor (Krone und
Kehrer-Sawatzki 2001).

Ein besseres Verstandnis der Pathomechanismen von NF1 ist daher wichtig fur die

Eroffnung neuer therapeutischer Moglichkeiten.

Periphere Nervenscheidentumore sind eines der Hauptmerkmale der Neurofibromatose
Typ 1. Es sind vorrangig gutartige Nervenscheidentumore, die aus Schwann-Zellen,
Perineurialzellen und Fibroblasten bestehen. Reste von Nervenfasern sind oft enthalten
(Scheithauer et al. 1999a). Man teilt sie nach Wachstumsmuster und Lokalisierung in
verschiedene Subtypen ein, jedoch gibt es keine einheitliche Klassifikation. In den
folgenden Abschnitten wird ein Uberblick tber die in der Literatur gangigste Einteilung

gegeben, erganzt durch einen weiteren flr uns relevanten Subtyp (2.1.4).

2.1.1 Dermales/kutanes Neurofibrom

Kutane Neurofiborome (KNF) sind die am haufigsten vorkommenden Tumore bei der
Neurofibromatose Typ 1, kénnen aber auch sporadisch vorkommen (Ruggieri 1999;
Scheithauer et al. 1999a; Rodriguez et al. 2012a; Kumar et al. 2015b). Sie treten solitar
oder multipel in der Dermis und Subcutis Uberall am Koérper auf. Sie sind weich, leicht
erhaben, noduldr oder polypoid, in der Regel schmerzlos und wachsen langsam
(Scheithauer et al. 1999a). Haufig treten sie erst in der Pubertdt auf und ihr
Wachstumsverhalten kann zwischen schnellem Wachstum, z. B. wahrend einer
Schwangerschaft, und Perioden relativer Ruhe abwechseln (Ruggieri 1999). Sie entarten
nicht und bleiben gutartig (Carroll 2012). Eine Resektion wird aus kosmetischen Grinden

durchgefuhrt, kann aber auf Grund ihrer Vielzahl problematisch bis unméglich sein.

Uber den Ursprung kutaner Neurofibrome gibt es verschiedene Theorien. Lange wurde
davon ausgegangen, dass sie aus den Nervenendigungen in der Haut entstehen. Jedoch
sind sie i. d. R. nicht mit einem Nerven assoziiert, oder der Ursprung aus diesem Nerven
kann nicht eindeutig bewiesen werden (Carroll 2012). Eine neue Hypothese besagt, dass

KNF aus Skin-derived-Precursors entstehen. Das sind multipotente Vorlauferzellen der
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Neuralleiste, die sich entweder zu Schwann-Zellen oder Melanozyten entwickeln kdnnen

und in Haarfollikeln vorkommen (Carroll 2012).

Histologisch sind die kutanen Neurofibrome haufig von der umgebenden Epidermis relativ
scharf abgegrenzt (Grenzregion), ohne dass jedoch eine richtige Tumorkapsel vorkommt
(Abb. 1); (Kumar et al. 2015b). Die Zellularitat ist relativ gering (Kumar et al. 2015b). Die
Tumorzellen sind Uberwiegend in kurzen gewellten Bundeln angeordnete. Die gestreckten

spindelférmigen Kerne sind von Kollagen mit einem variablen Anteil myxoider Matrix

umgeben (Scheithauer et al. 2007).

Abb. 1: Kutanes Neurofibrom, H. E.
A: Spindelzellen in myxoider Matrix, Patient 85; B: Grenzregion (schwarze Pfeile), Patient 462/2

2.1.2 Plexiformes Neurofibrom

Plexiforme Neurofibrome (PNF) treten bei 25-30% der NF1-Patienten auf (Krone und
Kehrer-Sawatzki 2001) und sind hoch charakteristisch fur die Neurofiboromatose Typ 1
(Scheithauer et al. 1999a; Love et al. 2008). Sie sind haufig kongenital vorhanden oder
entstehen in der Kindheit. PNF liegen intraneural, entstehen aus peripheren Nerven
(Carroll 2012; Kumar et al. 2015b) und wachsen in Nervenfaszikeln unter der Haut oder
tief im Koérper. Darlber hinaus kénnen auch Organe Entstehungsorte der PNF sein.
Pradilektionsstellen sind die grofle Nerven des Rumpfes, der Extremitdten und des
Kopfes (Krone und Kehrer-Sawatzki 2001). Aufgrund ihrer teilweise unregelmafiigen
Begrenzung und der Vielzahl betroffener Nerven (,bag of worms®, Scheithauer et al.
1999a; Kumar et al. 2015b) kann die radikale chirurgische Exzision schwierig sein und
wiederholte Eingriffe erfordern (Krone und Kehrer-Sawatzki 2001). Plexiforme
Neurofibrome kénnen entarten und sich zu malignen peripheren Nervenscheidentumoren
(MPNST) entwickeln. Das Entstehungsrisiko von MPNST bei NF1-Patienten liegt bei
8-12% (Boyd et al. 2009). Anzeichen fur eine Entartung kdnnen anhaltende Schmerzen
oder ein plotzliches schnelles Wachstum der Tumoren sein (Boyd et al. 2009).
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Histologisch erkennt man PNF an ihrem deutlich intrafaszikularen Wachstum. Das
Perineurium ist noch intakt und umgibt die aufgeblahten Nervenfaszikel (Abb. 2). Der
Tumor ist zellarm, auch wenn die Zelldichte variieren kann. In einer myxoiden Matrix
befinden sich wellige spindelférmige Nuclei und ein variabler Anteil von Kollagenbundeln
(Scheithauer et al. 1999a; Love et al. 2008).
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Abb. 2: Plexiformes Neurofibrom, H. E.
A: Aufgeblahte Nervenfaszikel, Patient 695; B: Hypozellularitat und spindelférmige, wellige Zellen, Patient 695

2.1.3 Diffuses Neurofibrom

Das diffuse Neurofiborom (DNF) bildet plaqueartige Verdickungen in der Dermis und
Subkutis, i. d. R. an Kopf und Nacken (Scheithauer et al. 1999a). Zum Teil kénnen Reste
von Perineurium vorhanden sein. Dieser Subtyp bleibt, trotz seines invasiven Verhaltens,
gutartig (Scheithauer et al. 1999a).

Histologisch zeigen sich ausgedehnte plaqueartige Tumorzellinfiltrate in der Dermis und
Subkutis (Kumar et al. 2015b). Der Tumor zerstért dabei nicht die Hautstrukturen, sondern
umspannt die Adnexen und breitet sich an subkutanen Strukturen entlang bis in das
Fettgewebe und die Skelettmuskulatur aus (Scheithauer et al. 1999a; Kumar et al.
2015b); (Abb. 3). Als Besonderheit kdnnen Pseudo-Meissner-Koérperchen auftreten (Abb.
3 D); (Kumar et al. 2015b). Diese sind kugelige, ballenférmige Strukturen, die S100-
Protein exprimieren und deren Rand durch das epitheliale Membranantigen (EMA)
angefarbt wird. Sie haben keine Funktion, dhneln aber von ihrem Erscheinungsbild den

Mechanorezeptoren der Haut (Scheithauer et al. 1999a).
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Abb. 3: Diffuses Neurofibrom, H. E.
A: Tumorinfiltration in die Haut, Patient 536; B: Tumorinfiltration in das Fettgewebe, Patient 95;
C: Tumorzellen, Patient 455; D: Pseudo-Meissner-Kérperchen (schwarze Pfeile), 610/2

2.1.4 Plexiform-diffuses Neurofibrom

Plexiform-diffuse Neurofiborome (DPNF) werden in der bestehenden Literatur nicht von
den diffusen Neurofibromen unterschieden. Im dem Institut fir Neuropathologie des UKE
wird diese Entitat hingegen als eigenstandiger Subtyp angesehen (Hagel, personliche
Mitteilung 2013). DPNF zeichnen sich histologisch durch Reste von Nervenfaszikeln und
Tumorzellen im umliegenden Gewebe aus. Das Perineurium ist zwar sichtbar, jedoch an
mindestens einer Stelle nicht mehr intakt (Abb. 4). Der Zellgehalt in den Faszikeln ist
hdéher als bei plexiformen Neurofibromen, liegt aber immer noch unter dem der Umgebung
und dem der diffusen Neurofiborome. Es =zeigt sich das Bild eines rupturierten
Nervenfaszikels, von dem aus spindelférmige Zellen das umliegende Gewebe infiltrieren
(Abb. 4).
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Abb. 4: Plexiform-diffuses Neurofibrom, H. E.
A, B: Nervenfaszikel mit defektem Perineurium (rote Pfeile) und mit teilweise noch intaktem Perineurium
(schwarze Pfeile), Patient 78 (A); Patient 370 (B)

Dieser Subtyp ist insofern interessant, als das das Ausbrechen eines Tumors aus einer
Kapsel i. d. R. ein Malignitatskriterium darstellt. Bei dem Plexiform-diffusen Neurofibrom

ist das jedoch nicht der Fall.

2.1.5 Maligner peripherer Nervenscheidentumor

Maligne periphere Nervenscheidentumore (MPNST) haben einen Anteil von ca. 5-10% an
den Weichteilsarkomen des Menschen (Weiss und Goldblum 2001). 50% der MPNST
entstehen bei NF1-Patienten (Scheithauer et al. 1999b), 50% sporadisch (Zou et al.
2009). Sporadische und NF1-assoziierte MPNST ahneln sich stark, auch wenn in Studien
unterschiedliche Tendenzen aufgedeckt werden konnten (Zou et al. 2009; Barnard et al.
2011). MPNST sind Neoplasien, die von peripheren Nerven oder anderen Zellen der
Nervenscheide (Schwann-Zellen, Perineurialzellen, Fibroblasten) ausgehen (Weiss und
Goldblum 2001). Die haufigsten Vorlaufer der NF1-assoziierten MPNST sind plexiforme
Neurofibrome (Rodriguez et al. 2012a), im Gegensatz zu den sporadische MPNST, die de
novo in peripheren Nerven entstehen. Die bevorzugte Lokalisation beider MPNST-Typen
sind die groRen Nervenaste in den Extremitaten und dem Rumpf (Scheithauer et al.
1999b; Love et al. 2008; Zou et al. 2009; Panigrahi et al. 2013), auch wenn NF1-
assoziierte MPNST etwas haufige in den Extremitaten auftreten (Zou et al. 2009). MPNST
entstehen im Erwachsenenalter, Patienten mit sporadischen MPNST sind durchschnittlich
alter (Zou et al. 2009). MPNST sind hoch maligne und metastasieren schnell in Lunge,
Knochen und Gehirn (Scheithauer et al. 1999b). Strahlen- und Chemotherapie haben
keine oder wenig Auswirkungen auf das Langzeitiberleben (Ferner und Gutmann 2002;
Ferner und O'Doherty 2002). Daher ist eine Resektion des Tumors mit weiten Grenzen
die Therapieoption der Wahl (Eckert et al. 2009). Die Prognose ist allerdings ungunstig,
da die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs bei 40-68% liegt (Scheithauer et al. 1999b). In
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einer Studie von Ferrari et al. wurde die 5-Jahres-Uberlebensrate bei MPNST-Patienten
mit 19-28% angegeben (Ferrari et al. 2007).

Histomorphologisch sind MPNST hochzellulare, invasiv wachsende spindelzellige
Proliferationen. Die Kerne sind hyperchromatisch und weisen eine hohe mitotische
Aktivitat auf (Scheithauer et al. 1999b); (Abb. 5). Nekrosezonen koénnen vorkommen

(Kumar et al. 2015b). Die meisten MPNST sind hochgradig maligne. Nur 15% werden als

geringgradig maligne eingestuft (Scheithauer et al. 1999b).

Abb. 5: Maligner peripherer Nervenscheidentumor, H. E.
A: Hochzellularer Tumor, hyperchromatische Zellkerne, Patient 1016; B: Invasiv wachsender Tumor, Patient
1008; B.1: Insert von B, positive Tumorzellen, urspriingliche Vergroferung 10x

Ein besonderes Phanomen in MPNST ist die so genannte divergente Differenzierung, bei
der Zellen in einzelnen Arealen eine glandulare, ossedre oder rhabdomyolastische
Morphologie zeigen (Kumar et al. 2015b). Letztere werden als Triton-Tumore bezeichnet
(Kumar et al. 2015b).

Auf Grund der Tatsache, dass MPNST eine wenig eindeutige Morphologie aufweisen, ist
ihre Identifikation teilweise schwierig. Hilfreich bei NF1-assoziierten MPNST ist ein
Gentest, mit dem bei Patienten NF1 diagnostiziert werden kann. In dieser Studie wurden

ausschlieRlich NF1-assoziierte MPNST untersucht.

Aufgrund der hohen Mortalitdt von NF1-Patienten durch MPNST kommt der Erforschung
der Tumorentstehung und der malignen Transformation eine gro3e Bedeutung zu. Ein
Ansatz ist, verlassliche diagnostische Biomarker zu identifizieren, die fur die Progression

verantwortlich sind bzw. den Progress forcieren.

2.2 Periphere Nervenscheidentumore in der Veterindrmedizin
In der  Veterindrmedizin existieren viele Fallberichte von peripheren
Nervenscheidentumoren (Brower et al. 2005; Sugiyama et al. 2008; Park et al. 2011;

Tavasoly et al. 2013). |hre diagnostischen Kriterien, die Histogenese, Subklassifikation
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und immunhistochemischen Eigenschaften sind bisher jedoch weniger erforscht (Suzuki

et al. 2013) als die der humanen peripheren Nervenscheidentumore.

Hauck gibt den Anteil von caninen malignen peripheren Nervenscheidentumoren
(cMPNST) an den Neoplasien der Haut beim Hund mit 4,3% an (Hauck 2013). Auf das
Buch Small Animal Clinical Oncology, (Withrow et al. 2007) verweisen verschiedene
Studien (Park et al. 2011; Tavasoly et al. 2013). Dort ist der Anteil von cMPNST an den

Nerventumoren des Hundes jedoch mit 28% angegeben (LeCouteur und Withrow 2007).

Die Griunde fur die wenigen verfligbaren Angaben Uber die Haufigkeit von peripheren
Nervenscheidentumoren (PNST) in der Tiermedizin liegen u. a. in der unklaren
Klassifikation und schweren Diagnostizierbarkeit dieser Tumorentitat beim Tier. Auch die
1999 veroffentlichte WHO-Klassifikation weist auf die ungeklarte Definition, Histogenese
und Beziehung dieser Entitat zu anderen Weichteilsarkomen hin (Koestner et al. 1999). In
den letzten 15 Jahren haben sich dennoch die einheitlichen Begriffe benigner peripherer
Nervenscheidentumor (BPNST) und maligner peripherer Nervenscheidentumor (MPNST)
etablieren kénnen (Koestner und Higgins 2002; McGavin und Zachary 2007; Jubb et al.
2008b; Vandevelde et al. 2012). Bisher gibt es jedoch keine Studien, die die Assoziation
der histomorphologischen Eigenschaften von BPNST und MPNST mit ihrem biologischen
Verhalten bestatigen (Dennis et al. 2011).

Unter dem Begriff der benignen peripheren Nervenscheidentumore werden in der
Tiermedizin Schwannome, Neurofibrome (Koestner et al. 1999) und Perineuriome
(Vandevelde et al. 2012) zusammengefasst. Die WHO beschreibt BPNST bei Hund und
Katze als extrem selten (Koestner et al. 1999). Beim Rind treten vereinzelt multiple
Tumore auf, die dem Krankheitsbild der Neurofibromatose am nachsten kommen
(Koestner et al. 1999; Goldschmidt und Hendrick 2002). Beim Pferd kommen BPNST
ebenfalls selten vor und das Augenlid ist als haufigste Lokalisation beschrieben
(Goldschmidt und Hendrick 2002).

Als maligne periphere Nervenscheidentumore werden in der Tiermedizin Tumore
bezeichnet, die aus Bestandteilen der Nervenscheide entstehen und ein invasives und
aggressives Verhalten zeigen (McGavin und Zachary 2007; Vandevelde et al. 2012). Sie
treten am haufigsten beim Hund auf (Koestner et al. 1999). Bevorzugte Lokalisation sind
der Brachial- und Lumbaosakralplexus (Kessler 2012), aber auch craniale Nerven
(McGavin und Zachary 2007), Hautnerven (Goldschmidt und Hendrick 2002) oder sogar

innere Organe wie die Leber (Park et al. 2011) kdnnen betroffen sein.
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2.3 Periphere Nervenscheidentumore beim Hund

Unter dem Begriff caniner peripherer Nervenscheidentumor (cPNST) werden Neoplasien
zusammengefasst, die aus einem oder mehreren der folgenden Zelltypen bestehen:
Schwann-Zellen, Fibroblasten und Perineurialzellen (Koestner und Higgins 2002; Gaitero
et al. 2008). Eine genetische Pradisposition, wie sie bei der Neurofibromatose Typ 1
beschrieben ist, existiert beim Hund nicht (Summers et al. 1995). cMPNST treten beim
Hund haufiger auf als cBPNST (Koestner et al. 1999).

Canine periphere Nervenscheidentumore kommen bevorzugt bei groRen Rassen mittleren
Alters vor (Kessler 2012). Eine Rasse- oder Geschlechterpradisposition konnte bisher
nicht nachgewiesen werden (Gaitero et al. 2008). Das Verhalten der cPNST ahnelt dem
anderer Weichteilsarkome: sie sind lokal invasiv, haben eine hohe Rezidivrate und
metastasieren selten (Kessler 2012; Avallone et al. 2013), auch wenn beim caninen
malignen peripheren Nervenscheidentumor (cMPNST) Lungen- und
Lymphknotenmetastasen beschrieben sind (Gross et al. 2005). Symptome kdnnen sich in
progressiver, intermittierender Lahmheit und Muskelatrophie aufiern (Kessler 2012), wenn
die Gliedmalenplexus betroffen sind. Sind craniale Nerven befallen, treten
Muskelatrophien und Sensibilitatsstorungen am Kopf auf (Summers et al. 1995). Zur
Kompression von Rickenmark mit Hinterhandlahmheit (Kessler 2012) oder des Gehirns
(Summers et al. 1995) kann es kommen, wenn der Tumor durch Foramina invadiert.
Haufig geht er jedoch von Hautnerven aus, so dass umschriebene kutane Knoten
entstehen (Gross et al. 2005).

Die Resektion des Tumors ist die Therapiemethode der Wahl (Goldschmidt und Hendrick
2002). Eine Amputation der Gliedmalle kann dabei noétig werden (Kessler 2012),
aulRerdem ist die Gefahr eines Rezidivs relativ hoch (Goldschmidt und Hendrick 2002;
Jubb et al. 2008a). Die Uberlebenszeit nach Resektion wird mit zwei Monaten bis zwei

Jahren angegeben (Kessler 2012).

In der Histologie unterscheidet man zwischen dem caninen benignen und malignen

PNST, auch wenn eine eindeutige Unterscheidung nicht immer madglich ist.

cBPNST &hneln histologisch den Schwannomen und Neurofiboromen des Menschen
(Koestner et al. 1999; Vandevelde et al. 2012). Es sind gut umschriebene, von einer
Kapsel umgebene Tumore, die sowohl in spinalen und cranialen Nerven, als auch in der
Haut vorkommen koénnen (Koestner et al. 1999; Goldschmidt und Hendrick 2002;
Vandevelde et al. 2012). Sie bestehen aus Blndeln spindelférmiger Zellen, die sich
uberlagern, Wirbel und teilweise fischgratenartige Muster bilden (sog. Antoni A-Muster).

Die Kerne sind ovoid bis langlich und der Anteil an extrazellularem Kollagen kann
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variieren. Seltener kommen Bereiche mit wenigen plumpen oder sternformigen Zellen und
einem grof3en Anteil extrazellularer Matrix vor (sog. Antoni B-Muster); (Vandevelde et al.
2012). Die Zellularitat der cBPNST ist gering und der Mitoseindex kann variieren, ist aber

normalerweise niedrig bis moderat (Goldschmidt und Hendrick 2002).

cMPNST verhalten sich histologisch deutlich bosartiger als cBPNST. Sie haben keine
Kapsel und invadieren z. T. aggressiv das umliegende Gewebe (Koestner und Higgins
2002). Sie kommen ebenfalls sowohl in der Haut als auch in spinalen, seltener in
cranialen Nerven vor (McGavin und Zachary 2007). Die Tumorzellen zeigen anaplastische
Differenzierungen (Koestner und Higgins 2002), sind pleomorph, plump bis spindelzellig
und koénnen z. T. rhabdomyoblastische, chondrale und ossare Differenzierungen
aufweisen (Summers et al. 1995; Koestner et al. 1999). Die Tendenz Bundeln, Wirbeln
und Palisaden zu bilden, nimmt ab (Jubb et al. 2008a). Fingerartige Proliferationen
wachsen entlang von Faszikeln und Nerven und sind flr die haufige Rekurrenz
verantwortlich (Gross et al. 2005). Die Zellularitat der cMPNST ist erhdht, Nekrosen treten
auf (Summers et al. 1995) und es zeigen sich vermehrt Mitosefiguren (Gross et al. 2005;
Jubb et al. 2008a).

Die Immunhistochemie der caninen peripheren Nervenscheidentumore ist unspezifisch
und zeigt bei cBPNST und cMPNST dasselbe Bild (Koestner et al. 1999; Gross et al.
2005). Die Tumore sind in der Regel positiv fur Vimentin (Koestner et al. 1999; Gross et
al. 2005), welches ein Marker fir alle mesenchymalen Neoplasien ist. Die Expression von
neuronalen Markern wie dem S100-Protein, sauren Gliafaserprotein (GFAP), der
Neuronen spezifischer Enolase (NSE) und dem Nervenwachstumsfaktor (NGFR) kann
variieren. In der Literatur ist beschrieben, dass 45-100% der cPNST das S100-Protein,
0-67% GFAP, 45-100% NSE und 70% den NGFR exprimieren (Chijiwa et al. 2004;
Gaitero et al. 2008; Schoniger und Summers 2009; Suzuki et al. 2013; Jakab et al. 2012).
Ein weiterer neuerer Marker, Periaxin, wird zu 40% in cMPNST exprimiert (Suzuki et al.
2013).

Als Differentialdiagnose fir cPNST kommen verschiedene Spindelzelltumore in Frage.
Vor allem die Abgrenzung zum Fibrosarkom und Hamangioperizytom, welches seit
neustem von einigen Autoren zur Gruppe der perivaskularen Wandtumore gezahlt wird,

kann schwierig sein (Jubb et al. 2008a).

Fibrosarkome sind bdsartige Tumore ausgehend von Fibroblasten, die haufig bei Hund
und Katze vorkommen (Jubb et al. 2008a). Sie bestehen aus plumpen Spindelzellen, die
in verwobenen Faszikeln angeordnet sind, ohne ein konzentrisches oder perivaskulares

Wachstumsmuster mit Wirbeln oder Palisaden zu zeigen (Gross et al. 2005; Klopfleisch et
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al. 2013). Sie rekurrieren haufig und kdénnen metastasieren (Jubb et al. 2008a).
Immunbhistologisch sind sie Vimentin positiv, kdbnnen aber auch S100 und a-SMA (a-

smooth muscle actin) exprimieren (Jubb et al. 2008a; Klopfleisch et al. 2013).

Hamangioperizytome sind in der aktuellen WHO-Klassifikation als Tumore unbekannter
Histogenese beschrieben (Hendrick 1998). Der Ursprung aus Perizyten, der beim
Menschen durch Elektronenmikroskopie bestatigt wurde, ist beim Hund noch ungeklart
(Perez et al. 1996). Es gibt eine kontroverse Diskussion ob Hamangioperizytome als
separate Entitdt oder als Subgruppe der perivaskularen Wandtumore anzusehen sind
(Avallone et al. 2007; Dennis et al. 2011; Klopfleisch et al. 2013; Suzuki et al. 2013).
Perivaskulare Wandtumore sind definiert als Neoplasien, die abgesehen von der inneren
Endothelschicht von den verschiedenen =zelluldren Bestandteilen der GefalRwand
(subendotheliale Zellen, Basalmembran, glatte Muskelzellen, Adventitia) abstammen
(Weiss und Goldblum 2001; Avallone et al. 2007).

Canine Hamangioperizytome (cHP) kommen normalerweise in der Dermis und Subkutis
der Extremitaten alterer Hunde vor (Jubb et al. 2008a). Histologisch sind es
Spindelzellneoplasien, deren charakteristischstes Wachstumsmuster konzentrische
Wirbel um zentrale Gefale, sog. ,fingerprint®, ist (Perez et al. 1996; Jubb et al. 2008a).
Die Zellen kénnen in kurzen verknoteten Bindeln, radspeichenartig oder als Palisaden
angeordnet sein und myxoide Bereiche kénnen vorkommen (Perez et al. 1996). cHP
exprimieren Vimentin, haufig Aktin (a-SMA), manchmal S100 und selten Desmin (Jubb et
al. 2008a; Avallone et al. 2007). Sie metastasieren selten, neigen aber zur Rekursion und
es ist beschrieben, dass sie mit jedem erneuten Auftreten bosartiger werden (Perez et al.
1996; Koestner et al. 1999).

2.4 Immunologische Expressionsproteine

Im Folgenden wird auf die verschiedenen Immunmarker eingegangen, die in dieser Studie
getestet wurden. Dabei wird zuerst auf den Marker selbst eingegangen, dann auf seine
Expression und Funktion in humanen PNST und am Ende auf seine Rolle bei caninen
PNST.

2.4.1 Expressionsmuster peripherer Nervenscheidentumore

Periphere Nervenscheidentumore, exklusiv der Schwannome, werden sowohl in der
Human- als auch Tiermedizin als zusammengesetzte Tumore (Schwann-Zellen,
Perineurialzellen und Fibroblasten) beschrieben (Scheithauer et al. 1999a; Koestner und
Higgins 2002). Wie hoch der jeweilige Anteil der verschiedenen Zelltypen an der

Tumorgesamtzellzahl ist, sollte in dieser Studie untersucht und die Ergebnisse von
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Mensch und Hund gegenlber gestellt werden. Die folgenden Immunmarker wurden

jeweils von einem der zelluldren Bestandteile der PNST exprimiert.

2.4.1.1 S100-Protein

Die Familie der S100-Proteine umfasst 24 verschiedene Subtypen, die in
unterschiedlichen Zellen exprimiert werden (Donato et al. 2013). Sie binden Kalzium und
Ubernehmen vielfaltige Aufgaben in der Regulierung extra- und intrazellularer Prozesse
wie der Phosphorylierung von Proteinen, Enzymaktivitdt und der Funktion von
Zytoskelettbestandteilen (Donato et al. 2013). Die jeweiligen S100-Untertypen werden
zellspezifisch exprimiert (Donato 2001) und eignen sich daher zur Diagnostik von
Zelltypen, wie z. B. den Astrozyten, Schwann-Zellen und Melanozyten (Donato et al.
2013). Diese exprimieren S100 und daher wird ein Antikdrper gegen das S100-Protein
u. a. als Schwann-Zellmarker in der Tumordiagnostik eingesetzt (Scheithauer et al.
1999b). In allen humanen benignen peripheren Nervenscheidentumoren exprimiert ein
variabler Anteil von Tumorzellen S100 (Scheithauer et al. 1999a, S. 190). Bei den
humanen MPNST exprimieren nur 50-70% der Tumore S100 (Louis et al. 2007). Das
S100-Protein ist somit ein sensitiver Marker bei humanen Nervenscheidentumoren
(Scheithauer et al. 1999b).

In der Veterindrmedizin wird S100 ebenfalls als Marker zur Diagnose peripherer
Nervenscheidentumore verwendet (Jubb et al. 2008b). 45-83% der gut- und bdsartigen
Tumore beim Hund exprimieren S100 (Chijiwa et al. 2004; Gaitero et al. 2008; Schoniger
und Summers 2009).

2.4.1.2 Epitheliales Membranantigen

Das Epitheliale Membranantigen (EMA oder MUC1) ist ein Glykoprotein, welches an der
Oberflache von vielen epithelialen Zellen vorkommt (Miettinen 2014). Es wird als
Immunmarker fir verschiedene Karzinome genutzt, sowie um epitheliale
Differenzierungen von Weichteiltumoren nachzuweisen (Miettinen 2014). Dartber hinaus
wird es als Screening-Marker fur Perineuriome eingesetzt, da EMA auch von

Perineurialzellen exprimiert wird (Miettinen 2014).

Im Gegensatz zu Perineuriomen enthalten humane Neurofibrome nur wenige EMA-
positive Zellen. In den plexiformen Subtypen zeigen Reste des Perineuriums eine EMA-
Expression (Louis et al. 2007). Unter dem Elektronenmikroskop kdnnen bei humanen
peripheren Nervenscheidentumoren perineurialzell-dhnliche Zellen identifizieren werden,
denen bisher jedoch noch keine Reaktivitat mit EMA nachgewiesen werden konnte
(Scheithauer et al. 1999a).
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Laut Literatur gibt es zurzeit keinen EMA-Antikorper, der mit Hundegewebe reagiert
(Ramos-Vara et al. 2010). Es gibt jedoch einen Fallbericht eines caninen
Synovialsarkoms, bei dem im Tumorgewebe eine EMA-Expression detektiert wurde
(Loukopoulos et al. 2004). Ein anderer mdglicher Marker fur Perineurialzellen beim Hund

ist Claudin-1, der im nachsten Abschnitt besprochen wird.

2.4.1.3 Claudin-1

Claudine sind integrale Membranproteine, die einen wichtigen Bestandteil von tight
junctions darstellen (Folpe et al. 2002). Ihre Expression ist auf Zellen limitiert, die tight
junctions bilden wie Epithel-, Endothel- und Perineurialzellen (Folpe et al. 2002). Folpe et
al. (2002) entdeckten die starke Expression von Claudin-1 (CI1) in Perineurialzellen von
normalen humanen Nerven. Sie untersuchten daraufhin die Expression von Claudin-1 in
humanen mesenchymalen Neoplasien (Folpe et al. 2002) und fanden eine Prasenz
dieses Proteins in 92% der Perineuriome und in 66% der Neurofiborome (Folpe et al.
2002). Auch MPNST zeigten Cl1-Expression, das genaue Verhaltnis wurde allerdings in
der Studie von Folpe et al (2002) nicht veroffentlicht. Folpe et al. bewerten Claudin-1

daher als gleich sensitiven Marker fur Perineurialzellen wie EMA.

Perineurialzellen von Hundenerven exprimieren ebenfalls Cl1 (Jakab et al. 2012). In der
Tiermedizin wurde Claudin-1 das erste Mal von Cornelis et al. (2009) zur Diagnose eines
Perineurioms beim Hund verwendet. Jakab et al. (2012) untersuchten die Expression von
CH1 in peripheren Nervenscheidentumoren, Perineuriomen und Hamangioperizytomen
des Hundes. Neurofiborome (als Teilgruppe der cBPNST), cMPNST und Perineuriome
zeigten alle zu 100% eine positive Farbung (Jakab et al. 2012). Suzuki et al. (2013)
bestatigen diese Ergebnisse in Perineurialzellen von Hundenerven. Dort zeigten die
untersuchten cMPNST jedoch nur zu 70% eine positive Farbung fur CI1 (Suzuki et al.
2013).

2.4.1.4 CD90

CD90 (Thy-1) ist ein Zelloberflachenprotein, welches auf vielen verschiedenen Zellen wie
Fibroblasten, Neuronen, Blutstammzellen und Endothelien vorkommt (Leyton und Hagood
2014). Es ist ein wichtiger Regulator in der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktion und
ubernimmt verschiedenste Funktionen, u. a. in der T-Zell-Aktivierung (Barboni et al.
1991), dem Neuritenwachstum, der Fibroblastenproliferation und Migration (Rege und
Hagood 2006). CD90-Homologe sind in verschiedenen Spezies beschrieben worden, u. a.
auch beim Hund (McKenzie und Fabre 1981; Williams und Gagnon 1982).

In der Veterinarmedizin wird CD90 als Immunmarker bei der Diagnose von histiozytaren

Erkrankungen (Moore 2014) und Lymphomen (Reggeti und Bienzle 2011) eingesetzt.
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2.4.1.5 Mastzelltryptase

Tryptasen sind Enzyme, die in groRen Mengen in Mastzellen enthalten sind (Vanderslice
et al. 1990). Die Mastzelltryptase ist in der Granula von Mastzellen zu finden und reguliert
u. a. den Anstieg des intrazellularen Kalziumspiegels (Berger et al. 2001). Dartber hinaus
ist sie ein potenter Wachstumsfaktor von Epithelzellen und Fibroblasten (Cairns und Walls
1996, 1997). In der Immunhistochemie wird sie als spezifischer Marker fir Mastzellen

eingesetzt (Vanderslice et al. 1990).

In peripheren Nervenscheidentumoren ist die Existenz von Mastzellen schon lange
beschrieben (Yang et al. 2008; Staser et al. 2012). Verschiedene Autoren sehen sie als
potentielle Promoteren der Tumorentstehung an (Yang et al. 2008; Carroll 2012). Es wird
vermutet, dass Mastzellen Uber die Sekretion diverser Zytokine und Mitogene die
Tumorexpansion, Invasion und Metastasierung vorantreiben (Staser et al. 2012). In
verschiedenen Mausmodellen wurde gezeigt, dass Mastzellen einerseits die
Tumorentstehung férdern, andererseits eine Inhibition des Tyrosinkinase Kit (c-Kit)
Rezeptors, der viele Aspekte der Mastzellaktivitat kontrolliert, zu einer Reduktion des

Tumorwachstums bei Nervenscheidentumoren flihrt (Zhu et al. 2002; Yang et al. 2008).

Bei Hunden werden Mastzellen vorrangig durch einen Antikdrper gegen die Tyrosinkinase
Kit (c-Kit) nachgewiesen (Ozaki et al. 2002; Kawarai et al. 2010). c-Kit ist ein
Transmembranprotein, das durch den Stammzellfaktor aktiviert wird und essentiell fur die
Entwicklung, das Wachstum und Uberleben von Mastzellen ist (Kawarai et al. 2010).
Seine Rolle in der Pathogenese von caninen Mastzelltumoren wird diskutiert (Webster et
al. 2006). Ozaki et al. (2002) wiesen die Expression von Mastzelltryptase und c-Kit in

Mastzelltumoren des Duodenums beim Hund nach (Ozaki et al. 2002).

2.4.1.6 Neurofilament
Neurofilamente sind die wichtigsten Intermediarfilamente in Neuronen und deren Axonen
(Perrot et al. 2008). Sie sind fur die Stabilitat des Zytoskeletts und des Axondurchmessers
verantwortlich (Perrot et al. 2008). Da Neurofilamente ausschlieBlich in neuronalen Zellen
vorkommen, sind sie potente Marker zur Kennzeichnung von Schaden in Neuronen und
Axonen (Petzold 2005).

In humanen Neurofibromen, v. a. im plexiformen Subtyp, kommen Neurofilament-positive

Axone vor (Louis et al. 2007).

Suzuki et al. (2013) =zeigten, dass Axone in normalen Hundenerven ebenfalls

Neurofilament exprimieren.
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2.4.2 Faktoren des Tumorwachstums

2.4.2.1 Die acht Kennzeichen der Tumorentstehung

Die Tumorentstehung ist ein komplexer Prozess, bei dem viele verschiedene
Mechanismen zusammenwirken. Im Folgenden wird eine Ubersicht der
Tumorentstehungsmechanismen nach Kumar et al. (2015a) gegeben und es werden die
weiteren in dieser Arbeit untersuchten Immunmarker den beschriebenen Mechanismen

zugeteilt.

Nach Kumar et al. (2015a) kommt es in der Zellphysiologie von Tumorzellen zu acht
fundamentalen Veranderungen, die kennzeichnend fur die Tumorentstehung sind
(Abb. 6).

‘ Autarke Wachstumssignale ‘

Unempfindlichkeit gegentiber
Wachstumsinhibition

Evasion des Immunsystems ‘

N

Verdnderung des zelluldren

Invasion/Metastase ‘ —_—
Stoffwechsels

Tumorentstehung

/

Dauerhafte Angiogenese ‘

T ‘ Resistenz gegen Apoptose ‘
Unsterblichkeit

Abb. 6: Die 8 Kennzeichen der Tumorentstehung, modifiziert nach Kumar et al. (2015a)

Ein wichtiger Punkt sind unabhangige Wachstumssignale (sog. Onkogene), die es den
Tumorzellen ermoglichen ohne externe Stimuli zu proliferieren (Kumar et al. 2015a).
Onkogene entstehen durch Mutation aus Proto-Onkogenen und codieren flr
Onkoproteine, die Uber Signalkaskaden die Proliferation unterstitzen (Kumar et al.
2015a). Viele Bestandteile von physiologischen Signalwegen agieren als Onkoproteine,
wenn sie mutiert sind. Dazu gehdren Wachstumsfaktoren (PDGF-B, TGF-a u. a.),
Wachstumsfaktorrezeptoren (EGF-Rezeptor-Familie u. a.), Proteine die in die
Signaltransduktion involviert sind (GTP-bindende Proteine, Ras-Signaltransduktion u. a.)
und Transkriptionsfaktoren sowie Zellzyklus-Proteine (Kumar et al. 2015a). Durch eine
Mutation sind diese Proteine durchgehend aktiv und es kommt zu einer autarken
Proliferation (Kumar et al. 2015a). In dieser Arbeit wurden die folgenden Onkoproteine
untersucht: Die Wachstumsrezeptoren ErbB-2, ErbB-3 und der Wachstumsfaktor NGR1,
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Bestandteile des Ras-Signalweges (mTor, Rho, MEK1/2) und die Transkriptionsfaktoren
Pax7 und Sox9.

Eine weitere Fahigkeit, die Tumorzellen auszeichnet, ist ihre Unempfindlichkeit gegenuber
wachstumsinhibitorischen  Signalen. In  der physiologischen Zelle verhindern
Tumorsuppressorgene und ihre Produkte eine ungehinderte Proliferation der Zelle (Kumar
et al. 2015a). Kommt es zu einer Mutation der Tumorsuppressoren sind die Zellen nicht
mehr responsiv gegeniber Molekilen, die die Proliferation inhibieren. In vielen genetisch
vererbbaren Syndromen kommt es zur Mutation von Tumorsuppressoren (Kumar et al.
2015a). Die Neurofibromatose Typ 1 und ihr Tumorsuppressor Neurofibromin sind ein
Beispiel daflir. Die Mutation eines Allels des Tumorsuppressors wird vererbt, wodurch die
Chance steigt, dass es zu einer Mutation des zweiten Allels kommt und ein Tumor
entsteht (Kumar et al. 2015a).

Ein weiteres Phanomen, welches Tumorzellen auszeichnet ist die Veranderung der
zellularen Energiegewinnung weg von der oxidativen Phosphorylierung hin zur Glykolyse
(sog. Warburg-Effekt); (Kumar et al. 2015a). Durch die Glykolyse wird nicht nur Energie in
Form von ATP gewonnen, sondern es werden auch metabolische Zwischenprodukte
produziert, die fur die Synthese zellularer Bestandteile und die angestrebte Zellteilung
essentiell sind (Kumar et al. 2015a). Diese metabolische Umstellung wird durch dieselben
Onkogenen und Tumorsuppressoren vermittelt, die in Tumoren mutiert sind (Kumar et al.
2015a).

Die Apoptose, der programmierte Zelltod, ist ein wichtiger carcinoprotektiver
Mechanismus der gesunden Zelle (Kumar et al. 2015a). Sie wird in der physiologisch
arbeitenden Zelle durch einen ex- und einen intrinsischen Weg eingeleitet (Kumar et al.
2015a). Im Falle von DNA-Schaden kann die Apoptose durch proapoptotische Faktoren
induziert werden. In vielen Tumoren werden antiapoptotische Proteine vermehrt
produziert, um dem programmierten Zelltod zu entgehen (Kumar et al. 2015a). In anderen
Tumoren wird der Fas-Rezeptor vermindert exprimiert, der fur die extrinsische Aktivierung

der Apoptose zustandig ist (Kumar et al. 2015a).

Wenigstens einige Zellen in einem Tumor muissen stammzelldahnliche Eigenschaften
aufweisen, damit sie die natlrliche Seneszenz und die mitotische Krise umgehen kdnnen
und somit unsterblich werden (Kumar et al. 2015a). Sie haben ein unlimitiertes
replikatorisches Potential, was ihnen einen Vorteil verschafft. Normale Zellen werden
nach 60-70 Teilungen seneszent und kdnnen sich nicht mehr teilen (Kumar et al. 2015a).
Passiert das nicht, treten sie in die sog. mitotische Krise ein, die vermutlich durch eine

progressive Kurzung von Telomeren (DNA-Sequenzen am Ende der Chromosomen)
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eingeleitet wird. Telomerasen verlangern Telomere und sind in Stammzellen und 85-95%

der existierenden Tumore enthalten (Kumar et al. 2015a).

Die Vaskularisierung des Tumorgewebes ist essentiell fir sein Wachstum. Ohne
Gefaldversorgung konnen keine Nahrstoffe und Sauerstoff zu den Zellen gebracht und der
metabolische Abfall wegtransportiert werden (Kumar et al. 2015a). Die Angiogenese wird
durch ein Gleichgewicht von pro- und antiangiogenetischen Faktoren gesteuert (Kumar et
al. 2015a). Z. B. stimuliert Hypoxie die Transkription des proangiogenetischen Faktors
vascular endothelial growth factor (VEGF). Zum anderen induziert p53 als
Tumorsuppressor die Synthese von angiogenetischen Inhibitoren wie Thrombospondin-1
(Kumar et al. 2015a).

Ein wichtiges Kennzeichen der Malignitat ist die Invasion und Metastasierung einer
Tumorzelle. Die Metastasierung ist ein hochkomplexer Prozess, in den viele Rezeptoren
und Signalproteine involviert sind (Kumar et al. 2015a). Er 1auft in vier Schritten ab: 1.) Die
Tumorzelle verliert den Kontakt zu anderen Tumorzellen, 2.) die Tumorzelle dringt durch
die Basalmembran und das Bindegewebe in das Gefal3- oder Lymphsystem ein, 3.) die
Tumorzelle heftet sich an neue Bestandteile der extrazellularen Matrix und 4.) migriert
schliefllich in das umgebende Gewebe und vervielfaltigt sich zu einem neuen Tumor
(Kumar et al. 2015a). Um das Gefaldsystem wieder zu verlassen, muss es zu einer
Adhasion der Tumorzellen an das Endothelium kommen. Daran beteiligt sind
verschiedene Adhasionsmolekile (Kumar et al. 2015a). Von besonderem Interesse ist
das Adhasionsmolekul CD44, welches in normalen T-Lymphozyten zur Migration genutzt
wird. Dies geschieht, indem CD44 eine Verbindung mit dem auf vaskularem Endothel
befindlichen Hyaluron eingeht. Solide Tumoren exprimieren haufig CD44 und verstarken
dadurch vermutlich ihre Ausbreitung (Kumar et al. 2015a). In dieser Arbeit wurde das
Expressionsprofi des  Adhasionsmolekils CD44 in  humanen  peripheren

Nervenscheidentumoren untersucht.

Als letztes Kennzeichen steht die Fahigkeit von Tumorzellen dem Immunsystem
auszuweichen (Kumar et al. 2015a). Tumorzellen kdnnen von dem koérpereigenen
Immunsystem erkannt und zerstoért werden (Kumar et al. 2015a). Die Mechanismen, mit
denen Tumorzellen dem Immunsystem ausweichen sind noch nicht vollstandig
entschlisselt (Kumar et al. 2015a). Mdgliche Mechanismen sind eine selektive Produktion
von Antigen-negativen Zellvarianten, der Verlust oder die reduzierte Expression von
Histokompatibilitdtsantigenen oder die Produktion von immunsupprimierenden Faktoren
(z. B. TGF-B, PD-1 Ligand) durch die Tumorzellen (Kumar et al. 2015a).
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Die acht oben beschriebenen Kennzeichen der Tumorentstehung werden durch eine
genomische Instabilitat und eine tumorbedingte Entzindung unterstutzt (Kumar et al.
2015a).

Im Folgenden, wird auf in dieser Arbeit untersuchte Immunmarker eingegangen, die in
Tumorzellen die Proliferation (ErbB-2, ErbB-3, NRG1, mTor, Rho, MEK1/2, Pax7, Sox9)

und Metastasierung (CD44) forcieren.

2.4.2.2 Proliferationsmarker Ki-67

Das Ki-67-Protein ist ausschlieBlich in proliferierenden Kérperzellen wahrend der G1-,
G2-, S-Phase und Mitose vorhanden (Scholzen und Gerdes 2000). Somit eignet sich ein
Antikorper gegen dieses Protein, um den Anteil von proliferierenden Zellen zu bestimmen
(Scholzen und Gerdes 2000). Aufgrund ihrer Eigenschaft werden Ki-67-Antikdrper
routinemalig als diagnostische Werkzeuge zur Bestimmung des Proliferationsindex bei
vielen verschiedenen Neoplasien eingesetzt (Scholzen und Gerdes 2000). Der Ki-67-
Index, als prozentualer Anteil Ki-67-positiver Kerne an der Gesamtkernzahl, wird bestimmt
(Whitfield et al. 2006). Er korreliert bei vielen Tumoren mit deren klinischem Verlauf und
der Prognose (Scholzen und Gerdes 2000; Whitfield et al. 2006).

Bei humanen peripheren Nervenscheidentumoren korreliert der Ki-67-Index mit der
Malignitat des Tumors (Friedrich et al. 2003).

In der Tiermedizin wird MIB-1 als Antikdrper gegen das Ki-67-Protein eingesetzt und
ebenfalls als prognostischer Faktor in der Tumordiagnostik u. a. von caninen malignen
Lymphomen und caninen Melanomen verwendet (Laprie et al. 2001; Sanchez et al. 2007;
Ponce et al. 2010).

2.4.2.3 Wachstumsfaktorrezeptoren und Neuregulin-1

Bei der Entstehung von Neurofiboromen und hMPNST vermutet man neben dem Verlust
des Tumorsuppressors Neurofiboromin noch weitere Mechanismen, die zur
Tumorprogression beitragen (Krone und Kehrer-Sawatzki 2001). Ein Ansatz sind die

epidermale Wachstumsfaktorrezeptoren und ihre Liganden.

Die Familie der epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren (EGF- oder ErbB-Familie)
besteht aus 4 Mitgliedern: dem epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR/ErbB1),
dem ErbB2 (Her2), ErbB3 (Her3) und ErbB4 (Her4); (Yarden 2001). Alle sind
transmembrandse Rezeptoren, welche durch eine extrazellulare Ligandenbindung Signale
uber eine enzymatische Doméane in das Zellinnere vermitteln (Yarden 2001). Sie bilden

untereinander Homo- oder Heterodimere und aktivieren je nach Dimerpartner
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verschiedene intrazellulére Signalwege (Doherty et al. 2008). Abb. 7 zeigt eine Ubersicht

der vier epidermalen Wachstumsfaktoren, ihrer Dimerpartner und einige ihrer Funktionen.

Ras/Raf
¥
MEK
¥
ERK1/2
¥

[ Zellwachstum und

- - [Zelluberleben] [ Zelldifferenzierung ]
Zellproliferation

Abb. 7: Signalwebe von Wachstumsfaktorrezeptoren, modifiziert nach Doherty et al. (2008)

Die vier Wachstumsfaktorrezeptoren EGFR (blau), ErbB2 (rot), ErbB3 (griin) und ErbB4 (orange) bilden nach
Ligandenbindung (TGFa = Transformierender Wachstumsfaktor; NRG1-4 = Neuregulin-1-4; EGF-Ligand =
Epidermaler Wachstumsfaktor-Ligand) untereinander Heterodimere und aktivieren die nachfolgenden
Signalwege; P = phosphorylierter Tyrosinrest (weist auf aktiven Status hin); Grb2 = Growth factor receptor-
bound protein 2; Ras = Rat sarcoma, kleines G-Protein; Raf = rat fibrosarcoma, Familie von Proteinkinasen;
MEK = Mitogen-aktivierende Proteinkinase Kinase; ERK = extrazellulare-signal-regulierende Kinase; PI3K =
Phosphoinositid-3-Kinase; Akt = Proteinkinase B

Epidermale Wachstumsfaktorrezeptoren werden i. d. R. von benachbarten Zellen parakrin
aktiviert (Kumar et al. 2015a) und haben viele physiologische Funktionen. Unter anderem
sind sie fur das Uberleben, die Proliferation, Migration und Differenzierung von Schwann-
Zellen in der Embryonalentwicklung und der frGhen postnatalen Phase verantwortlich
(Heermann et al. 2011; Chen et al. 2006). Darlber hinaus werden sie bei vielen
Tumorarten auf einem erhéhten Level exprimiert (Earp et al. 2003). Als Liganden der
ErbBs wurden bisher verschiedene epidermale Wachstumsfaktoren und vier Neureguline
beschrieben. Sie werden vor allem wahrend der Entwicklung variabel und zellspezifisch

exprimiert und kénnen einen oder mehrere ErbBs aktivieren (Earp et al. 2003).

In der Tumorentstehung spielen Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren als
Onkoproteine eine wichtige Rolle (Kumar et al. 2015a). Normalerweise werden
Wachstumsfaktoren von benachbarten Zellen sezerniert und wirken parakrin an deren
Nachbarzellen. In einigen Tumoren erlangen Zellen durch Mutation die Fahigkeit
selbststandig die bendtigten Faktoren zu synthetisieren (sog. autocrinen loop); (Kumar et
al. 2015a). Zum anderen kommt es vor, dass Wachstumsrezeptorgene mutieren und

mutierte Wachstumsfaktorrezeptoren bilden. Daraufhin sind die Wachstumsrezeptoren
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durchgangig aktiv und vermitteln proliferative Signale in das Zellinnere (Kumar et al.
2015a).

Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor-2
Der Epidermale Wachstumsfaktorrezeptor-2 (ErbB2) ist ein wichtiger Heterodimerpartner
fur andere Mitglieder der ErbB-Familie (Yarden 2001; Burden und Yarden 1997). Anders
als ErbB1, 3 und 4 bindet ErbB2 nicht direkt an Liganden und braucht die
Zusammenlagerung, sog. Heterodimerisation, mit anderen ErbB-Rezeptoren um aktiviert
zu werden (Earp et al. 2003; Doherty et al. 2008; Reinhard et al. 2009).

ErbB2 wird in 20-25% von Mammakarzinomen stark Uberexprimiert und korreliert dort mit
einer schlechten Prognose (Earp et al. 2003). ErbB2 wird des Weiteren in sich
entwickelnden und adulten Schwann-Zellen exprimiert (Meyer und Birchmeier 1995).
Kommt es wahrend der Embryogenese oder auch sonst zu einer Blockierung des ErbB2,
fuhrt das zu massiven Stérungen in der Entwicklung und der Myelinisierung von Axonen
(Birchmeier 2009; Schulz et al. 2014). Eckert et al. (2009) wiesen den ErbB2 in humanen
MPNST-Zelllinien nach und Stonecypher et al. (2005) in humanen Neurofibromen und
MPNST.

Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor-3
ErbB3 (Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor-3) hat keine Kinaseaktivitat im Zellinneren
und bendtigt daher die Heterodimerisation mit anderen Wachstumsrezeptoren um deren
enzymatische Aktivitdt zu nutzen (Earp et al. 2003). Die praferierte Verbindung geht er mit
ErbB2 ein (Earp et al. 2003). Stonecypher et al. (2005) haben nachgewiesen, dass ErbB3
in Neurofiboromen und MPNST exprimiert wird. Auf Grund der Colokalisation von ErbB3
mit anderen Wachstumsrezeptoren und Neuregulin-1 (NRG1) an der Zellmembran von
Invadopodien in MPNST-Zellkultur vermuten Eckert et al. (2009) einen Beitrag zur
Tumorinvasion durch den ErbB3-NRG1-Signalweg.

Neuregulin-1
Neureguline (NRG) sind Wachstumsfaktoren, die von Axonen gebildet werden (Sherman
et al. 2000). Es wurden bisher vier Mitglieder identifiziert, von denen drei
membrangebunden und einer frei im Interzellularraum vorkommt (Birchmeier 2009). Alle
NRG besitzen eine EGF-ahnliche Domane, Uber die sie an Wachstumsfaktorrezeptoren
binden und Signale in das Zellinnere vermitteln (Buonanno und Fischbach 2001;
Birchmeier 2009). Neuregulin-1 (NRG1) ist das am besten untersuchte Mitglied der NRG-
Familie (Birchmeier 2009) und hat viele verschiedene Isoformen, die auf Grund
unterschiedlichen Spleilens entstehen (Reinhard et al. 2009). Die zwei wichtigsten
Isoformen sind NRG1a und NRG1f (Reinhard et al. 2009). Bisher geht man davon aus,
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dass NRG1 vorrangig an die Heterodimere ErbB3/2 und ErbB4/2 bindet (Massa et al.
2006).

Die NRG1-Familie ist wichtig fur die Entwicklung des peripheren und zentralen
Nervensystems (Reinhard et al. 2009). Sie unterstiitzt das Uberleben, die Proliferation
und Migration von sich entwickelnden Schwann-Zellen in der Embryogenese und friihen
postnatalen Phase (Sherman et al. 2000; Corfas et al. 2004) und ist essentiell fir die

Myelinisierung von Axonen (Birchmeier 2009).

Die Rolle von NRG1 fir die Tumorentstehung, im Besonderen von peripheren
Nervenscheidentumoren, ist schon lange ein wichtiger Bestandteil der Forschung. Die
Funktion von NRG1 in der Schwann-Zell-Entwicklung wurde bisher in vielen in vitro-
Studien belegt (Meyer und Birchmeier 1995; Riethmacher et al. 1997; Lin et al. 2000).
Daraus ergab sich die Hypothese, dass NRG1 auch bei der Entstehung von peripheren
Nervenscheidentumoren wichtige Aufgaben Ubernimmt (Carroll und Stonecypher 2005;
Eckert et al. 2009; Schulz et al. 2014). Schulz et al. (2014) zeigten in ihrer Studie zur
Neurofibromatose Typ 2 (NF2) anhand von NF2-Knockoutmausen und Suralnerven von
NF2-Patienten, dass es zu einer NRG1-Reduktion im neuronalen Kompartiment und
einem Anstieg des ErbB2 kommt. Stonecypher et al. (2005) wiesen phosphorylierte
NRG1-Isoformen in Kombination mit ErbBs in Proben von humanen Neurofibromen,
MPNST und humanen MPNST-Zelllinien nach. In Zellkultur konnte man des Weiteren
durch Inhibition der ErbBs auch eine Verminderung der Phosphorylierung erreichen
(Stonecypher et al. 2005). Zusatzlich wiesen Carroll et al. (2005) in vitro und in vivo im
Mausmodell nach, dass NRG1 und ErbBs das MPNST- und Neurofibromwachstum
unterstitzen. Eckert et al. (2009) wiesen immunhistologisch ebenfalls NRG1, ErbB3 und 4
in humanen MPNST nach. Weiterhin wurde in dieser Studie gezeigt, dass NRG1[3 die
Migration von MPNST-Zellen aus Zellkultur unterstttzt (Eckert et al. 2009).

Die genannten Studien haben die Expression und Funktionen von Wachstumsrezeptoren
und deren Faktoren bisher vor allem an MPNST-Zelllinien und im Mausmodell untersucht.
Als Weiterfuhrung sollte in der vorliegenden Arbeit die Expression der genannten

Wachstumsrezeptoren und Faktoren an humanen PNST-Proben untersucht werden.

In der Tiermedizin wurde NRG1 als cardioprotektiver Wachstumsfaktor (Doggen et al.
2009) und als proapoptotischer Faktor in Spindelzelltumoren der Gesaugeleiste beim
Hund beschrieben (Krol et al. 2009). Nach unserem Wissen wurde die Expression von
Neuregulin-1 bisher noch nicht an caninen peripheren Nervenscheidentumoren getestet.

Dies sollte in dieser Studie nachgeholt werden.
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2.4.2.4 CD44

CD44 ist ein Zelloberflachen-Glykoprotein, das mit vielen extrazellularen Komponenten
interagiert. Es gehort zur Gruppe der Zelladhasionsmolekule, findet sich auf vielen Zellen
(Riddle et al. 2010; Hagel et al. 2012) und hat mehrere Isoformen, die durch
verschiedenes RNA-Spleil’en zustande kommen. Es Ubernimmt wichtige Aufgaben in der
Zell-Zell-Adhasion und kann die Aktivierung von Wachstumsrezeptoren verstarken (Riddle
et al. 2010). Studien haben gezeigt, dass CD44 eine wichtige Rolle beim Wachstum, der
Zellinvasion und dem metastatischen Verhalten von Neoplasien Ubernimmt (Su et al.
2003; Wiranowska et al. 2006; Riddle et al. 2010; Hagel et al. 2012). CD44 geht eine
Verbindung mit Hyaluronsaure ein (Hagel et al. 2012), die sich u. a. auf vaskularen
Endothelien befindet und unterstitzt so die Migration von Tumorzellen aus dem
Gefallsystem in die extrazellulare Matrix (Kumar et al. 2015a). Darlber hinaus wurde die
Wichtigkeit von CD44 fur die Bindung von Neuregulinen an die Heterodimerere ErbB2/3 in
Schwann-Zellkultur nachgewiesen (Sherman et al. 2000). Ein reduzierter CD44-Spiegel
fuhrte zu einer verminderten Singalantwort von Neuregulinen ber ErbB2/3 in Schwann-
Zellen von Ratten (Sherman et al. 2000). Somit kdnnte eine vermehrte Expression von

CD44 in Tumoren die Aktivierung von Wachstumsrezeptor-Signalwegen unterstitzen.

Riddel et al. (2010) haben die Expression von CD44 in gut- und bdsartigen Neoplasien bei
Neurofibromatose Typ 1 untersucht. Es zeigte sich, dass CD44 nicht mit dem
Malignitatsgrad der Tumore korrelierte, allerdings auf eine invasive und infiltrative Aktivitat
der Neoplasien hinweist. Zellen weniger gut umschriebener Neurofibrome und invasiven
MPNST zeigten eine diffuse CD44-Expression (Riddle et al. 2010).

2.4.2.5 Neurofibromin-Signalweg

Bei der Neurofibromatose Typ 1 ist das NF1-Gen mutiert, sodass dessen Genprodukt
Neurofibromin nicht mehr produziert wird (Ruggieri 1999). Neurofibromin ist ein
Negativregulator der kleinen GTPase Ras und damit ein Tumorsuppressor (Gutmann
1998). Ras unterstitzt Uber verschiedene Signalkaskaden die Zellproliferation, das
Zelliberleben und die Umgestaltung des Zytoskeletts (Carroll 2012). Es wird durch GEFs
aktiviert (GTP-gebunden) und durch GAPs inaktiviert (GDP-gebunden); (Krone und
Kehrer-Sawatzki 2001). Neurofibromin besitzt eine homologe Doméane mit GAP und
unterstitzt somit die Inaktivierung von Ras (McClatchey 2007). Bei der NF1 ist die Bildung
von Neurofibromin gestort, sodass weniger Neurofibromin zum Inaktivieren von Ras
vorhanden ist. Daher gibt es mehr aktiviertes Ras, was seinerseits eine vermehrte
Aktivierung der nachfolgenden Signalkaskade bewirkt (Basu et al. 1992; DeClue et al.
1992). Diese Mechanismen und die Ras-nachfolgenden Signalwege sind in Abb. 8 als

Graphik dargestellt.
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Abb. 8: Neurofibromin-Signalweg, modifiziert nach Dobashi et al. (2009), Gottfried et al. (2010),
Barkan et al. (2011), Berridge (2012)

Die kleine GTPase Ras (rot unterlegt) unterstiitzt iber verschiedene Signalkaskaden die Zellproliferation, das
Zelliberleben und die Umgestaltung des Zytoskeletts. mTor, Rho und MEK (rot umrandet) sind zentrale
Proteine der verschiedenen Signalwege. Neurofibromin (blau unterlegt), das Genprodukt, das bei NF1 mutiert
ist, unterstitzt die Inaktivierung von Ras. Ist es mutiert, flhrt dies dazu, dass mehr aktives Ras vorhanden ist.
Akt = Proteinkinase B; ERK1/2 = extrazellulare-signal-regulierende Kinase; LIMK2 = LIM domain kinase 2,
MEK1/2 = Mitogen-aktivated Protein Kinase; mTor = mammalian target of Rapamycin; p70S6K = Ribosomale
p70S6 Kinase; PI3K = Phosphoinositid-3-Kinase; Rac = G-Protein; Raf = Proteinkinase; Rho = Ras
homologue; Rock = Rho associated protein kinase; TSC1/2 = Tuberous sclerois proteins 1/2

mTor
mTor (mammalian Target of Rapamycin) ist ein Enzym, das ein Bestandteil des Ras-
PI3K-Akt-TSC1/2-mTor-p70S6K-Signalweges ist (Jessen et al. 2013). Es unterstitzt u. a.
die Proliferation, Invasion, Motilitdt und den Metabolismus von Zellen (Hsieh et al. 2012).
AulRerdem kann mTor Uber p70S6K die Ribosomen-Biogenese und die Transkription

regulieren (Rosner et al. 2008).

Die Inhibition von mTor wurde in diversen MPNST-Zelllinien (Dasgupta et al. 2005;
Johannessen et al. 2005; Endo et al. 2013) und MPNST-Mausmodellen (Johannessen et
al. 2008) getestet. Dabei hat sich gezeigt, dass es in der Folge zu einer verminderten
Proliferation der Zellen bzw. einem verminderten Wachstum der Tumore kommt (Carroll
2012). Daher vermutet man, dass mTor eine wichtige Rolle in der Entstehung und dem
Wachstum von MPNST spielt.
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Rho
Rho (Ras homologue) gehort wie Ras zur Familie der kleinen GTPasen und ist GTP-
gebunden aktiv und GDP-gebunden inaktiv (Berridge 2012). Rho ist Teil des Ras-Rac-
Rho-Rock-LIMK2-Cofilin-Signalweges, der vor allem am Umbau und der Reorganisation
des Zytoskeletts beteiligt ist (Vallée et al. 2012). Diese Mechanismen werden bei vielen
zellularen Ereignissen wie der Zellbewegung, Zelladhasion und Zellteilung bendtigt
(Ozawa et al. 2005). Ozawa et al. (2005) zeigten in einer Studie, dass es in
Neurofibromin-defizienten Zellen zu einer Aktivierung des Rho-Rock-LIMK2-Cofilin-
Signalweges und daraufhin zu einer vermehrten Motilitdt, Invasion und Bildung von
Zellaggregaten der Zellen in Zellkultur kam. Diese Vorgange sind fur die
Tumorentstehung essentiell. Weiterhin hat die Studie gezeigt, dass Neurofibromin auch in

die Regulation der Zytoskeletts involviert ist (Ozawa et al. 2005).

MEK1/2
MEK1 und MEK2 sind Teil des MAPK (Mitogen-activated Protein Kinase)-Signalweges:
Ras-Raf-MEK1/2-ERK1/2. MEK1/2 sind Proteinkinasen, die durch die Raf-Familie
phosphoryliert und somit aktiviert werden (Ambrosini et al. 2008). Die phosphorylierten p-
MEK1/2 phosphorylieren wiederum Serin- bzw. Threoninreste anderer Proteine (Berridge
2012) und regulieren somit verschiedene Zellfunktionen wie Gentranskription,
Zellproliferation und Zellmotilitat (Berridge 2012). Zusatzlich unterstitzt der MAPK-
Signalweg die Proliferation und Differenzierung von neuronalem Gewebe wahrend der

Embryonalentwicklung (Furthauer et al. 2002; Corson et al. 2003).

Studien haben gezeigt, dass der MAPK-Signalweg in verschiedenen Sarkomen (Santen
et al. 2002; Tomita et al. 2006; Dobashi et al. 2007) und in MPNST (Zou et al. 2009)
uberaktiviert ist. Daher wird vermutet, dass dieser Signalweg die Proliferation in Tumoren
unterstitzt. Ambrosini et al. (2008) wiesen in Zellkultur nach, dass die Inhibition des

MAPK-Signalweges in MPNST-Zellen zu einer Reduktion des Zellwachstums fuhrt.

2.4.2.6 Transkriptionsfaktoren

Transkriptions- und Entwicklungsfaktoren sind in der Embryogenese fur die Regulierung
der Neuralleistenzellen verantwortlich (Pytel et al. 2010). Diese sind proliferativ,
migratorisch aktiv, invasiv und leisten einen Betrag zur Bildung von diversen Geweben
und Zellen wie z. B. den Schwann-Zellen (Jessen und Mirsky 2005).
Entwicklungsfaktoren, welche die normale Embryonalentwicklung regulieren, spielen
haufig auch eine Rolle in der Biologie von Tumoren. Sie agieren als
Transkriptionsfaktoren im Nukleus und transkribieren Proto-Onkogene, die u. a. das
Wachstum des Tumors forcieren (Kumar et al. 2015a). Diese Theorie wurde beim

Medulloblastom (Morotti et al. 2006), Rhabdomyosarkom (Goding 2000) und Melanom
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(Marino 2005) bestatigt. Bei Nervenscheidentumoren ist die Bedeutung von

Entwicklungsfaktoren bisher noch wenig untersucht (Pytel et al. 2010).

Pax7
Pax7 ist ein Transkriptionsfaktor, gehért zur Gruppe der Pax (Paired box)-Proteine
(Thompson et al. 2004) und reguliert wahrend der Embryonalentwicklung viele Prozesse.
Unter anderem ist Pax7 an der Entstehung der dorsalen Polaritdt des Neuralrohrs, der
Bildung der Nuclei im Hirnstamm (Thompson et al. 2004) und der Entwicklung der

Skelettmuskulatur (Buckingham und Relaix 2007) beteiligt.

Gershon et al. (2005) und Pytel et al. (2010) haben gezeigt, dass die Pax7-Expression mit
der malignen Transformation von Neurofiboromen korreliert. Beide konnten via
Immuncytochemie bzw. Immunhistochemie nachweisen, dass Pax7 ausschlieflich in
MPNST und nicht in Neurofibromen oder Schwannomen exprimiert wird (Gershon et al.
2005; Pytel et al. 2010).

Sox9
Sox9 ist ein Transkriptionsfaktor, der zur SoxE-Gruppe der Sox-Gene gehort (Sry-related
HMG Box). Sox-Faktoren sind Transkriptionsfaktoren, die Uber ihre DNA
Bindungsdomane, die HMG-box (High Mobility Group), charakterisiert werden (Bowles et
al. 2000).

Sox9 Ubernimmt multiple Funktionen in der Entwicklung verschiedener Organe, wie der
Entwicklung des Hodens (Kobayashi et al. 2005), des Pankreas (Seymour et al. 2007)
und des Knorpels (Zhao et al. 1997). Studien haben aufl’erdem die zentrale Rolle von

Sox9 in der Entwicklung der Neuralleiste aufgezeigt (Cheung und Briscoe 2003).

Verschiedene Studien haben belegt, dass Sox9 in Schwann-Zell-Tumoren exprimiert wird
(Miller et al. 2006; Pytel et al. 2010; Carbonnelle-Puscian et al. 2011). Miller et al. (2006)
und Carbonelle-Puscian et al. (2011) haben nachgewiesen, dass Sox9 auf RNA- und
Proteinniveau signifikant starker in MPNST exprimiert wird als in Neurofiboromen. Somit
wurde eine Korrelation der Sox9-Expression mit dem Histologietyp postuliert
(Carbonnelle-Puscian et al. 2011). In der Studie von Pytel et al. (2010) zeigten sich keine
Unterschiede zwischen Neurofiboromen und MPNST in der Expression von Sox9.
Allerdings wiesen in dieser Studie Schwannome im Vergleich zu Neurofibromen und
MPNST eine hdhere Expression von Sox9 auf (Pytel et al. 2010).

2.4.3 Differenzierungsmarker caniner PNST
In der Literatur werden verschiedene Immunmarker flr die Diagnose von caninen

peripheren Nervenscheidentumoren diskutiert (Chijiwa et al. 2004; Tovar et al. 2011;
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Suzuki et al. 2013). Im Folgenden werden die vier Vvielversprechendsten

Differenzierungsmarker beschrieben.

2.4.3.1 Periaxin

Periaxin ist ein Protein (147 kDa), das bei allen Spezies ausschlieRlich im peripheren
Nervensystem vorkommt (Gillespie et al. 1994). Es gibt zwei Isoformen: L- und S-Periaxin
(Han und Kursula 2013). L-Periaxin befindet sich an der periaxonalen Plasmamembran
der ersten Lage Myelin, welches von Schwann-Zellen um Axone herum gebildet wird
(Gillespie et al. 1994). S-Periaxin ist gleichmaRig im Schwann-Zell-Zytoplasma und im
Kern verteilt (Han und Kursula 2013). Die Lage von Periaxin in der ersten Myelinschicht
lasst darauf schlieRen, dass es schon in den frihen Phasen der Myelinisierung gebildet
wird und bei diesem Prozess eine wichtige Rolle spielt (Gillespie et al. 1994). Bei der
neuromuskuldren Charcot-Marie-Tooth-Krankheit ist Periaxin mutiert (Han und Kursula
2013). Die Myelinisierung ist dort gestort, und es kommt zu einer Demyelinisierung der
Axone (Auer-Grumbach 2008).

In einer Studie Uber die Devil Facial Tumor Disease (DPTD) des Tasmanischen Teufels,
zeigten die Autoren, dass ein Antikdrper gegen Periaxin ein hoch sensitiver Marker fur
den bei dieser Krankheit charakteristischen Schwann-Zell-Tumor ist (Tovar et al. 2011).
Sie schlugen Periaxin auch als potentiellen Marker flr andere Schwann-Zell-Neoplasien

vor (Tovar et al. 2011).

2.4.3.2 a-Smooth Muscle Actin

Das a-2-Aktin oder a-smooth muscle actin (a-SMA) gehdrt zur Gruppe der Aktine, die ein
wichtiger Bestandteil des Zytoskeletts sind (Miettinen 2014). Sie wahren als
Aktinfilamente die Stabilitdt der Zellen und sind fur ihre Motilitdt essentiell. a-smooth
muscle actin kommt in Zellen der glatten Muskulatur und in ihnen verwandten Zellen wie
Perizyten oder Myofibroblasten vor (Miettinen 2014). a-SMA wird als Marker flir Tumore
der glatten Muskulatur, myofibroblastische Tumore und andere verwandte Neoplasien
eingesetzt (Perez-Montiel et al. 2006; Miettinen 2014).

Beim Hund wird a-SMA in Rhabdomyosarkomen, Leiomyomen, Leiomyosarkomen und
Myoepitheliomen exprimiert (Jakab et al. 2012). Suzuki et al. (2013) wiesen die
Expression von a-SMA im Perineurium von Hundenerven und in glatten Muskelzellen der
GefaBwande nach (Suzuki et al. 2013). Chjiwa et al. (2004) zeigten, dass 80% der
untersuchten caninen Hamangioperizytome (cHP) und keine cPNST positiv fir a-SMA
waren. Eine Unterscheidung dieser beiden Entitaten scheint Uber diesen Marker moglich
(Chijiwa et al. 2004).
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2.4.3.3 Saures Gliafaserprotein

Das saure Gliafaserprotein (GFAP = glial fibrillary acidic protein) ist ein Hauptbestandteil
der Intermediarfilamente in Gliazellen (u. a. Astrozyten, Schwann-Zellen); (Jessen et al.
1984). Es wird als Marker zur Diagnose von glialen Tumoren im ZNS eingesetzt (Bonnin
und Rubinstein 1984).

In humanen PNST wird GFAP vorrangig in Schwannomen exprimiert (Gaitero et al. 2008).
Untersuchte Neurofiborome zeigen eine Expression von 11-40%, MPNST 7% und
Schwannome von 33-38% (Kawahara et al. 1988; Gray et al. 1989).

Die Expression von GFAP in caninen peripheren Nervenscheidentumoren wurde in
diversen Studien belegt (Sawamoto et al. 1999; Chijiwa et al. 2004; Sugiyama et al. 2008;
Bergmann et al. 2009; Volmer et al. 2010). Chijiwa et al. (2004) zeigten, dass auch beim
Hund die Expression von GFAP in benignen PNST hoher (67%) als in cMPNST (18%) ist
(Chijiwa et al. 2004).

2.4.3.4 Nervenwachstumsfaktorrezeptor

Der Nervenwachstumsfaktorrezeptor (NGFR = nerve growth factor receptor oder
p75NTR) ist ein Transmembranprotein, welches verschiedene Mitglieder der
Neurotrophinfamilie bindet, unter anderem den Nervenwachstumsfaktor (Chen et al.
2009). Die Signaltransduktion des NGFR ist extrem variabel und von vielen Faktoren
abhangig. Er nimmt u. a. Einfluss auf das Zelluberleben, die Apoptose, das Ubermallige
Wachstum von Neuriten und die Myelinisierung von Axonen (Tomellini et al. 2014). Der
NGFR wird im Perineurium von humanen Nerven und in 73% der humanen peripheren
Nervenscheidentumoren exprimiert (Perosio und Brooks 1988; Hoshi et al. 1994). Auch in
peripheren Nervenscheidentumoren des Hundes lasst sich der NGFR nachweisen
(Chijiwa et al. 2004). Chijiwa et al (2004) zeigen in ihrer Studie, dass 70% der cPNST und
nur ein canines Hamangioperizytom (20%) positiv fur NGFR waren. Somit kdnnte NGFR
hilfreich sein um cPNST von anderen Spindelzelltumoren zu differenzieren (Chijiwa et al.
2004).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Patientenkollektiv — Menschen

Die humanen Tumorproben wurden aus dem Archiv des Instituts fir Neuropathologie des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE) entnommen. Insgesamt wurden 520
Proben untersucht. Davon waren 136 dermale, 123 diffuse, 113 plexiform-diffuse, 126
plexiforme Neurofibrome und 22 maligne periphere Nervenscheidentumore. Diese
Einteilung wurde von zwei Neuropathologen anhand von 8 Standardfarbungen
(Hamatoxylin-Eosin (H.E.), Periodic acid-Schiff reaction (PAS), Elastika-van-Gieson,
Turnbull-Blau, S100-Protein, Epitheliales Mambranantigen (EMA), Neurofilament, Ki-67-
Protein) vorgenommen. 228 Proben stammten von Mannern und 283 von Frauen, zu 9

Proben lagen keine Angaben zum Geschlecht vor.

Alle Patienten erflllten die NIH-Kriterien fir Neurofiboromatose Typ 1 (Tabelle 1, Seite 6).
Die Gewebeproben wurden in der Zeit von 1981 bis 2012 in der Klinik fir Mund-, Kiefer-
und Gesichtschirurgie des UKE entnommen, in Formaldehyd fixiert und routinemafig in
Paraffin eingebettet. Die daraus entstanden Blécke wurden im Archiv der Neuropathologie

gelagert.

Von jedem Paraffinblock wurde zu Beginn dieser Forschungsarbeit ein Histologieschnitt
erstellt und manuell mit der Hdmatoxylin-Eosin-Standardfarbung (3.2.4) gefarbt. Danach
wurden alle Schnitte von Professor Christian Hagel und der Autorin der Studie
durchgemustert und nach den erstellten Kriterien (4.2.1) in Subgruppen unterteilt. Auf
jedem Objekttrager wurden charakteristische Tumoranteile mit einem Stift markiert.
Daraufhin wurden in dem Institut fir Pathologie des UKE elf Tissue-Microarrays (TMA) mit
bis zu 148 Stanzen je Block hergestellt. Dabei wurden je Tumor zwei Stanzen
entnommen. Von den TMAs wurden Schnitte erstellt, die immunhistochemisch im Institut
der Neuropathologie des UKE mit dem Farbeautomaten ,Ventana benchmark xt“ (3.2.5)

gefarbt wurden.
Die Rohdaten zu den humanen Proben sind im Anhang unter 13.6 aufgefihrt.

3.1.2 Patientenkollektiv — Hunde

Die caninen Tumorproben stammen aus dem Archiv des Instituts fur Veterinar-Pathologie
der Justus-Liebig-Universitat (JLU) in GieRen. 75 Proben wurden mithilfe eines Suchfilters
aus dem Programm easy Vet (IFS Informationssysteme GmbH, Hannover) ausgewahit.

Die Differentialdiagnose oder Diagnose lautete ,peripherer Nervenscheidentumor®. Die
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Proben stammen aus den Jahren 2009 bis Frihjahr 2014. Auch diese Gewebeproben
wurden routinemafig in Formaldehyd fixiert und in Paraffinblécken eingebettet im Archiv
gelagert. Von jedem Block wurden funfzehn Schnitte angefertigt, von denen je einer in
einem Hamatoxylin-Eosin-Farbeautomaten in GielRen (3.2.4) gefarbt wurde. Der Rest der
Schnitte wurde immunhistochemisch im Institut der Neuropathologie des UKE mit dem

Farbeautomaten ,Ventana benchmark xt“ (3.2.5) gefarbt.

Die Rohdaten zu den caninen Proben sind im Anhang unter 13.5 aufgeflhrt.
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