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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Gliazellen

Astrozytome entstehen durch die maligne Entartung von Astrozyten und
gehdren zur heterogenen Gruppe der Gliome. Unter dem Begriff Gliom werden
Tumoren zusammengefasst, die sich von den Gliazellen des zentralen
Nervensystems (ZNS) ableiten. Das Gliagewebe nimmt neben Stitz- und
Haltefunktion verschiedene komplexe Funktionen im menschlichen Gehirn und
Rickenmark wahr. Neben den Astrozyten werden Oligodendrozyten,
Ependymzellen und die Mikroglia zu den Gliazellen gezahlt.

Astrozyten exprimieren als Intermediarfilament das saure Gliafaserprotein
(GFAP). In ihren Zellmembranen besitzen sie lonenkanéale und Rezeptoren flr
Neurotransmitter und andere Signalmolekile und kénnen auf diese Weise
Signale untereinander und mit Neuronen austauschen. Sie kénnen Neuronen
sowohl erregen als auch inhibieren und haben die F&higkeit die synaptische
Ubertragung zu modulieren (Araque et al., 2001, Fields und Stevens-Graham,
2002, Hatton, 2002). In der Entwicklung des Gehirns spielen sie eine wichtige
Rolle. Sie beeinflussen das Wachstum von Axonen und Dendriten und
unterstitzen die Migration und Differenzierung von Neuronen (Chamak et al.,
1987, Zheng et al., 1996, Anton et al., 1997, Cameron et al., 1997, Dijkstra et
al., 1999). Astrozyten greifen in die Homdostase der zerebralen Blutzirkulation
ein und sind an der Bildung der Blut-Hirn-Schranke beteiligt (Harder et al.,
2002, Gordon et al., 2007).

Oligodendrozyten bilden das Pendant zu den Schwann’schen Zellen des
peripheren Nervensystems (PNS) und bilden Myelinscheiden aus, die die
Axone der Neuronen isolieren und die saltatorische Erregungsleitung
ermoglichen. Ependymzellen kleiden die Ventrikel aus (Hirano und Matsui,
1975) und Mikrogliazellen, die am wahrscheinlichsten aus der Reihe der
Monozyten hervorgehen, sind fiir die immunologische Uberwachung des ZNS
zustandig (Kreutzberg, 1996).
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1.2 Epidemiologie von Astrozytomen

Primare intrakranielle Neoplasien machen nur etwa 2% aller malignen Tumoren
des Menschen aus. Dennoch spielen sie klinisch eine wichtige Rolle, da sie
prinzipiell in jedem Lebensalter auftreten kbnnen und bei den péadiatrischen
Neoplasien nach der Gruppe der Leukamien an zweiter Stelle stehen (Ries et
al., 1999).

Gliome sind nach einem 2005 verdffentlichten Bericht des Central Brain Tumor
Registry of the United States (CBTRUS), der Daten aus den Jahren 1998 bis
2002 umfasst, fur 40% aller primaren Tumoren des zentralen Nervensystems
verantwortlich. Betrachtet man nur die malignen Tumoren, betragt der Anteil der
Gliome 78%. Unter den Tumoren neuroepithelialen Ursprungs ragen
Astrozytome, deren maligneste Subform die Glioblastome darstellen, mit einem
Anteil von 75% heraus.

Die Inzidenz der Astrozytome wird mit 5-7/100000 Einwohnern angegeben,
wobei Unterschiede je nach Region, Herkunft und Geschlecht zu beachten sind.
So ist in Westeuropa, den USA oder Australien ihre Inzidenz héher als in Afrika
oder Asien. Ebenso ist eine hdhere Inzidenz bei Kaukasiern im Vergleich zu
Asiaten oder Afrikanern festzustellen. Beim Vergleich der Geschlechter
dominieren die Manner mit einem Auftreten von ungefahr 3:2 (McLendon et al.,
1985, Velema et al., 1987, Shugg et al., 1994, Davis et al., 1999, Kleihues und
Cavenee, 2000).

1.3 Hinweise auf die Atiologie von Astrozytomen

Die Atiologie von Astrozytomen ist bis heute weitestgehend unbekannt. Es gibt
eine Vielzahl von epidemiologischen Studien Uber unterschiedliche exogene
und endogene Ursachen. Zumeist scheitern die Aussagen jedoch an der
statistischen Signifikanz oder sind inkonsistent.

Eine Auswahl der zur Diskussion stehenden Risikofaktoren umfasst:
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1. Therapeutische Bestrahlung:

Die therapeutische Bestrahlung gilt als eine der wenigen etablierten Ursachen
for die Entstehung fir Gehirntumoren (Wrensch et al., 2002). Insbesondere fir
Kinder sind die Daten Uberzeugend. Sowohl Patienten dieser Altersgruppe, die
in Israel auf Grund von Tinea capitis therapeutisch bestrahlt wurden (Shore et
al., 1976, Ron et al., 1988), als auch Kinder mit akuter lymphatischer Leukamie,
die sich einer Strahlentherapie unterziehen mussten, leiden vermehrt unter
Astrozytomen und Glioblastomen (Neglia et al., 1991, Walter et al., 1998). Auch
die Bestrahlung von Hypophysenadenomen und anderen intrakraniellen
Tumoren ist mit einem erh6hten Risiko an astrozytaren Tumoren zu erkranken
assoziiert (Brada et al., 1992, Tsang et al., 1993, Little et al., 1998).

2. Elektromagnetische Felder:

Der kanzerogene Einfluss elektromagnetischer Felder auf ZNS-Gewebe sowohl
am Arbeitsplatz als auch im Haushalt wird in neueren Studien nicht bestatigt
(Klaeboe et al., 2005, Kleinerman et al., 2005, Karipidis et al., 2007), wahrend
eine altere Studie einen Zusammenhang vermutet (Wertheimer und Leeper,
1987).

Spekulationen Uber die Rolle von Mobiltelefonen haben in letzter Zeit Aufsehen
erregt. Eine schwedische Arbeitsgruppe postuliert in mehreren Studien ein
erhdhtes Risiko, vor allem bei langjahrigem Gebrauch (Hardell et al., 2007) und
findet bei letzterer Hypothese Unterstlitzung von einer deutschen Arbeitsgruppe
(Schiiz et al., 2006). Jedoch wird in vielen anderen Publikationen kein erhdhtes
Risiko festgestellt (Christensen et al., 2005, Hepworth et al., 2006, Muscat et
al., 2006, Klaeboe et al., 2007). Es besteht ein genereller Konsens, dass die
Langzeitfolgen des Gebrauchs von Mobiltelefonen noch nicht abzusehen sind

und weiter untersucht werden missen.

3. Erbliche Tumorsyndrome und familidres Risiko:
Die Gruppe der Phakomatosen ist zwar nur fir 1 - 5% der hirneigenen Tumoren
verantwortlich zu machen (Narod et al., 1991, Malmer et al., 2001), aber als

endogene Ursache akzeptiert. Diese familiaren Tumorsyndrome, einhergehend
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mit typischen Hautveranderungen, werden autosomal-dominant vererbt. lhre
Tumoren sind zumeist sehr spezifisch und lassen auf das zu Grunde liegende
Syndrom schlieBen. Erwahnenswert ist das Optikusgliom bei Neurofibromatose
Typ | (von Deimling und Perry, 2007) oder das subependymale
Riesenzellastrozytom bei Tuberéser Sklerose (Lopes et al., 2007). Auch
Keimbahnmutationen des Tumorsuppressorgens p53 (TP53) im Rahmen des
Li-Fraumeni Syndroms sind neben dem gehauften Auftreten anderer Tumoren
wie  Weichteil- und Knochensarkomen, = Mammakarzinomen  sowie
Nebennierenrindenkarzinomen mit Astrozytomen vergesellschaftet (Ohgaki et
al., 2007). Erwahnenswert ist Uberdies das Turcot Syndrom Typ |, welches
durch das gehaufte Auftreten von Kolonkarzinomen und Astrozytomen
charakterisiert und mit dem hereditdren non-polypdsen Kolonkarzinom
assoziiert ist. Hierbei handelt es sich vor allem um Mutationen der Mismatch-
Reparatur-Gene hMLH1 und hPMS1.

Um von einem geh&uften Auftreten von Gehirntumoren bei nahen Verwandten

sprechen zu kénnen, ist die Datenlage noch zu unklar.

4. Immunologie:

Fir die Gruppe der Atopiker und Patienten mit Autoimmunerkrankungen wird
ein erniedrigtes Risiko postuliert (Schlehofer et al., 1999, Wiemels et al., 2002).
Dies koénnte darauf hinweisen, dass Menschen mit einem ,hyperaktiven®
Immunsystem einen gewissen Schutz vor Gehirntumoren haben.

Vermutungen, dass immungeschwéchte Patienten, wie Infizierte mit dem
humanen Immundefizienzvirus (HIV), vermehrt an ZNS-Tumoren erkranken,
haben sich nur fur ZNS-Lymphome bestétigt (Cotée et al., 1996).

5. Trauma:
Zwar sind Traumata des Schadels ein starker Reiz fir die Proliferation von
Astrozyten, aber Studien kénnen keinen gesicherten Zusammenhang mit der
Entstehung von Astrozytomen belegen (Gurney et al., 1996, Preston-Martin et
al., 1998).
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6. Virusinfektionen:

Es gibt zahlreiche Viren, deren onkogene Wirkung tierexperimentell
nachgewiesen ist. Insbesondere die Gattung der Polyomaviren, die das Simian-
Virus 40 (SV-40), JC-Virus und BK-Virus umfasst, ist in den Mittelpunkt des
Interesses getreten. Die DNA-Viren greifen Uber Komplexierung und
Inaktivierung der Tumorsuppressorproteine p53 und Retinoblastom Protein (Rb)
in den Zellzyklus ein und kbénnen in vitro menschliche Zellen transformieren
(Carbone et al., 1997, Butel und Lednicky, 1999).

Von 6ffentlichem Interesse ist die Kontamination von Polio-Vakzinen mit SV-40,
die zwischen 1955 und 1962 in Nordamerika und Teilen Europas eingesetzt
wurden (Carbone et al., 1997). In 35% der Falle konnte SV-40 in Proben von
Hirntumoren nachgewiesen werden (Carbone et al., 1997, Butel und Lednicky,
1999, Huang et al., 1999), wahrend das normale umgebende Gehirngewebe
nahezu frei von Viruspartikeln war (Martini et al., 1996, Huang et al., 1999). In
der Schweiz, einem Land, welches das Polio-Vakzin angewandt hat, enthielten
25-56% der untersuchten Tumorproben SV-40-Sequenzen. Frei von SV-40-
Partikeln war in derselben Studie hingegen eine Serie von Gehirntumoren in
Finnland, wo dieses Vakzin nicht eingesetzt wurde (Ohgaki et al., 2000).
Jedoch wird aus den Landern, die das kontaminierte Vakzin in Verwendung
hatten, kein signifikanter Anstieg der Inzidenz von Gehirntumoren berichtet
(Carbone et al., 1997) und die Inzidenzraten von Gehirntumoren sind in solchen
Gebieten, die das Vakzin angewandt haben, dhnlich hoch wie in Landern, die

es nicht appliziert haben (Ohgaki et al., 2000)

7. Erndhrung :

Nitratverbindungen haben sich im Tiermodell als Kanzerogene erwiesen. Der
Verzehr von Produkten mit einem hohen Anteil an Nitrat/Nitrit und sekundaren
Aminen, die im Organismus in Nitratverbindungen umgebaut werden, kann das
Risiko far einen ZNS-Tumor erhéhen (Burch et al., 1987, Blowers et al., 1997).
Gepodkeltes Fleisch, aber auch Produkte von gediingten Feldern wie Feldsalat
oder Spinat, enthalten diese Stoffe. Dagegen wird dem Verzehr von Obst- und

Gemusesorten, die reich an Vitamin A, C oder Karotenoiden sind, ein
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protektiver Effekt nachgesagt, da sie die endogene Bildung von
Nitratverbindungen hemmen (Burch et al., 1987, Preston-Martin et al., 1989).
Es gibt auch die Hypothese, dass Oxidanzien, die in zahlreichen
Nahrungsmitteln und im Zigarettenrauch vorkommen, kanzerogen wirken und
Vitamine ihren Schutz durch ihre antioxidativen Eigenschaft vermitteln (Ames et
al., 1993).

1.4 Klassifikation von Astrozytomen

Die histopathologische Gradierung eines Tumors erfolgt nach den Kriterien der
WHO-Klassifikation, die vier Grade umfasst. Neben klassischen Hilfsmitteln wie
Lichtmikroskopie und konventionellen Farbemethoden kommen
immunhistochemische Farbungen bei der Beurteilung des
Differenzierungsgrades der Tumorzellen zum Einsatz. Biologische Merkmale
wie Zell- und Kernpolymorphie, Zelldichte, Mitoserate, Endothelproliferation der
TumorgefaBe und das Vorkommen von Nekrosen sind von entscheidender
Bedeutung bei der Einteilung. Sinn dieser Klassifikation ist die Vorhersage des
mit gewissen morphologischen Mustern assoziierte, biologische Verhalten und
damit der Malignitat des Tumors, woraus im klinischen Dialog Therapieoptionen
abgeleitet werden kénnen. Ferner ist ein Rickschluss auf die Prognose des
Patienten méglich, wobei andere Kriterien wie Alter und Zustand des Patienten
oder die Lokalisation des Tumors miteinbezogen werden mussen. Astrozytome
vom Grad | kénnen prinzipiell chirurgisch kurativ behandelt werden und sind mit
einer guten Prognose assoziiert, wobei die 10-Jahres-Uberlebenrate bei 96%
liegt (Ohgaki und Kleihues, 2005a). Wé&hrend Patienten, die an einem
Astrozytom Grad Il erkrankt sind, noch mit einer mittleren Uberlebensrate von
sechs bis acht Jahren rechnen dirfen, ist die Diagnose eines anaplastischen
Astrozytoms Grad Il oder Glioblastoms WHO-Grad IV mit einer erntchternden
Prognose versehen. Hier liegen die mittleren Uberlebenraten bei weniger als 2
Jahren (Grad lll) bzw. unter einem Jahr (Grad 1V) (Maldaun et al., 2004, Ohgaki
und Kleihues, 2005a, Louis et al., 2007).
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1.4.1 WHO-Grad I: pilozytisches Astrozytom

Charakteristisch fur diesen Tumor ist sein langsames Wachstum, bevorzugt in
den Mittellinienstrukturen des Gehirns, und sein gehauftes Auftreten bei
Kindern und jungen Erwachsenen. Das pilozytische Astrozytom stellt das am
haufigsten vorkommende Gliom bei Kindern dar, wobei 67% der Tumoren im
Cerebellum diagnostiziert werden (Ohgaki und Kleihues, 2005a). Auch der
Hirnstamm (McGirr et al., 1987) und der Nervus opticus (Hoyt und
Baghdassarian, 1969) sind, im Gegensatz zum Rickenmark, nicht selten
betroffen. Dieses ,Gliom des Kindesalter” hat einen Inzidenzgipfel zwischen
dem flnften und neunten Lebensjahr (CBTRUS 2005). Astrozytome WHO-Grad
[I-IV  hingegen treten hauptsdchlich erst im mittleren bis hbheren
Erwachsenenalter auf, wobei diese Neoplasien auch in seltenen Fallen Kinder
befallen und als Differentialdiagnose nicht ausgeschlossen werden dirfen.
Makroskopisch sind pilozytische Astrozytome zumeist scharf umschriebene,
vom gesunden Gewebe gut abgrenzbare Lasionen. Vor allem im Kleinhirn flhrt
eine  mukoide Degeneration des Tumorgewebes zu einer typischen
Zystenbildung (ligren und Stiller, 1987). Histologisch lasst sich oft ein
biphasisches Muster beschreiben, das sich abwechselnd aus faserreichen
Abschnitten parallel angeordneter bipolarer Zellen und mikrozystisch
aufgelockerten  Arealen zusammensetzt. Die in den kompakten
Tumorabschnitten vorkommenden bipolaren Zellen weisen mikroskopisch
haufig ,haarartige” Fortsatze (griech.: pilos = Haar) und von einem eosinophilen
Zytoplasma umgebenen langliche Kerne auf. Auffallig sind in diesen Zellen
auch korkenzieherartige eosinophile Strukturen, die im Zytoplasma lokalisiert
sind und als Rosenthal-Fasern bezeichnet werden. Tumorzellen in den
mikrozystisch aufgelockerten Arealen besitzen einen eher rundlich-ovalen Kern
und kirzere Fortsdtze und beherbergen in ihrem Zytoplasma rundliche,
eosinophile Kérperchen (,eosinophilic granular bodies®).

Eosiniophilic granular bodies und Rosenthal-Fasern kommen jedoch auch bei
reaktiven Astrogliosen am Rande von chronischen Prozessen vor und sind

daher nicht pathognomonisch fir das pilozytische Astrozytom.
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Passend zum biphasischen Muster exprimieren die faserreichen Tumorareale
GFAP, wahrend in mikrozystischen Bereichen diese Expression stark abnimmt.
Typisch fur diesen Tumor ist auch, dass Mitosen, allerdings nur in geringer
Zahl, hyperchromatische oder pleomorphe Kerne, GefaBproliferate und sogar
Nekrosen in Einzelfallen diagnostiziert werden kénnen, ohne - im Gegensatz zu
héhergradigen Gliomen - auf Malignitat eindeutig hinweisend zu sein (Louis et
al., 2007). Lediglich wenn eine erhdhte mitotische Aktivitat in Assoziation mit
GefaBproliferaten und/oder pallisadenférmiger Nekrosen mikroskopisch
festgestellt wird, ist die Diagnose eines malignen pilozytischen Astrozytom
analog WHO-Grad Il gerechtfertigt (Tomlinson et al., 1994). Eine Progression
vom pilozytischen Astrozytom zum sekundaren Glioblastom ist extrem selten
(Louis et al., 2007).

Zytogenetisch kann beim pilozytischen Astrozytom gelegentlich eine Mutation
des NF-1-Gens nachgewiesen werden, welche mit der Neurofibromatose Typ |
assoziiert wird. Ungeféhr 15% der Patienten mit dieser Erbkrankheit entwickeln
ein pilozytisches Astrozytom, insbesondere im Bereich des Nervus opticus
(Lewis et al., 1984, Tada et al., 2003). Eine in hohergradigen Astrozytomen
vorkommende TP53-Mutation ist nicht nachzuweisen (Ohgaki et al., 1993).

1.4.2 WHO-Grad Il: diffuses Astrozytom

Dieser astrozytare Tumor hat sein Inzidenzmaximum zwischen dem 30. und 40.
Lebensjahr, kann aber prinzipiell in jedem Lebensalter vorkommen. Manner
sind etwas haufiger betroffen als Frauen (M:F = 1,18:1). Das diffuse Astrozytom
ist am haufigsten im Frontal- und Temporallappen lokalisiert, gefolgt vom
Hirnstamm und Rickenmark. Im Gegensatz zum pilozytischen Astrozytom ist
das Kleinhirn ein seltener Manifestationsort. Diffuses, infiltratives Wachstum in
benachbarte Strukturen macht eine komplette Resektion unmdglich, begleitet
von einer hohen Rezidivrate. Diese Rezidive neigen haufig zur Progression. Die
mittlere Uberlebensrate liegt bei 6 bis 8 Jahren, allerdings mit erheblicher

individueller Streuung.
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Makroskopisch handelt es sich um einen unscharf abgegrenzten, diffus
aufgetriebenen Tumor mit zum Teil zystischen Formationen. Histopathologisch
lassen sich das am haufigsten vorkommende fibrillare, das gemistozytare und
das seltene protoplasmatische Astrozytom als Varianten unterscheiden. Das
fibrillare Astrozytom weist stark verzweigte, mikrozystisch angeordnete
Tumorzellen mit blassem Zytoplasma auf. Als gemistozytar gilt ein Astrozytom,
wenn mehr als 20% der Tumorzellen aus einem plumpen, eosinophilen
Zellkérper bestehen, dessen Kern exzentrisch hervorsticht (Krouwer et al.,
1991). Kleine degenerierte Astrozyten mit wenigen, feinen Auslaufern werden
der raren protoplasmatischen Variante zugeschrieben. lhnen allen gemein ist
eine maBige Zelldichte und geringe Kernpleomorphie. Mitosefiguren,
GefaBproliferate und Nekrosen sind nicht kompatibel mit der Diagnose eines
diffusen Astrozytoms WHO-Grad Il. Immunhistochemisch exprimiert das diffuse
Astrozytom GFAP (Louis et al., 2007).

Molekulargenetsich weisen tGber 60% der Tumoren eine TP53-Mutation auf, bei
der gemistozytdren Variante ist dieses Tumor-Surpressor-Gen sogar bei Uber
80% der Falle verandert (Okamoto et al., 2004). Letztere neigt auch dazu friiher
als der fibrillare Subtyp zu rezidivieren, und die Progression zum sekundéaren

Glioblastom zu vollziehen (Sténder et al., 2004).

1.4.3 WHO-Grad lll: anaplastisches Astrozytom

Das anaplastische Astrozytom kommt in der Altersgruppe zwischen 30 und 60
Jahren am haufigsten vor. Das mittlere Erkrankungsalter wird in einer Studie mit
46 Jahren angegeben (Ohgaki und Kleihues, 2005a). Manner sind etwas
haufiger betroffen als Frauen (M:F = 1.1:1). Die mittlere Uberlebensrate betrégt
etwa 1,6 Jahre (Ohgaki und Kleihues, 2005a), wobei die Prognose von der
Tendenz zur Progression zum Glioblastom entscheidend abhangt. Jingeres
Erkrankungsalter und eine oligodendrogliale Komponente wirken sich gunstig
auf die Prognose aus.

Makroskopisch fallt wie beim diffusen Astrozytom ein infiltrierender Tumor auf.

Im histologischen Bild sind im Vergleich zum WHO-Grad Il Astrozytom eine
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erhdhte Zelldichte, vermehrte Mitosefiguren und Zellkernatypien zu beobachten.
GefaBproliferate und Nekrosen sprechen bei Astrozytomen bereits flr eine
Progression hin zum Glioblastom WHO Grad IV.

Wie bei allen astrozytaren Tumoren gelingt immunhistochemisch der GFAP-
Nachweis. Der Proliferationsindex wird immunhistochemisch mit Antikbrpern
gegen das nukleare Antigen Ki-67 mittels des MIB-1 Antikdrpers bestimmt und
liegt beim anaplastischen Astrozytom bei 5-10 % (Jaros et al.,, 1992,
Karamitopoulou et al., 1994). Eine Mutation am TP53-Gen weisen mehr als
70% der Tumoren auf (Watanabe et al., 1997). Die Tendenz zur Progression
zum Glioblastom ist stark vorhanden, im Durchschnitt geschieht dies innerhalb
von 2 Jahren (Ohgaki et al., 2004).

1.4.4 WHO-Grad IV: Glioblastom

Unter den primaren Gehirntumoren kommt das Glioblastom am haufigsten vor
und ist die bdsartigste Variante. 60-75% aller Astrozytome sind Glioblastome.
Das Inzidenzmaxium des Glioblastoms liegt zwischen dem 45. und 75.
Lebensjahr (Ohgaki und Kleihues, 2005a), kann aber prinzipiell in jedem
Lebensalter auftreten. Manner sind etwas haufiger betroffen als Frauen
(M:F=1.3:1). Pradilektionsstelle ist das Marklager der GroBhirnhemispharen,
wobei am haufigsten die Temporallappen (31%), gefolgt von Parietal- (24%),
Frontal- (23%) und Okzipitallappen (16%) betroffen sind. Ein kombinierter Befall
der fronto-temporalen Region ist besonders typisch (Louis et al., 2007). Uber
den Balken infiltriert der Tumor haufig auf die Gegenseite
(~Schmetterlingsgliom®). Ein multizentrisches Wachstum ist in 7,5% der Falle zu
beobachten (Barnard und Geddes, 1987).

90 % der Glioblastome manifestieren sich rapide in weniger als 3 Monaten de
novo, ohne dass bereits bestehende niedriggradige Lé&sionen bekannt sind
(primére Glioblastome). Typischerweise entwickeln sie sich bei é&lteren
Patienten (mittleres Erkrankungsalter: 62 Jahre) (Ohgaki et al., 2004, Ohgaki
und Kleihues, 2007). Sekundare Glioblastome entwickeln sich langsamer aus

diffusen oder anaplastischen Astrozytomen. Charakteristischerweise sind hier
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jungere Patienten betroffen (mittleres Erkrankungsalter: 45 Jahre) und das
Progressionsintervall variiert beachtlich zwischen weniger als einem Jahr und
10 Jahren, im Durchschnitt sind es 4 bis 5 Jahre (Ohgaki und Kleihues, 2005a).
Wegen ihres invasiven Wachstums koénnen Glioblastome, wie auch die
héhergradigen Astrozytome WHO-Grad Il und Ill, nicht komplett reseziert
werden und trotz Fortschritten in Strahlen- und Chemotherapie tberlebt weniger
als die Halfte der Patienten langer als ein Jahr, wobei hohes Alter bei der
Erkrankung einen bedeutend negativen prognostischen Faktor darstellt (Louis
et al., 2007). Die 5-Jahreslberlebensrate liegt bei weniger als 3% (Ohgaki und
Kleihues, 2005b).

Makroskopisch auffallig ist eine bunte Schnittflache, die sich aus gelblichen
nekrotischen Arealen und rotbraunen Einblutungsherden zusammensetzt.
Bailey und Cushing inspirierte dieses bunte Bild zur Bezeichnung ,Glioblastome
multiforme*.

Histopathologische Merkmale beinhalten Zell- und Kernpleomorphie, erhéhte
Mitose- und Proliferationsrate, strichférmige Nekrosen mit Palisadenstellung
von Tumorzellen im Randbereich und GefaBproliferate, die sich in Form von
glomerulusartigen GeféaBknaulen darstellen. Die TumorgefdBe weiBen groBe
Schwankungen in Form und Durchmesser auf, sind gelegentlich thrombosiert
und von Blutresiduen benachbart (Louis et al., 2007). In der Regel wird
immunhistochemisch die Expression von GFAP nachgewiesen. Die Mitoserate
zeigt groBe regionale Unterschiede und wird im Schnitt mit 15-20% angegeben
(Jaros et al., 1992, Karamitopoulou et al., 1994).

Histogenetisch wird der zelluldre Hintergrund des Glioblastoms momentan
kontrovers diskutiert. Im Gesprach sind Gehirntumorstammzellen (BTSC), die
entartete Abkdémmlinge von neuronalen Stammzellen reprasentieren und
unlimitiertes Wachstums- und Differenzierungspotential aufweisen (Sanai et al.,
2005, Kondo, 2006). Dies wirde auch die Diversitat des Glioblastoms erklaren.
Ein direkter Nachweis solcher Zellen steht aber noch aus (Jordan et al., 2006).
Auf molekulargenetischer Ebene ist die maligne Transformation der
neuroepithelialen Zellen ein mehrstufiger Prozess, der die Akquirierung von

genetischen Veranderungen beinhaltet. Die Mehrheit der Tumoren teilt sich den
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Verlust der Heterozygositat (LOH) auf Chromosom 10qg und es sind zahlreiche
weitere Deletionen auf anderen Chromosomen zu beobachten. Amplifikation
des epidermal growth factor receptor (EGFR) ist in 40% der priméren
Glioblastom beschrieben, in sekunddren Glioblastomen jedoch ein seltenes
Ereignis (Ohgaki et al., 2004). TP53-Mutationen lassen sich haufiger bei
sekundaren Glioblastomen nachweisen (65%) als bei der de novo-Variante
(28%). TP53-Mutationen kommen auch bei Patienten mit dem Li Fraumeni-
Syndrom vor, die vermehrt an Glioblastomen erkranken. Unter anderem treten
Mutationen auch an folgenden Genen auf: PTEN, CDK4 und RB1. Priméare und
sekundare Glioblastome bilden somit distinkie Entitdten, die sich auf
unterschiedlichen genetischen Pfaden entwickeln, verschiedene
Expressionsmuster aufweisen und wahrscheinlich unterschiedlich auf
Therapiemodelle reagieren (Louis et al., 2007). Auch weisen diese
Erkenntnisse auf die Existenz weiterer Glioblastom-Untergruppen hin, die nur

molekulargenetisch voneinander abzugrenzen sind.
1.5 Therapeutische Konzepte

In der Regel wird eine vollkommene Resektion des Tumorgewebes angestrebt,
was meistens jedoch nur beim pilozytischen Astrozytom mdglich ist.
Astrozytome WHO-Grad Il bis IV lassen sich wegen ihres diffus infiltrierenden
Wachstums nicht radikal entfernen. Bestenfalls ist eine vollkommene
makroskopische  Resektion zu erreichen, weshalb eine adjuvante
Strahlentherapie als zusatzliche Option angewandt wird. Bei diffusen
Astrozytomen WHO-Grad Il geschieht dies noch fakultativ, hdhergradige
Astrozytome werden hingegen standardmaBig bestrahlt. Pilozytische
Astrozytome werden nur Dbestrahlt, wenn ein progredienter, inoperabler
Tumorrest nachzuweisen ist und zunehmend neurologische Defizite bestehen
(Weller et al., 2006).

Die Bestrahlung erfolgt in der Regel unter dem Schutz von Kortikosteroiden, um
einem vasogenen Odem und konsekutiver Hirndrucksymptomatik vorzubeugen.

Des weiteren wurden bei Astrozytomen Grad Il und IV adjuvant
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nitrosoharnstoffhaltige Chemotherapeutika wahrend oder im Anschluss an eine
Radiotherapie appliziert. Dabei standen hauptsachlich entweder eine
Polychemotherapie mit Procarbazin, CCNU und Vincristin (PCV-Protokoll) oder
eine Monotherapie mit Nitrosoharnstoffe zur Verfugung (Weller et al., 2006).
Patienten, die sich dieser zusatzlichen Chemotherapie unterzogen, erzielten in
einer groBen Metaanalyse eine geringe Uberlebenszeitverlangerung (Stewart,
2002). Beim Glioblastom hat sich nach neueren Studien das alkylierende
Chemotherapeutikum Temozolomid in den Fokus gedréangt. Wie sich
herausstellte verlangert es in adjuvanter Anwendung die durchschnittliche
Uberlebenszeit der Patienten um 2,5 Monate (Stupp et al., 2005).

Trotz dieses vielversprechenden Ansatzes stellt die Therapieresistenz dieser
bdsartigen  Tumoren ein  Hauptproblem dar. O(6)-Alkylguanin-DNA
Alkyltransferase (AGT) ist ein DNA-Reperatur-Enzym, das vom (6)-
Methylguanin-DNA Methyltransferase (MGMT) Gen codiert wird (Pegg et al.,
1995). Dieses Enzym beseitigt auBerst effektiv Alkylgruppen von der O6-
Position der Base Guanin und revidiert so zytotoxische Effekte, die durch
Agenzien wie Temozolomid kreiert werden (Pegg et al., 1995, Gerson, 2002).
Eine  MGMT-Herunterregulierung fihrt zu einer hdheren Sensibilitdt der
Patienten fir Temozolomid und zu einem langeren Uberleben (Hegi et al.,
2008). Folglich ist die AGT-Inhibierung ein vielversprechender Ansatz, um das
Therapieregime zu verbessern. Limitierende Faktoren sind jedoch bisher die
pharmakologischen Nebenwirkungen der verfligbaren Substanzen (Quinn et al.,
2002) und auch in einer neueren Studie wird von héamatologischen
Nebenwirkungen berichtet (Quinn et al., 2009).

Fortschritte im Verstéandnis der molekularen Mechanismen der Tumorenstehung
und -progression haben in letzter Zeit =zur Entwicklung gezielter
Therapieoptionen mit dem Ziel einer groBeren Effizienz bei geringer Toxizitat
gefuhrt und werden im Rahmen klinischer Studien getestet.

,pesigner Drugs®, die in zelluldre Signaltransduktionswege eingreifen, welche
fir das Wachstum und Uberleben von Gliomzellen von herausragender
Bedeutung sind, spielen in aktuellen Studien eine wichtige Rolle. Angriffsziele

bilden bei diesen Ansatzen potente Moleklile wie beispielsweise EGFR (Kuan
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et al., 2001) und die mit dem Rezeptor assoziierte Tyrosinkinase (Guillamo et
al., 2009). Monoklonale Anti-EGFR Antikérper und niedermolekulare
Kinaseinhibitoren haben  jedoch bisher  den Nachweis  eines
lebensverlangernden Effektes fir Glioblastompatienten verfehlt (Lefranc, 2009,
Sathornsumetee und Rich, 2009).

Eine weitere Therapieoption stellt die Hemmung der Angioneogenese dar. Nach
anfénglich ernlchternden Ergebnissen im Rahmen der antiangiogenen
Monotherapie (Miletic et al., 2009), wird im Rahmen von Phase Il Studien der
monoklonale Antikdrper Bevacizumab (Avastin), ein Inhibitor des vascular
endothelial growth factor (VEGF) - ein parakriner Stimulator der Angiogenese
(Fischer et al., 2005) - in Kombination mit dem Zytostatikum Irinotecan getestet
und erscheint als vielversprechende Thrapieoption fur rezidivierende Gliome
(Vredenburgh et al., 2007, Poulsen et al., 2009).

Immuntherapeutische Ansétze werden mit dem Ziel der Gewinnung von
Vakzinen verfolgt (Ebben et al., 2009, Khan et al., 2009) und bedlrfen ebenso
weiterer Erforschung wie  gentherapeutische Strategien (Westphal und
Lamszus, 2009).

1.6 Stand der Forschung

Nach heutigem Stand der Wissenschaft hat sich die Erkenntnis etabliert, dass
maligne Tumoren durch die Transformation von ,normalen® gut
funktionierenden Korperzellen in bdsartige Abkdmmlinge entstehen. Im Laufe
dieses Prozesses wird das Genom dieser Zellen Uber Punktmutationen und
Schadigung ganzer Chromosomen so weit verandert, dass Tumorzellen neue
Eigenschaften erwerben, die ihnen analog zu Darwins Evolutionstheorie einen
Selektionsvorteil ermdglichen (Hanahan und Weinberg, 2000). Diese neu
akquirierten Mechanismen, die auch bei der Entstehung und Progression von
Astrozytomen zdhlen, werden im folgenden Abschnitt ohne Garantie auf
Vollstandigkeit beschrieben.

Die Eigenschaft, dass Tumorzellen autonom von Wachstumssignalen gedeihen

kénnen, wird in der Literatur als erster bedeutender Hauptmechanismus von
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Tumorforschern beschrieben (Hanahan und Weinberg, 2000). Dabei spielen vor
allem drei molekulare Strategien eine wichtige Rolle. Neoplastische Zellen
erwerben diese Fahigkeit durch Modifizierung extrazellularer
Wachstumssignale, ihrer transzellularen Signaltransduktion oder durch
Veranderung der durch Wachstumssignale ausgeldsten intrazellularen
Signalkaskaden (Hanahan und Weinberg, 2000). Die Produktion von platelet-
derived growth factor (PDGF) und tumor growth factor-a (TGF-a)
reprasentieren prominente Beispiele fur die autokrine Produktion solcher
Wachstumssignale von Glioblastomzellen (Hanahan und Weinberg, 2000). Auf
Ebene der transzellularen Signaltransduktion ist in vielen Tumoren eine
vermehrte Expression von Rezeptoren zu beobachten, die Wachstumssignale
vermitteln. Beispielsweise ist der EGF-Rezeptor in Glioblastomen und vielen
weiteren Tumoren aufreguliert (Yarden und Ullrich, 1988, Louis et al., 2007,
Guillaudeau et al., 2009). Der SOS(Son Of Sevenless)-Ras(Rat sarcoma)-
Raf(Rat fibrosarcoma)-Map(Mitogen Activaded Protein)-Kinase Signalweg
wurde als erster groBer Vertreter der intrazellularen Signalkaskaden
beschrieben. Das Ras Protein ist in etwa 25% der humanen Tumoren verandert
und ermdglicht einen unkontrollierten Ablauf von Signalwegen (Medema und
Bos, 1993, Hanahan und Weinberg, 2000).

Analog entstand die Vorstellung, dass Tumorzellen Mechanismen entwickeln,
die sie unabhangig von antiproliferativen Signalen machen. Auf molekularer
Ebene spielt hier das Tumorsuppressormolekll Retinoblastom Protein (Rb) eine
wichtige Rolle, das Uber Transkriptionsfaktoren die Proliferation von Zellen
kontrolliert (Weinberg, 1995). In vielen Tumoren besitzt es eine gestorte
Funktion und auch in Glioblastomen weist es Veranderungen auf (Murphree
und Benedict, 1984, Louis et al., 2007).

Als nachstes rickte der Umstand in den Fokus, dass Tumorzellen Stérungen in
der Apoptoseregulation aufweisen. Die Entdeckung, dass das bcl-2 Gen im
follikularen Lymphom via chromosomaler Translokation aufreguliert wird
(Korsmeyer, 1992) und die Feststellung, dass es antiapoptotische Aktivitat
besitzt haben weitere Forschungen in diesem Gebiet angeregt (Vaux et al.,
1988). Inaktiverung des Tumorsuppressorproteins TP53, einem Bestandteil der
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apoptotischen Signalkaskade, flihrte im Mausmodell zu schnell wachsenden
Tumoren mit einer niedrigen Anzahl apoptotischer Zellen (Symonds et al.,
1994). TP53-Mutationen sind auch in astrozytdren Tumoren nachzuweisen
(Louis et al., 2007). Glioblastomzellen weisen eine erhéhte Apoptoseresistenz
auf und dies koénnte ein Grund sein fir die Resistenz dieser Tumoren
gegenilber konventioneller Chemo- und Radiotherapie (Steinbach und Weller,
2004, Lefranc et al., 2005, Lefranc, 2009).

Die bisher erwéhnten erworbenen Eigenschaften erméglichen es Tumorzellen
unabhangig von der Umwelt zu wachsen. Neoplastische Zellen scheinen
weitere Schritte zu bendtigen, um zu groBen makroskopisch sichtbaren
Tumormassen heranwachsen zu koénnen, da nicht entartete Zellen ein
beschranktes  Replikationspotential  aufweisen  (Hayflick, 1997).  Auf
chromosomaler Ebene spielt dabei die Erhaltung der Telomerregion eine
wichtige Rolle (Shay und Bacchetti, 1997). Gut erforscht ist in diesem
Zusammenhang das Enzym Telomerase, dessen Expression in Glioblastomen
und vielen weiteren Malignomen aufreguliert ist (Shay und Bacchetti, 1997,
Bryan und Cech, 1999, Patel und Shervington, 2009), wahrend in den meisten
normalen Zellen die Aktivitat dieses Enzyms streng herunterreugliert erscheint
(Hug und Lingner, 2006). Telomerase stellt die bei jeder Zellteilung
verlorengehenden Telomerenden durch Nukleotideinbau wieder her und fuhrt
so zur Immortalisierung der Zellen (Bryan und Cech, 1999).

Die Fahigkeit zur Neovaskularisierung steht in einem engen Zusammenhang
mit dem rapiden Wachstum von Neoplasien (Hanahan und Weinberg, 2000). So
rickte Mitte der 1990er Jahre die Angiogeneseforschung in den Vordergrund. In
dem komplexen Zusammenspiel wurden zahlreiche die Angiogenese
stimulierende und hemmende Faktoren entdeckt. Einen prominenten Vertreter
der proangiogenen Seite stellt die VEGF-Familie dar. VEGF ist in der
Embryologie fur die Entwicklung von BlutgefaBen von essentieller Bedeutung
(Carmeliet et al., 1996). Ab der Postnatalperiode ist die VEGF-Expression
jedoch physiologischerweise als minimal anzusehen, auBer in Situationen, die
eine GefaBneubildung erforderlich machen, wie beispielsweise der Prozess der

Wundheilung (Tonnesen et al., 2000). In Tumoren flhrt eine verstarkte VEGF-
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Expression zu einer erhdhten GefaBzellzahl und —permeabilitat (Chaudhry et
al., 2001, Dvorak, 2005, Nagy et al., 2008). Diese neugebildeten GefaBe
unterscheiden sich in Struktur, Funktion und Organisation im Vergleich zu
normalen GefaBzellen (Nagy et al., 2007), was bei Glioblastompatienten zur
tumorassoziierten Odembildung beitragt (del Maestro et al., 1990).

Das Glioblastom WHO-Grad IV erscheint auf Grund seiner hohen
Vaskularisierungsrate als optimales Ziel einer antiangiogenen Therapie (Miletic
et al., 2009). Bisher sprechen jedoch nur etwa die Halfte der Patienten auf
Therapieversuche mit dem monoklonalen VEGF-Antikérper Bevacizumab oder
dem niedermolekularen VEGF-Rezeptor Inhibitor Cediranib an und die Dauer
der Ansprechzeit ist variabel (Norden et al., 2008).

Die Fé&higkeit zum invasiven Wachstum und zur Metastasierung entwickeln
viele Tumorzellen friher oder spater (Hanahan und Weinberg, 2000), wobei die
dabei entstehenden Tumormetastasen fur ca. 90% der Krebstote verantwortlich
sind (Sporn, 1996). Proteine, die Zell-Zell-Kontakte oder Verbindungen von
Zellen zur extrazellularer Matrix (EZM) herstellen, wie beispielsweise Integrine,
Cadherine oder Zell-Zell-Adhasionsmolekiile (CAMs), sind hierbei in den Fokus
geruckt (Aplin et al., 1998). Veranderungen ihres Expressionsverhalten fihrt zu
phenotypisch invasiven und metastasierenden Tumorzellen (Varner und
Cheresh, 1996, Fogar et al., 1997, Christofori und Semb, 1999, Jin und Varner,
2004). Einen weiteren proinvasiven Faktor reprasentieren extrazellulare
Proteasen (Chambers und Matrisian, 1997). Hauptverteter diese Enzymgruppe
stellen die Urokinase (uPA), Matrix Metalloproteinasen (MMP) und Cathepsine
dar, die die Migration der Tumorzellen durch die Basalmembran — soweit
vorhanden — und die EZM vermitteln (Brooks et al., 2009). Integrine und
Proteasen spielen eine pleiotrope Rolle. Sowohl beim Anschluss von
metastasierenden Zellen an lokale BlutgefaB3e, als auch bei der Angiogenese
sind sie beteiligt (Fischer et al., 2005, Garmy-Susini und Varner, 2008, Brooks
et al., 2009). Es ist nicht Uberraschend, dass viele dieser genannten Proteine
auch in Gliomen verandert exprimiert werden (Asano et al., 2004, Kargiotis et
al., 2008, Argyriou und Kalofonos, 2009).
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Ein weiteres in der jungeren Vergangenheit entdecktes Ph&dnomen stellt die
Fahigkeit von Tumorzellen dar, sich der korperlichen Immunabwehr zu
entziehen. Zum einen soll dies auf die Unfahigkeit der Immunzellen des
Wirtsorganismus zurtickzuflihren sein, Tumorzellen zu erkennen, zum anderen
scheinen Tumorzellen aktiv Immunzellen zu inhibieren (Whiteside, 2009).
Ersteres ist wohl auf die starke Ahnlichkeit der tumor-assoziierten Antigene im
Vergleich zu den Wirtszellen zuriickzufihren (Finn, 2006, Ferguson et al.,
2008). Letzteres wird der Qualitédt zugeschrieben, dass Tumorzellen mit allen
Komponenten und Stufen der Immunabwehr interferieren kénnen (Whiteside,
2008). Dies geschieht beispielsweise durch die Anlockung von Tumor-
Suppressor Zellen oder myeloiden Suppressor Zellen, welche die T-Zellantwort
des Immunsystems unterdriicken (Serafini et al., 2006, Gregori et al., 2007)
oder durch Induktion der Apoptose von aktivierten T-Zellen (Rabinowich, 1998,
Whiteside, 2002). In astrozytdren Tumoren gibt es Hinweise, dass die T-Zell-
Antwort unter anderem durch Veranderung der antigenprasentierenden MHC-
Klasse-l Proteine herunterreguliert wird (Facoetti et al., 2005, Mehling et al.,
2007).

Innerhalb der letzten Jahrzehnte hat sich die Vorstellung entwickelt, dass
Tumorzellen durch die Entartung einer einzigen Zelle entstehen. In diesem
Modell ist eine Serie von genetischen Verdnderungen verantwortlich, die den
Weg fir die oben erwdhnten akquirierten Fahigkeiten ebnen. Auf
molekulargenetischer Ebene wurde diese Hypothese durch die Entdeckung von
dominant agierende Onkogenen und sich rezessiv verhaltenden
Tumorsuppressorgenen unterstitzt (Feinberg et al., 2006). Kolorektale
Tumoren, um ein Beispiel zu nennen, durchlaufen in der Adenom-Karzinom
Sequenz eine Serie von Veranderungen in diesen Genen. Als Stellvertreter
seien das KRAS-Gen auf der Seite der Onkogene und das TP53-Gen auf Seite
der Tumorsuppressorgene genannt (Fearon und Vogelstein, 1990). Dieses
Modell hat einerseits seine Starken, beispielsweise die Entdeckung von
Gatekeeper-Mutationen, die notwendig erscheinen fir die Initialstadien des
Tumorwachstums. Auf der anderen Seite fehlen solch klare Markergene fiir die

folgenden Stadien wie Invasion oder Metastasierung. Es scheinen eher



Einleitung 19

multiple, heterogene Genveranderungen eine Rolle zu spielen (Feinberg et al.,
2006). Auch bleibt die Frage des zeitlichen Ablaufs unbeantwortet. Warum
dauert die Krebsentstehung in der Regel Jahrzehnte, wenn nur wenige
Gatekeeper-Mutationen ausreichen?

Auf Grund seiner Limitierungen wurde das genetische Model der
Tumorentstehung erweitert. Epigenetische Regulationsmechanismen werden
mehr und mehr als wichtige Alternative zu den klassischen Mutationsformen
wie Punktmutation, Deletion, Insertion oder Translokation bei der Verédnderung
von Genfunktionen diskutiert (Feinberg et al., 2006). Onkogene und
Tumorsuppressorgene kdnnen zum Beispiel Uber Promoterhypermethylierung
aktivert bzw. inaktiviert werden. In diesem Zusammenhang ist die epigenetische
MGMT-Promotor-Regulierung als klinisches Beispiel erwdhnenswert, welche
bei der Behandlung von Glioblastompatienten eine Rolle spielt. MGMT-
Promotor-Methylierung resultiert in niedriger AGT-Aktivitat und korreliert mit
verlangerter progressionsfreier und verlangerter GesamtlUberlebenszeit bei
Patienten, die mit Temozolomid behandelt wurden (Hegi et al., 2008).

In jingerer Zeit wird auch vermehrt die Existenz von Gliomstammzellen
diskutiert, welche umlimitiertes Proliferationspotential aufweisen. Diese
Stammzellen werden fir die Entstehung und Rezidivierung von Gliomen
verantwortlich gemacht (Li et al., 2009, Pefuelas et al., 2009). Sie weisen einen
im Vergleich zu Gliomzellen unterschiedlichen Differenzierungsgrad auf und
neuere Studien deuten darauf hin, dass ihre Signalkaskaden sowohl, von
anderen neuronalen Vorlauferzellen, als auch von Gliomzellen differieren (Li et
al.,, 2009, Pefuelas et al., 2009). Glioblastomstammzellen erweisen sich
unglicklicherweise  hdchst  resistent  gegenlber den  traditionellen
Therapieansatzen, was die Wichtigkeit der Entwicklung von neuen
Therapiestrategien unterstreicht (Li et al., 2009).

Ein mdglicher Grund fir die bislang sparliche Umsetzung von
vielversprechenden Ansétzen in klinischen Studien kénnte mit der Fokussierung
auf einzelne Signalkaskaden dieser multifaktoriell malignisierenden Tumoren

zusammenhangen. Deshalb scheint die Suche nach Molekulen, die in mdglichst
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viele dieser Signalwege entscheidend eingreifen essentiell, um dadurch eine
multimodale Tumorinhibition zu bewirken. Im schlimmsten Fall kann — wie in
Versuchen zur antiangiogenen Therapie gezeigt — ein erfolgreiches Einwirken
auf einen Mechanismus (erfolgreiche Antiangiogenese) konsekutiv einen
negativen Effekt auf einen anderen Signalweg nach sich ziehen (erhdhte
Invasivitat von Tumorzellen) (Lamszus et al., 2003).

Transforming growth factor-B (TGF-B) ist der Prototyp einer Superfamilie
pleiotroper Zytokine, der eine fundamentale Rolle in der Entwicklung und
homdoostatischen Aufrechterhaltung, sowohl in gesundem, als auch im
erkranktem Gewebe spielt (Massagué und Gomis, 2006, ten Dijke und Arthur,
2007). TGF-B spielt eine modulierende Rolle in der Induktion der
Immunsuppression und greift in Mechanismen der Tumorprogression wie
Angiogenese, Invasion und Metastasierung ein (Derynck et al., 2001, Peng et
al., 2006). Auch im biologischen Verhalten von Glioblastomen agiert TGF-f8 in
einer Hauptrolle und hat sich als vielversprechendes molekulares
Forschungsziel etabliert (Wick et al., 2006). Hohe TGF-B-Aktivitat korreliert mit
einer schlechten Prognose bei Glioblastom-Patienten (Bruna et al., 2007) und
ist daher das Ziel neuer Therapieansatze. In Kklinischen Studien wird
beispielsweise derzeit die TGF-B-Inhibition mittels Antisense-Technologie auf
RNA-Ebene erprobt (Schlingensiepen et al., 2008).

Analog haben pleiotrope Faktoren, die an der embryonalen Entwicklung des
ZNS beteiligt sind, groBes Interesse geweckt, da ihr Vorkommen in zahlreichen
Tumoren festgestellt werden konnte (Surawska et al., 2004, Brantley-Sieders et
al., 2006). Ephrin-Rezeptoren, um ein prominentes Beispiel zu erwahnen, und
die dazugehdrigen Ephrin-Liganden sind, neben ihrer regulierenden Rolle in der
axonalen Lenkung und Zellmigration wahrend der Entwicklung des ZNS, auch
in der Genese von Tumoren involviert (Surawska et al., 2004). Abnormalitaten
im Expressionsmuster von Ephrinrezeptoren, die die gr6Bte Fraktion in der
Superfamilie der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen stellen, und Ephrinliganden
resultieren in pathologischer Zelldifferenzierung, Angiogenese, Migration und
Invasion (Surawska et al., 2004, Brantley-Sieders et al., 2006, Liu et al., 2007)

uns sind auch in Glioblastomen zu finden (Li et al, 2009). Hohe
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Expressionslevel des Ephrinliganden EphA2 gehen in vitro mit einer malignen
Transformation nichttransformierter Brustzellen einher. Die Anwendung eines
blockierenden Antikdrpers gegen EphA2 stoppt zumindest teilweise die
Progression und Exazerbation von Tumoren (Zelinski et al., 2001, Kikawa et al.,
2002, Carles-Kinch et al., 2002). Fir EphA2 wird auch eine Aufregulierung im
Glioblastom WHO-Grad IV beobachtet, was dieses Molekil zum potentiellen
Ziel neuer Therapiestrategien macht (Wykosky et al., 2005).

Ebenfalls zur Gruppe embryonaler Faktoren gehdren die in dieser Arbeit
untersuchten Proteine. Netrin-1 und DCC (deleted in colorectal cancer) wurden
Anfang der 1990er Jahre erstmals als axonale Lenkungsproteine beschrieben
(Serafini et al., 1994, Keino-Masu et al., 1996). Netrin-1 nimmt in diesem
Zusammenhang eine chemoattraktive Rolle ein und erscheint zusammen mit
seinem Rezeptor DCC fundamental wichtig fir das Wachstum von Axonen.
DCC- und Netrin-1-Nullmduse beispielsweise zeigen eine gestdrte Migration,
bzw. ihre Migration wird durch Induktion der Apoptose nicht initiiert (Serafini et
al., 1996, Fazeli et al., 1997, Llambi et al., 2001).

Fearon und Vogelsteinstellten Anfang der 1990er Jahre eine Verbindung von
DCC zu kolorektalen Tumoren her (Fearon und Vogelstein, 1990). In der
Adenom-Karzinom-Sequenz ist die Deletion von DCC ein Zwischenschritt im
Tumorprogressionsmodel von Normalgewebe zum Karzinom.
Interessanterweise  gehért DCC  zur relativ  jungen  Familie der
Abhangigkeisrezeptoren, deren Wirkungsmechanismen vom klassischen
Liganden-Rezeptor-Bild abweichen.

Uber die Verteilung von DCC in astrozytaren Tumoren gibt es bisher nur wenige
Daten. Das Vorkommen von Netrin-1 in diesen Tumoren ist bisher Gberhaupt
nicht  untersucht. Im  folgenden werden beide Moleklle, die
Untersuchungsgegenstand dieser Arbeit sind, genauer vorgestellt.

1.7 Netrin-1

Auf der Suche nach axonalen Lenkungsmolekilen in der Embryogenese wurde

Netrin-1 1994 erstmals beschrieben (Serafini et al., 1994). Neurone, die im
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dorsalen Bereich des Ruckenmarks lokalisiert sind, bendtigen far ihr gerichtetes
Wachstum einen Hilfsmechanismus, der von einer ventral gelegenen
Mittellinienstruktur, der Fligelplatte, ausgeht. Die Fllgelplatte lockt in diesem
Modell die von dorsal wachsenden Neurone via sezernierter Molekile an.
Netrin-1 wurde als ein solches Protein identifiziert. In seiner Anwesenheit
expandieren Neurone in Richtung der ventralen Fligelplatte (Kennedy et al.,
1994). Bei Netrin-1-Nullmdusen ist dieser Vorgang gestort. lhre Migration
verlauft abnormal oder wird durch Induktion der Apoptose nicht initiiert (Serafini
et al., 1996, Llambi et al., 2001)

Netrin-1 gehért zu einer im Verlauf der Evolution konservierten Familie von
axonalen Lenkungsproteinen, die im Genom zahlreicher Spezies wie zum
Beispiel Drosophila melanogaster oder Caenorhabditis elegans, und auch beim
Menschen vorkommen (Serafini et al., 1994, Mitchell et al., 1996). Netrin-1 hat
ein relatives Molekulargewicht von 60 bis 80 kDa und beinhaltet die drei
Domanen V, VI, C und ein N-terminales Signalpeptid, das charakteristisch fir
sezernierte Proteine ist. Domane V und VI weisen Ahnlichkeiten mit Domanen
der Lamininproteine auf und sind in die Interaktion mit den Netrin-1-Rezeptoren
involviert (Kruger et al., 2004). Die C-terminale Region ist homolog zu dem
Protein tissue inhibitors of metalloproteases (Banyai und Patthy, 1999). Ihm
wird eine vermittelnde Wirkung beim Kontakt von Netrin-1 und Integrinen
zugeschrieben (Yebra et al., 2003).

Mit Experimenten zur axonalen Lenkung in der Embryogenese wurde DCC als
Netrin-1 Rezeptor oder zumindest als Teil eines Rezeptorkomplexes etabliert
(Keino-Masu et al., 1996).

1.8 DCC

Zu Beginn der 1990er Jahre beobachtete ein Forscherteam, dass es bei der
Entwicklung von Dickdarmkrebs zur Akkumulation von Mutationen an
bestimmten Genen kommt. Insbesondere die Entdeckung einer Deletion von
Allelen und der damit einhergehende LOH bei 70% des untersuchten Kollektivs

am langen Arm des Chromosom 18 beschleunigte die Suche und flhrte zur
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Identifikation eines Rezeptors, der mit der Wortschdpfung deleted in colorectal
cancer bedacht wurde (Fearon und Vogelstein, 1990). Tatsachlich ist die
Expression von DCC bei Gber 50% der Dickdarmtumoren reduziert (Fearon und
Vogelstein, 1990). Im Lauf der Zeit wurde ein Verlust von DCC, nicht nur bei
anderen Tumoren wie Magen-, Bauchspeicheldrisen oder Brustkrebs, sondern
auch bei Gliomen beobachtet (Cho und Fearon, 1995, Hara et al., 2001).

DCC gehdrt zur Gruppe der Typ-I-Transmembranproteine. Primar ist es aus
1447 Aminosauren aufgebaut und besitzt ein relatives Molekulargewicht von
200 kD.

Die groBe extrazellulare Domane besteht aus etwa 1100 Aminosduren und
entfaltet in seiner Raumstruktur vier immunglobulindhnliche und sechs
Fibronektin-Typ-1ll Domé&nen. Damit weist sie Ahnlichkeiten zu Strukturen auf,
die zur Familie der Nerven-Zell-Adhesions-Moleklle (NCAM) gehéren, und Zell-
Zell oder Zell-Matrix Kontakte vermitteln (Cho und Fearon, 1995). Daraus eine
Beteiligung von DCC bei der Vermittlung der Zellaggregation herzuleiten wurde
lange Zeit kontrovers diskutiert (Chuong et al., 1994, Hedrick et al., 1994),
erscheint aber mittlerweile als gesichert (Martin et al., 2006).

Auf den membranstédndigen hydrophoben Teil folgt die intrazellulare Domane
aus 325 Aminosduren, die wenige Ahnlichkeiten mit bereits etablierten
Proteinen aufweist. Intrazellular liegt die Schnittstelle fir das Enzym Caspase-3,
das sein Substrat an Stelle 1290 der Aminosauresequenz (Asp1290) schneidet.
Etwas proximal, zwischen den Aminosauren 1243 und 1264, ist die
Abhangigkeitsdoméne lokalisiert. Beide Bereiche sind fur die Induktion der
Apoptose erforderlich, Mutationen dieser Gebiete unterdriicken den
proapoptotischen Effekt von DCC komplett (Mehlen et al., 1998).

Es werden auch Interaktionen von DCC mit anderen Rezeptoren beschrieben.
Die Wechselwirkung mit dem Rezeptoren A2bAR, UNC5H und Robo soll auf
die Funktionsweise von DCC eine modulierende Wirkung haben und den
unterschiedlichen Informationen, die Netrin-1 vermittelt, gerecht werden (Hong
et al., 1999, Corset et al., 2000, Stein und Tessier-Lavigne, 2001). Ebenso
scheint der Lokalisation von DCC in der Zellmembran eine regulierende

Funktion zuzukommen. DCC ist auf Cholesterol- und sphingolipidreiche
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Regionen, sogenannte Lipid Rafts, flr einen geregelten Ablauf seiner
Signalkaskaden angewiesen. Wird die Position von DCC in den Lipid Rafts
verandert oder deren Organisation gestort, werden Signale nicht mehr vermittelt
(Herincs et al., 2005, Furne et al., 2006).

1.9 Abhéangigkeitsrezeptoren

In der letzten Dekade des 20. Jahrhunderts wurde mit dem klassischen Bild der
Zellphysiologie gebrochen. Ging man bisher davon aus, dass eine Zelle ein
Signal auslést, sobald ein Ligand an seinen zu ihm passenden Rezeptor bindet,
wurde ein genau umgekehrter Mechanismus entdeckt. Rezeptoren generieren
unter Abwesenheit des Liganden eine Signalkaskade, der gebundene Rezeptor
blockiert das Signal. Der Begriff der negativen Signaltransduktion war

geboren (Bredesen et al., 1998). Als besonders an dieser Entdeckung
erscheint, dass diese Prozesse zwei ganz unterschiedlichede Signalwege
vermitteln: die klassische Signaltransduktion fihrt im Allgemeinen zu
antiapoptotischen  Ereignissen, wahrend ein neuartiger Weg ein
proapoptotisches  Signal verursacht (Bredesen et al.,, 2004). Da
Abhangigkeitsrezeptoren in Anwesenheit des Liganden so lebensnotwendige
Signale wie Differenzierung, Proliferation oder Migration vermitteln (Bredesen et
al., 2004), in Abwesenheit aber proapoptotisch wirken, ist das Uberleben
»=abhangig“ (englisch = dependent) von der Prasenz des Liganden (Mehlen et
al., 1998, Forcet et al, 2001). Dementsprechend werden die
,Uberlebensnotwendigen“ Liganden auch als Uberlebensfaktoren (survival
factors) bezeichnet (Llambi et al., 2001).

Abhangigkeitsrezeptoren spielen eine Rolle bei der Entwicklung des ZNS,
Entstehung von Neoplasien einschlieBlich Metastasen und Neurodegeneration.
Sie sind auch an Prozessen, die wahrend der Apoptose von Neuronen
ablaufen, wie zum Beispiel der Retraktion von Neuriten oder der Schrumpfung
der ZellkOrper, beteiligt (Del Rio et al., 2007). Bisher wurden 10 Rezeptoren
dieser Art entdeckt. Zu ihnen gehoéren unter anderem die Netrin-1 Rezeptoren

DCC und die UNC5H-Familie, sowie beispielsweise der Androgenrezeptor. Die
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Mehrzahl dieser Rezeptoren sind Transmembranproteine vom Typ [, d.h. die
Rezeptoren sind aus einer extrazellularen, einer transmembranen und einer
intrazellularen Doméne strukturiert. Lediglich der Androgenrezeptor ist im
Zytosol um den Zellkern herum Iokalisiet und weist keine
Transmembrandoméane auf (Del Rio et al., 2007). Nicht nur auf Grund ihrer
Lokalisation, sondern auch morphologisch ist diese Gruppe héchst heterogen.
Weder in ihrer Aminosduresequenz, noch in ihrer dreidimensionalen Struktur
oder in der fur die Einleitung der Apoptose funktionellen so genannten
dependence domain (Abhangigkeitsdomane) sind Ahnlichkeiten festzustellen.
Zu den wenigen strukturellen Gemeinsamkeiten gehért die Expression einer
Schnittstelle fir die an der Apoptose beteiligten proteolytisch wirksamen
Enzyme, den Caspasen. Diese ist an der intrazytoplasmatischen Seite der
Rezeptoren anzutreffen. Eine Eigenschaft, die auch viele andere Proteine

teilen (Bredesen et al., 2005). Erst kirzlich wurde eine Transmembrandoméne
beschrieben, die in allen Abhangigkeitsrezeptoren vorhanden ist, und
dependence-associated receptor transmembrane (DART)-Motiv getauft wurde
(Del Rio et al., 2007). Sie ist von helikaler Struktur und im Vergleich zu anderen
Transmembranregionen reich an der Aminosaure Valin. Diese Eigenschaft wird
mit einer erniedrigten Fahigkeit der Rezeptoren zur Dimerisierung in
Zusammenhang  gebracht, die fir die  Signaltransduktion  von
Transmembranrezeptoren notwendig ist (Gurezka et al., 1999). Ob das DART-
Motiv bei der Liganden-induzierten Inhibition oder der Einleitung des
programmierten Zelltodes beteiligt ist, konnte bislang nicht mit Sicherheit geklart
werden.

Uber welchen Mechanismus eine solch heterogene Gruppe an Rezeptoren
einerseits den programmierten Zelltod auslésen, diesen andererseits bei
Bindung des Liganden blockieren kann, ist nicht vollig geklart und je nach
Abhangigkeitsrezeptor zumindest teilweise unterschiedlich (Bredesen et al.,
2004). Mogliche Modelle werden spater bei der Prasentation der
Signalkaskaden des Abhangigkeitsrezeptor DCC und seines Liganden Netrin-1

beschrieben.
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Abbildung 1: Der Ligand Netrin-1 und die Abhéangigkeitsrezeptoren
UNC5H und DCC (Abbildung nach Bernet und Mehlen, 2007).

1.10 Singalkaskaden von DCC und Netrin-1

Um die funktionelle Bedeutung der Abhangigkeitsrezeptoren und die Rolle von

DCC und Netrin-1 besser verstehen zu kénnen, mdchte ich kurz auf den

Vorgang der Apoptose eingehen.

Mit den Begriffen programmierter Zelltod oder Apoptose werden synonym

Vorgadnge beschrieben, die unter Energieverbrauch zu einem genetisch
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kontrollierten Selbstmord der Zelle fihren (Bredesen, 1996, Zatloukal, Roth und
Denk, 2004). Die Induktion erfolgt Uber zwei unterschiedliche Schenkel. Der
extrinsische Weg der Apoptose lauft in der molekularen Ebene Uber
Todesliganden, die an Todesrezeptoren binden. Wichtigste Vertreter dieser
Gruppe sind TNF-alpha (=>TNF-alpha-Rezeptor), TRAIL (=>DR-4und DR-5)
und Fas Ligand(=>Fas/CD95), die Caspasen direkt aktivieren kénnen (Nagata,
1997). Alternativ kann durch diverse Stressreize wie zum Beispiel Hitze,
Radikale, Toxine, Bestrahlung oder Chemotherapeutika der intrinsische
Schenkel der Apoptose aktiviert werden, der mit Hilfe der Mitochondrien
ebenfalls zur Aktivierung von Caspasen fihrt (Green und Reed, 1998). Im
Verlauf des intrinsischen Signalweges wird Uber Beteiligung von Apaf-1, dATP
und Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien das Apoptosom gebildet, in dem
Procaspase-9 proteolytisch gespalten wird und als Caspase-9 die
Effektorcaspasen-3 und -7 aktiviert (Li et al., 1997). Die Freisetzung der
mitochondrialen Apoptosefaktoren wird durch pro- und antiapoptotische
Proteine, deren Hauptvertreter Bax und Bcl-2 sind, kontrolliert (Zatloukal, Roth
und Denk, 2004). Uber das Protein Bid kann der extrinsische Signalweg auch
die intrinsische Signalkaskade in Gang setzen. Somit besteht eine Verbindung
zwischen beiden Schenkeln der Apoptose (Song et al., 2003).

Bei den Effektormolekilen der Apoptose handelt es sich um Caspasen, die zur
Familie der Proteasen gehéren. Als inaktive Vorstufen, Procaspasen, liegen sie
in der Zelle vor. Es werden funktionell die Initiatorcaspasen mit den
Hauptvertretern Caspase-8 und Caspase-9 von den Effektorcaspasen
Caspase-3, Caspase-6 und Caspase-7 unterschieden. FUr ihre Aktivierung
bendtigen  Initiatorcaspasen  Adaptorkomplexe  (DISC,  Apoptosome).
Effektorcaspasen werden hingegen von anderen Caspasen aktiviert (Earnshaw
et al., 1999).

Caspase-8 vermittelt den extrinsischen Signalweg nach Bindung eines
Liganden an seinen Todesrezeptor tUber den DISC (Death-inducing-signalling-
complex) und nachfolgende Aktivierung der Effektorcaspasen-3 und-6 (Perera
et al., 1998). Im Verlauf des intrinsischen Signalweges wird Uber Beteiligung

von Apaf-1, dATP und Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien das Apoptosom
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gebildet, in dem Procaspase-9 proteolytisch gespalten wird und als Caspase-9
die Effektorcaspasen-3 und -7 aktiviert (Li et al., 1997). Effektorcaspasen
kénnen sich auch gegenseitig aktivieren, so schneidet Caspase-3 Caspase-6
und auch eine umgekehrte Aktivierung ist méglich (Liu et al., 1996, Srinivasula
et al., 1998).

Gerat der Mechanismus der Apoptose aus dem Gleichgewicht, hat dies groBen
EinfluB auf die Entstehung von Tumoren (die Inhibition des Zelltods fuhrt zu
einer  Zunahme  der  Zellzahl). Auch die Entwicklung  von
Autoimmunerkrankungen, neurodegenerative Erkrankungen und der Verlauf
von Viruserkrankungen werden mit fehlerhaften Ablaufen des programmierten

Zelltods in Zusammenhang gebracht (Green und Kroemer, 2004).

Es existieren verschiedene Theorien, die DCC in den Verdacht bringen, die
Apoptose mit einem neuartigen alternativen Signalweg einzuleiten, der
unabhangig von Apaf-1 und Cytochrom c, aber abhéngig von Caspase-9 ist
(Forcet et al., 2001):

1. DCC bildet je nach Konformation einen Caspase-Aktivierungs-Komplex. In
Anwesenheit von Netrin-1 nimmt DCC eine solche Konformation ein, die das
Schneiden blockiert, jedoch Procaspase-3, die inaktive Vorstufe von Caspase-
3, rekrutiert. Durch Wegfall von Netrin-1 wird Caspase-3 aktiviert und schneidet
DCC an Asp1290. Als Folge kommt es durch Konformationsédnderung, oder
durch die stattgefundene proteolytische Spaltung, zur Prasentation der
proapoptotischen Abhanigkeitsdoméne von DCC (Mehlen et al., 1998, Forcet et
al., 2001), die ihrerseits den Caspase-Aktivierungs-Komplex rekrutiert, der
Caspase-9 und das Protein DIP13-alpha beinhaltet. DIP13-alpha - auch unter
dem Namen APPL (Adaptor protein, phosphotyrosine interaction, PH domain
and leucine zipper containing 1) bekannt - scheint eine wichtige Vermittlerrolle
zu spielen. Wird die Expression von DIP13-alpha experimentell mit small
interfering RNA (siRNA) herunterreguliert, kommt es nicht zum Ablauf der
Apoptose (Liu et al., 2002, Arakawa, 2004). Dieser Komplex soll - dhnlich wie
der Apoptosom-Komplex - die weitere Caspase-3 Aktivierung katalysieren. Ob
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noch weitere Proteine in diesen Komplex involviert sind ist unklar (Forcet et al.,
2001).

2. Ein anderes Modell postuliert, dass DCC, unabhangig der Prasenz von
Netrin-1, von Procaspase-3 geschnitten wird, dieser Vorgang allein aber nicht
fir eine proapoptotische Aktivitat ausreichend ist. Die Préasenz des Liganden
wilrde dabei die Rekrutierung von Caspase-9 und die weitere Bildung des
Caspase-Aktivierungs-Komplex inhibieren (Forcet et al., 2001).

Ein offensichtliches Paradoxon beider Theorien ist jedoch, dass Pro-Caspase 3
nur im gebundenen Zustand von DCC im C-terminalen Bereich des Rezeptors
vorhanden ist, aber nach Wegfall von Netrin-1 zwar aktiviert und proteolytisch
wirksam wird, sich aber dadurch seiner Bindungsstelle beraubt und nicht mehr
zur Verfugung steht, wenn der Caspase-Aktivierungs-Komplex in der N-
terminalen Abhangigkeitsdomane aktiviert wird. Wie aber kommt es zur
weiteren Caspase-3-Aktivierung, um den Vorgang der Apoptose aufrecht zu
erhalten? Als Lésung werden zwei Modelle vorgeschlagen:

1. Durch das Schneiden an Asp 1290 von DCC kommt die C-terminal
vorhandene Procaspase-3 augenblicklich mit dem N-terminal entstehenden
Caspase-Aktiverungs-Komplex in Verbindung und erlaubt so weitere Caspase-
3-Aktivierung (Forcet et al., 2001).

2. Der entstandene Caspase-Aktivierungs-Komplex aktiviert andere
Effektorcaspasen und die Procaspase-3 Interaktion mit Netrin-1-gebundenen
DCC kénnte ein Reservoir unverfligbarer Caspase-3 reprasentieren. Dies ware
auch eine Erklarung fir die antiapoptotische Eigenschaft von DCC in Prasenz
von Netrin-1 (Mehlen et al., 1998, Forcet et al., 2001).

Auch ist in diesen Modellen die Aktivierung der Procaspase-3 nicht geklart. Zur
Diskussion steht die Moglichkeit, dass diese durch eine Protease, die nicht zu
den Caspasen gehdrt, in Gang gesetzt wird (Mehlen und Furne, 2005).
Alternativ liegen Ergebnisse vor, dass Procaspasen ebenfalls zu einem
gewissen Grade proteolytisch wirksam sind und Zellen anti-Apoptoseproteine
(IAPs) als Inhibitoren bilden (Yang et al., 1998, Salvesen und Duckett, 2002).
Auch eine Caspaseaktivierung ohne daraus resultierenden Zelltod wird in der
Literatur beschrieben (Fernando et al., 2002, Campbell und Holt, 2003). Dies
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kdnnte darauf hinweisen, dass der programmierte Zelltod, vielmehr durch
Amplifikation von Caspasen, als durch ihre Initiation ausgelést wird. Eine
Vorstellung, die die Wichtigkeit der zellularen Kontrolle der Caspase-
Aktivierung/Inaktivierung im Hinblick auf das Schicksal der Zelle unterstreicht.
Zelltod wére das Resultat einer Verschiebung von niedriger zu hoher Caspase-
Aktivierung (Mehlen und Furne, 2005).

NatUrlich sind diese Theorien noch sehr lickenhaft, der Mechanismus der
Caspase-3- und Caspase-9-Aktivierung sowie welche weiteren Molekule bei der
Vermittlung der Apoptose beteiligt sind ist unklar.

Netrin-1 ermdglicht Zellen durch Inhibition der Apoptose sich zu entwickeln.
Uber klassische Signalkaskaden greift Netrin-1 in Mechanismen ein, die die
zellulare Migration, Proliferation und Differenzierung kontrollieren (Etienne-
Manneville und Hall, 2002, Forcet et al., 2002, Shekarabi et al., 2005).

Gut erforscht sind diese Pfade bei der axonalen Lenkung in der Embryologie.
Ligandengebundenes DCC aktiviert in diesem Zustand die kleinen GTPasen
Cdc42 und Rac-1, die Serin/Threonin Kinase p21-activated kinase (Pak-1) und
Wiskott-Aldrich sydrome protein (N-WASP), die Uber ein komplexes
Zusammenspiel die Expansion des axonalen Wachstumskegels fordern
(Shekarabi et al., 2005). Alternativ vermittelt die MAP-Kinase Erk-1/2
(Extracellular signal regulated kinase) Uber eine Phosphorylierungskaskade
axonalen Wachstum (Forcet et al., 2002). Ein ahnlichen Effekt wird durch die
Aktiverung von Phospholipase C und der Proteinkinase FAK (Focal adhesion
kinase) erreicht (Li et al., 2004, Xie et al., 2006). GTPasen und MAP-Kinasen
modulieren ebenfalls die Organisation des Zytoskeletts und nehmen so Einfluss
auf Zellmotilitét, Differenzierung und Proliferation (Stappenbeck und Gordon,
2001, Etienne-Manneville und Hall, 2002, Li et al., 2002). Auch wurde nach
Bindung von Netrin-1 ein Anstieg von cAMP beschrieben (Corset et al., 2000,
Hong et al., 2000). Eine Arbeitsgruppe postuliert jedoch, dass dabei der
Adenosinrezeptor A2b als Co-Rezeptor eine Rolle spielt (Corset et al., 2000).
Auf der Ebene der Proteinbiosynthese beteiligen sich Netrin-1 und DCC auch
an der Regulierung der Transkription und Translation, zum Beispiel via dem
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Transkriptionsfaktor NFAT (nuclear factor of activated T cells) (Graef et al.,
2003). Es ist jedoch unklar welche Gene das Ziel dieser Intervention sind.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass DCC-exprimierende Zellen
Netrin-1 zum Uberleben benétigen und dieser Umstand eine wichtige Rolle im
weiteren Schicksal der Zelle spielt. Physiologisch kommt das Parchen DCC-
Netrin-1 in zahlreichen Geweben vor. Besonders anschaulich ist seine Rolle bei
der homdostatischen Regulation des Darmepithels beschrieben. Netrin-1 wird
hauptsachlich in den Krypten, dem Ort der zellularen Proliferation und
Differenzierung, sezerniert, wahrend DCC der ganzen Zotte entlang exprimiert
wird. Auf ihrer Reise in Richtung Zottenspitze sind die Epithelzellen einer immer
geringer werdenden Konzentration von Netrin-1 ausgesetzt, sterben schlieBlich
den natirlichen Zelltod und werden abgeschilfert. Eine Uberexpression von
Netrin-1 fahrt jedoch zu spontanen gastrointestinalen Neoplasien (Mazelin et
al., 2004). Analog hat der Einbau einer intakten Kopie von Chromosom 18 in
eine humane Kolonkarzinomlinie, die kein DCC mehr exprimiert hatte, zur
Produktion von DCC-Transkripten gefuhrt und Tumorwachstum supprimiert
(Tanaka et al., 1991). Zuséatzlich hat die ektope Expression von DCC in
Keratinozytenzelllinien ohne DCC-Expression in gezlchteten Mausen
Tumorwachstum unterdrickt (Klingelhutz et al., 1993). Interessanterweise wird
in derselben Studie Tumorremission mit erneutem Verlust von DCC assoziiert.
Diese Ergebnisse und der Nachweis von LOH auf Chromosom 18 haben DCC
die Reputation eines Tumorsuppressorgens eingebracht. Jedoch gibt es daran
einigen Zweifel. Zum einen sind somatische Punkimutationen, ein wichtiges
Argument fir Tumorsuppressorgene, des DCC-Gens sehr selten, zum anderen
residieren auf dem kurzen Arm von Chromosom 18 andere potentielle
Tumorsuppressorgene (Thiagalingam et al., 1996). AuBerdem zeigen M&use,
die heterozygot DCC-Mutationen tragen, keinen pradisponierenden Phanotyp

fir Neoplasien (Fazeli et al., 1997).
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Abbildung 2: Ein Modell uber die mutmaBlichen apoptotischen
Signalwege der Abhéangigkeitsrezeptoren DCC und UNC5H.

Caspase-3 oder eine unbekannte Protease schneidet DCC an Asp1290. Dies
fihrt stromaufwarts der Schnittstelle zur Bildung des Caspase-Aktivierungs-
Komplexes im Bereich der Aminosauren 1121-1290. Dieser auch als
Abhangigkeitsdoméne bezeichnete Bereich kénnte als Grundgertst fir die
Aktivierung von Caspase-9 dienen. Die Abhangigkeitsdoméne enthalt
vermutlich Caspase-9 und APPL/DIP-13 alpha. Im Fall von DCC kénnte die
stromabwaérts der Schnittstelle gelegene C-terminale Region die
Abhangigkeitsdomé&ne maskieren und auf diese Weise den Caspase-
Aktivierungs-Komplex inhibieren. Wahrscheinlich 1auft dieser Vorgang
unabhangig von den Uber die Mitochondrien oder den Todesrezeptoren
gesteuerten apoptotischen Signalwegen ab (Abbildung modifiziert nach
Arakawa, 2004).



Einleitung 33

1.11 Netrin-1-Interaktion mit weiteren Rezeptoren

Netrin-1 vermittelt auch tUber weitere Rezeptoren Wirkungen, die in der Genese
von Tumoren eine wichtige Rolle spielen.

Die Familie um UNC5H reprasentiert ebenfalls eine Gruppe von Netrin-1
Rezeptoren. UNC5H interagiert bei Prozessen der axonalen Lenkung mit der
intrazytoplasmatischen Doméane von DCC. Ihm wird eine repulsive Rolle beim
Wachstum von Axonen zugeschrieben (Hong et al., 1999, Llambi et al., 2001).
Uber ein Mitglied dieser Familie, UNC5B, scheint Netrin-1 Leukozyten in vitro
zu hemmen und nimmt somit eine immunevasive Rolle an. Da UNC5B sowohl
auf Monozyten, Granulozyten als auch auf Lymphozyten hoch exprimiert
vorliegt, kénnte Netrin-1, wenn lokal sezerniert, dort zu hochgradig komplexen
Immunsuppression fuhren (Ly et al., 2005).

Netrin-1 greift Gber den Rezeptor Neogenin in die Angiogenese ein (Park et al.,
2004), welche fir das Uberleben und die Progression insbesondere von
héhergradigen Astrozytomen einen wichtigen Mechanismus darstellt. Eine
Stimulation der Proliferation, Migration und Adhasion von Endothelzellen und
glatten GefaBmuskelzellen durch Netrin-1 wird beobachtet. Netrin-1wird dabei
eine ahnliche Potenz wie VEGF zugeschrieben (Park et al., 2004).

Uber die Integrine alpha6beta4 und alpha3betal nimmt Netrin-1 EinfluB auf die
Migration von Epithelzellen. Ob diese Integrine als eigensténdige Rezeptoren
agieren oder Teile eines Rezeptorkomplexes reprasentieren, ist jedoch unklar
(Mehlen und Furne, 2005). Motilitatsfordernde Eigenschaften werden auch dem
Rezeptor Neogenin zugeschrieben (Srinivasan et al., 2003, Strizzi et al., 2005).
Ob der Adenosinrezeptor A2B als Rezeptor fir Netrin-1 fungiert ist ebenso
unklar wie seine Rolle bei der axonalen Lenkung (Mehlen und Furne, 2005).

So ist Netrin-1 ein protentieller Kandidat, um eine zentrale Rolle in der

Tumorentstehung und Progression zu spielen.
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1.12 Fragestellung

Auf Grund der oben diskutierten Punkte erscheint der Netrin-1-DCC
Aktivierungsweg als ein vielversprechendes Untersuchungsobjekt. Fir DCC
wird eine Herunterregulierung in Astrozytomen postuliert, jedoch gibt es keine
Untersuchung, die die Expression von Ligand und Rezeptor in denselben
Proben umfasst. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, die Expression von
Netrin-1 und DCC in Astrozytomen der WHO-Grade I-IV sowie im Normalgehirn
zu analysieren. Diese Analyse erfolgt auf Protein-Ebene mittels
Immunhistochemie. Fir Netrin-1 liegen zu diesem Thema bislang noch keine
Daten vor. Auf Grund seiner multimodalen Eigenschaften wird die Expression
von Netrin-1 getrennt in Endothelzellen sowie auf normalen und neoplastischen
Astrozyten untersucht. Eine Charakterisierung der Expressionslevels von
Netrin-1 und DCC an Primar- und Rezidivitumoren, im Zentrum des Tumors
sowie in der Infiltrationszone soll mdgliche temporo-spatiale Unterschiede
aufdecken. Uberdies soll die Assoziation der Netrin-1 und DCC
Expressionsraten mit dem Uberleben der Patienten analysiert werden, um so
eine mogliche Bedeutung der Faktoren in Hinblick auf die klinische Prognose
herauszufinden.

Diese Untersuchung soll dem weiteren Verstandnis der Entstehung und
Progression humaner astrozytarer Tumoren dienen und Grundlagen fir
potentielle Therapiestrategien schaffen, welche in diese Kaskade eingreifen
kénnen.

Zum besseren Verstandnis wird in den folgenden Kapiteln die Expression der in
dieser Arbeit verwendeten Antikdrper auf Proteinebene mit dem Terminus

Immunreaktivitat bezeichnet.
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2. Material und Methoden

2.1 Definition der Auswahl der Gewebeproben

Fir die vorliegende Arbeit wurden Gewebeproben aus dem Archiv des Instituts
fir Hirnforschung der Universitat TlUbingen ausgewahlt. Die Gewebeproben
sind zwischen 1993 und 2003 in den neurochirurgischen Abteilungen des
Universitatsklinikums Tubingen sowie der Asklepios Klinik Schildautal Seesen
entnommen worden.

Insgesamt handelt es sich hierbei um 194 in Paraffin eingebettete Astrozytome,
aufgeteilt in 26 pilozytische Astrozytome WHO-Grad |, 37 diffuse Astrozytome
WHO-Grad |l (davon 29 fibrillare, 5 gemistozytare, 3 protoplasmatische), 52
anaplastische Astrozytome WHO-Grad Ill und 79 priméare Glioblastome WHO-
Grad IV. Unter den Proben befinden sich keine sekundaren Glioblastome, die
aus niedriggradigen Astrozytomen entstanden sind. Zusatzlich wurden von 25
Glioblastomen korrespondierende Infiltrationszonen definiert, die die
Ausdehnung des Tumors in die Peripherie markieren. Erstrezidive wurden von
31 primaren Glioblastomen in die Untersuchung aufgenommen.

Um einen Vergleich zu gesundem Gehirngewebe zu erhalten, wurden 23
Gewebeproben aus der Normalhirnbank des Instituts fir Hirnforschung
Tubingen herangezogen.

Die Reevaluation erfolgte durch mindestens zwei Neuropathologen, wobei nur
eindeutig nach den WHO-Kriterien (Louis et al., 2007) klassifizierte Tumoren in
die Untersuchung einbezogen wurden. Die Festlegung der Infiltrationszonen fir
die WHO-Grad IV Tumoren erfolgte anhand histologischer Merkmale.
MaBgeblich war hierbei eine - im Vergleich zum Tumorzentrum - etwa auf die
Halfte erniedrigte Zelldichte, geringgradige Aplasiezeichen sowie eindeutig
erkennbares residuelles ZNS-Gewebe.

Die Untersuchung der Tumor-Paraffinblécke der Patientinnen und Patienten
erfolgte nach Zustimmung der Ethikkommission der Universitat Tubingen.
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2.1.1 Herstellung histologischer Praparate

Die Tumore wurden nach ihrer Entnahme in 4%-igem Formalin in
phosphatgepufferter Formalinlésung fixiert (pH 7,4). Nach Fixierung in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 70%, 80%,96%) wurden die Proben sowohl
zweimal in einem Gemisch aus 100% Alkohol und Chloroform als auch zweimal
in unverdinntem Chloroform entwéssert und in Paraffin eingebettet. Von diesen
Paraffinblécken wurden anschlieBend am Mikrotom (Microm HM 355 S,
Walldorf, Germany) ca. 3 um dicke Schnitte angefertigt und diese auf Silan-
beschichtete Objekttrager (SuperFrost Plus, Microm International, Walldorf,

Deutschland) aufgezogen.

2.2 Tissue Microarrays

Die Methode der Gewebeaufarbeitung mittels Tissue Microarrey (TMA) bietet
im Rahmen von immunhistochemischen Untersuchungen ein effizientes und
somit schnelles Screeningverfahren im Vergleich zur konventionellen
Immunhistochemie.

Erstmals beschrieben wurde dieses Verfahren 1998 (Kononen et al., 1998). Es
bietet den Vorteil, dass je nach Gewebebeschaffenheit und je nach GréBe des
Paraffinblocks bis zu 1000 Gewebeproben in einen einzigen Paraffinblock
eingebracht und untersucht werden kdnnen.

Bei der Herstellung der TMA-Paraffinblécke wurden zunachst konventionelle
HE-Farbungen der Donor-Tumoren erstellt und lichtmikroskopisch untersucht,
wobei das Areal flr den TMA-Block farblich markiert wurde. Dabei wurden die
verschiedenen Gebiete (Tumor, Infiltrationszone, weie bzw. graue Substanz)
mit unterschiedlichen Farben gekennzeichnet. Danach wurden die
gekennzeichneten Areale von den HE-gefarbten Schnitten auf die jeweiligen
Akzeptor-Blécke Ubertragen. Dieser Aufwand musste betrieben werden, um
unerwinschte Bezirke wie Nekrosen oder Einblutungen auszuschlieBen.

Die Herstellung der Tissue Microarrays erfolgte mit der TMA-Maschine

(Beecher Instruments Inc., Sun Prairie; WI, USA) nach der Methode von
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Kononen (Kononen et al., 1998). Mit Hilfe der TMA-Maschine wurden dabei
Locher im Abstand von 1,5 mm in einen leeren Paraffinblock gestanzt und
danach sofort mit Gewebezylinder aus dem Donor-Block gefullt. Die Fixierung
des frischen Paraffinblocks erfolgte durch Festschrauben an der Plattform der
TMA-Maschine, um eine exakte Positionierung des Paraffinblocks zu
gewahrleisten. Fir alle Gewebezylinder des Donor-Blocks wurde ein
Durchmesser von 600 um gewahlt. Um die Gefahr von Gewebeverlusten bei
der spateren Weiterverarbeitung der TMA-Bl6cke zu minimieren, wurde die
Anzahl der Gewebeproben pro Paraffinblock auf 108 limitiert.

Mit einem auf 42° Celsius vorgewarmten Objekttrdger wurden die fertigen
Paraffinblocke versiegelt, um ein Herausgleiten der Gewebezylinder beim
Schneidevorgang zu verhindern. Von diesen Paraffinblécken wurden
anschlieBend am Mikrotom (Microm HM 355 S, Walldorf, Germany) ca. 3 um
dicke Schnitte angefertigt und diese auf Silan-beschichtete Objekttrager
(SuperFrost Plus, Microm International, Walldorf, Deutschland) aufgezogen.

Die Antrocknung der Paraffinschnitte erfolgte im Brutschrank bei 37 ° Celsius.

Abbildung 3: MTA-1 Manual Tissue Arrayer (Abbildung nach Beecher
Instruments Inc., Sun Prairie, Wi, USA).
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2.3 Immunhistochemie

2.3.1 Aligemeines

Die Methode der Immunhistochemie (IHC) gibt dem Untersucher die
Moglichkeit, bestimmte Proteine anhand spezifischer Antikérper in
Gewebeschnitten nachzuweisen. So genannte Primarantikdrper binden mit
ihrem F(ab)-Fragment an bestimmte Proteinabschnitte (Epitope), die sich
beispielsweise in der Zellmembran, im Zytoplasma oder auch im Kern befinden.
Je nach Herstellungsart handelt es sich um monoklonale Antikdrper, die gegen
ein fUr sie spezifisches Epitop gerichtet sind, oder um polyklonale Antikérper,
die mehrere Epitope erkennen und binden kénnen.

Im formalinfixiertem Gewebe kommt es zu kovalenten Bindungen zwischen den
Proteinen und dem Formalin, welche zu Proteindenaturierung mit sterischer
Konformationsénderung fuhrt. Dadurch werden Zielproteine maskiert und
stehen flr eine Antikdrperbindung nicht mehr zur Verflgung. Daher ist eine
Antigendemaskierung  notwendig. Diese  erfolgt durch  thermische
Vorbehandlung, meist in einem Mikrowellenherd im Pufferbad, wobei die
Proteine renaturiert und die maskierten Epitope freigelegt werden.

Zur besseren Darstellung der Bindung des Primarantikbrpers wird ein
Sekundarantikérper auf den Objekttrager pipettiert. Dieser tragt Biotin an
seinem Fc-Abschnitt kovalent gebunden und bindet an den Fc-Abschnitt des
Primarantikbrpers. Bei den immunhistochemischen Untersuchungen dieser
Arbeit wurde die Avidin-Biotin-Komplex-(ABC-) Methode (nach Hsu et al., 1981)
eingesetzt. Diese Methode macht sich die starke Affinitat zwischen Avidin und
Biotin zu Nutze. Fir eine erfolgreiche Farbereaktion ist die Interaktion des
Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes mit dem biotinylierten Ende des
Sekundarantikérpers entscheidend. Dadurch kommt es zu einer Akkumulation
der Peroxidase in Folge der Bindung des Primarantikdrpers am Zielprotein. Der
Enzymkomplex wird nach Zugabe des Farbstoffes Diaminobenzidin (DAB) in

einen braunen Farbstoff umgewandelt, der lichtmikroskopisch sichtbar ist.
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Abbildung 4: Avidin-Biotin-Komplex-Methode (Abbildung modifiziert nach

www.pathologie-online.de).

2.3.2 Antikérper

Zur Darstellung von DCC wurde ein monoklonales Immunglobulin aus der
Maus, das der Klasse IgG1 kappa angehért, eingesetzt. Als
Primarantikérperlésung wurde eine 1:10 Verdinnung des Antikérpers in TBS
angefertigt und in der immunhistochemischen Fé&rbung eingesetzt. Der
Antikérper gegen DCC stammt aus dem Klon DM51 der Firma Novocastra
Laboratories, Newcastle upon Tyne, GroBbritannien.

Beim Antikérper gegen Netrin-1 handelt es sich um ein polyklonales
Immunglobulin, das im Hasen gezlchtet wurde. Zur Untersuchung wurde der
Klon H-104 (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA) in einer
Verdinnung 1:20 eingesetzt, der gegen die Aminosauresequenzen zwischen
Position 501 und 604 des menschlichen Netrin-1 gerichtet ist.

Die immunhistochemischen Farbungen wurden fir alle oben erwahnten Tumor-

und Normalhirngewebeproben durchgefihrt.
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2.3.3 Durchfiihrung der immunhistochemischen Untersuchungen

Die TMA-Schnitte wurden zunachst zur Entparaffinierung fir 30 min in ein
Chloroformbad gelegt, daraufhin erfolgte die Entwasserung der Schnitte in einer
absteigenden Alkoholreihe (100%, 100%, 96%, 70%, Aqua dest.) fur jeweils
zwei Minuten. Die Demaskierung der Antigene erfolgte durch Kochen der TMA-
Schnitte in Citratpuffer (pH 6,0) in der Mikrowelle bei 800 Watt fir 20 Minuten.
Danach wurden die Schnitte auf Raumtemperatur abgekihlt und die endogene
Peroxidase-Aktivitdt mit 1% H>0, in 100% Methanol (15 Minuten) geblockt. Um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden im n&chsten Schritt die
Schnitte fur 15 Minuten mit 1:10 in TBS-Lésung verdinntem Schweineserum
inkubiert.

Daraufhin wurde der DCC-Antikérper 1:10 in TBS-Lésung verdiinnt und auf die
Schnitte aufgetragen. Der Antikérper gegen Netrin-1 wurde in analoger Weise
appliziert, wobei das Mischungsverhéltnis hier bei 1:20 mit der TBS-Lésung lag.
Die Schnitte wurden zur Inkubation mit den Antikérpern bei 4° Celsius im
Klhlraum Gber Nacht gelagert. Nach dem Spilen mit TBS-Lésung wurde je
nach verwendeten Primdrantikdrper entweder ein biotinilierter anti-Maus F(ab’)2
oder anti-Hase F(ab’)2-Briickenantikérper (Dako Cytomation, Carpinteria, CA,
USA) im Mischungsverhaltnis 1:400 fir 30 Minuten bei Raumtemperatur auf die
TMA-Schnitte aufgetragen. Nach einem weiteren Waschgang wurden die
Schnitte mit dem Peroxidase-gekoppelten Avidin-Biotin-Komplex (Dako
Cytomation, Carpinteria, CA, USA) behandelt und 30 Minuten inkubiert. Es
folgte ein weiterer Waschgang bevor mit 3,3’-Diaminobenzidin (DAB, Sigma,
Deisenhofen, Deutschland) als Chromogen die spezifischen Antikérper-Antigen-
Bindungen farblich sichtbar gemacht wurden (Hsu et al., 1981).

Um die Zellkerne besser erkennen zu kbénnen, wurden die Schnitte mit
Hamatoxylin gegengefarbt, gefolgt von einer kurzen Differenzierung in HCL-
Alkohol (0,1 %). Zur Entwasserung durchliefen die Schnitte eine aufsteigende
Alkoholreihe (70%, 96%, 100%, 100%, jeweils zwei Minuten) und drei mal flnf
Minuten Xylol. Danach konnten sie mit einem Deckglas versehen werden,

wobei Eukit als Eindeckmedium verwendet wurde.
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Die Spezifitdt der Methode wurde sowohl bei DCC als auch bei Netrin-1 mit
Dickdarmschleimhautgewebe als Positivkontrolle Gberprift. Als Negativkontrolle
erfolgte die Auftragung von reiner TBS-L6sung an Stelle des Priméarantikdrpers
bevor die Schnitte Gber Nacht inkubierten.

2.4 Lichtmikroskopische Auswertung

Die Auswertung wurde an einem Lichtmikroskop (Olympus, Vanox AHBT 3,
Hamburg, Deutschland) in 20-facher VergréBerung durchgefihrt. Die
quantitative Auswertung der TMA-Gewebeproben erfolgte mit Hilfe eines
Zahlokulars. Dabei wurden von jeder Tumor- und Normalhirnprobe die
Kastchen jeweils bis 100 Zellen inklusive der weiteren Zellen im letzten
Kastchen gezahlt, wobei die Flache eines Kastchens 0.0025 mm?2 betrug. Bei
geringerem Zellvorkommen wurden alle 100 Kastchen des Zahlokulars
ausgezahlt. Dies geschah, um die Zelldichte pro mm des Gewebes ermitteln zu
kénnen. Eine eindeutige zytoplasmatische Farbung wurde bei beiden
Antikbrpern als positiv gewertet.

Bei der Auswertung der TMA-Schnitte wurden weder Zellen in BlutgefaBen
noch Neurone oder Leukozyten beriicksichtigt. Auch positiv geféarbte Strukturen,
die keiner Zelle eindeutig zugeordnet werden konnten, wurden nicht
berlcksichtigt.

Die Anzahl der Endothelzellen wurde in allen Tumoren und im Normalhirn nach
der gleichen Methode wie die Tumorzellen bestimmt. Es wurden nur
Endothelzellen, die eindeutig einem GefaB zugeordnet werden konnten sowie
die Zellen aller Zellschichten in GefaBproliferaten, falls vorhanden, gezahilt.

Alle in dieser Arbeit gezeigten Abbildungen wurden mit der Digitalkamera
Olympus-DP72 und der Software analySIS docu am Mikroskop Olympus BX41

(alle Olympus, Hamburg, Deutschland) aufgenommen.
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2.5 Erfassung der epidemiologischen und klinischen Patientendaten

In Zusammenarbeit mit der Abteilung flr Allgemeine Neurologie und den
Abteilungen far Neurochirurgie des Universitatsklinikums Tibingen sowie der
Asklepios Klinik Schildautal in Seesen wurde die Erfassung der Patientendaten
(Alter, Geschlecht, Uberleben) durchgefihrt.

Als Ende der Datenerhebung wurde der 15. Dezember 2005 festgelegt. Die
Krankengeschichte der an einem Astrozytom erkrankten Patienten konnte bis
zu 12,6 Jahre zurlckverfolgt werden. Es verstarben 102 Patienten nach einem
mittleren Uberleben von 22,2 Monaten in diesem Zeitintervall. Am Leben waren
noch 78 Patienten bei einem Mittelwert der Rickverfolgung von 44,4 Monaten.
Unter den Verstorbenen wurde bei 54 Patienten ein Glioblastom WHO-Grad |V
diagnostiziert, 31 litten an einem anaplastischen Astrozytom WHO-Grad Ill, 16
an einem diffusen Astrozytom WHO-Grad Il und ein Patient an einem
pilozytischen Astrozytom WHO-Grad |.

Von 14 Patienten lieBen sich nach ihrer Operation keine Daten ermitteln, so
dass dieses Patientengut nicht in die Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse

miteinbezogen werden konnte.

2.6 Statistische Auswertung

Der Anteil der als positiv gewerteten Zellen an der Gesamtzahl der Zellen
wurde unter Heranziehung des Arcussinus der Quadratwurzel transformiert. Mit
der ,one way analysis of variance“ (ANOVA) wurden die arithmetischen Mittel
verglichen. Unter Einhaltung der Signifikanzschwelle von 5% wurde der post-
hoc Vergleich mit dem Tukey-Kramer HSD Test durchgefihrt. Zur Analyse
signifikanter Unterschiede zwischen den Einzelnen Gruppen wurden
individuelle p-Werte mit dem Arcussinus der Quadratwurzel berechnet. Der
Student t-test wurde zum individuellen, paarweisen Vergleich herangezogen.

Die ruckiransformierten Mittelwerte werden zusammen mit ihrem 95%-

Konfidenzintervall (KI) angegeben.
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Zur Beschreibung des Uberlebenszeitraumes der Patienten wurde eine
univariate Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse durchgefithrt. Der Vergleich der
Uberlebenskurven erfolgte mit Hilfe des Wilkoxon Tests fiir zensierte Daten.
Exponentielle Verteilungen wurden mit Hilfe des maximal likelihood Verfahrens
den individuellen Uberlebenskurven angepasst und mit dem likelihood ratio
Kriterium auf Unterschiede getestet. Die Anpassung der p-Werte (soweit nicht
bereits mit post-hoc Vergleich mittels Tukey-Kramer HSD Test untersucht)
aufgrund von multiplem Testen erfolgte mit der Methode von Bonferroni-Holm.
Die rucktiransformierten Mittelwerte werden zusammen mit ihrem 95%-
Konfidenzintervall (KI) angegeben. Signifikante Unterschiede sind wie folgt
angegeben: * 0.01<p=<0.05, ** 0.0001<p=<0.01, *** p<0.0001.

Alle statistischen Berechnungen erfolgten mit dem Statistikprogramm JMP IN
5.1.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Auswertung der Zellzahl

3.1.1 Zelldichte in Astrozytomen und Weisser Substanz

Es kann ein statistisch signifikanter Anstieg der Gesamtzellzahl pro mm?2 Uber
die niedriggradigen Astrozytome hin zu den Glioblastomen WHO-Grad IV
beobachtet werden. Ein leichter, jedoch statistisch nicht signifikanter Abfall der
Zellzahl ist bei den diffusen Astrozytomen WHO-Grad |l festzustellen.

Die Weisse Substanz zeigt einen Mittelwert von 1086 Zellen/mm?2 auf (95%
Konfidenzintervall (KI) 943-1230 Zellen/mm?) und unterscheidet sich damit
signifkant von Astrozytomen WHO-Grad Il und Glioblastomen WHO-Grad IV
(jeweils p<0,0001). Fur pilozytische Astrozytome WHO-Grad | ergibt sich ein
Mittelwert von 2876 Zellen/mm? (95% KI 2194-3556 Zellen/mm?2). Tumoren
dieser Gruppe unterscheiden sich signifikant zum Glioblastom WHO-Grad IV
(p<0,0001). Diffuse Astrozytome WHO-Grad Il zeigen 2256 Zellen/mm? auf
(95% Kl 1990-2522 Zellen/mm?) und unterscheiden sich damit signifikant von
Astrozytomen WHO-Grad Ill und vom Glioblastom WHO-Grad IV (Il zu Il
p=0,0011, Il zu IV: p<0,0001). FOr anaplastische Astrozytome WHO-Grad Il
ergeben sich im Mittelwert 3879 Zellen/mm? (95% KI 3231-4527 Zellen/mm?2)
und fir Glioblastome WHO-Grad IV 6159 Zellen/mm? (95% KI 5375-6943
Zellen/mm?). Auch fur diese beiden Tumorgruppen zeigt sich ein signifikanter
Unterschied (p<0,0001).

Diese Ergebnisse bestatigen durch ihre Ubereinstimmung mit den
histopathologischen Beobachtungen die Zuverlassigkeit der Gewebeauswabhl.
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Abbildung 5: Gesamtzellzahl pro mm? in Astrozytomen WHO-Grad I-IV.
Darstellung der Mittelwerte mit ihren 95%-Konfidenzintervallen.

Erlduterung zur Darstellung signifikanter Unterschiede in den Abbildungen:
*0.01<p=<0.05, ** 0.0001<p=<0.01 und *** p<0.0001.

3.1.2 Zelldichte in Tumorzentrum und Infiltrationszone

In den Infiltrationszonen der 21 untersuchten Glioblastome zeigt sich ein
Mittelwert von 2848 Zellen/mm? (95% Kl 2156-3539 Zellen/mm?), fir die
dazugehdrigen Tumorzentren ergibt sich ein Mittelwert von 5813 Zellen/mm?2
(95% Kl 4464-7163 Zellen/mm?). Daraus folgt eine hoch signifikante Abnahme
der Zelldichte in den Infiltrationszonen mit einem p-Wert <0,0001 (bei einer
mittleren Differenz von 3130 Zellen/mm?, 95% Kl 1752-4507).
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Abbildung 6: Darstellung der matched-pairs Analyse der Zelldichte in
Tumorzentrum und Infiltrationszone beim Glioblastom (N=21).

Zusammengehodrige Gewebepaare sind mit einer Linie verbunden.
3.1.3 Zelldichte bei Rezidiv im Vergleich zum Primartumor

Bei den 20 analysierten Rezidiven kann im Vergleich zu den
korrespondierenden primaren Glioblastomen ein signifikanter Abfall der Zellzahl
pro mm? bei einem p-Wert von 0,0061 festgestellt werden (bei einer mittleren
Differenz von 2899 Zellen/mm?, 95% Kl 930-4867).
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Abbildung 7: Darstellung der matched-pairs Analyse der Zelldichte von
primaren Glioblastomen und ihren Rezidiven (N=20). Zusammengehdrige

Gewebepaare sind mit einer Linie verbunden.

3.2 Immunreaktivitat von DCC

3.2.1 DCC Immunreaktivitat in Astrozytomen und Normalhirn

Far pilozytische Astrozytome WHO-Grad | ergibt sich ein Mittelwert von 12,4%
(95% KI 6,1-20,4%) DCC positiver Zellen. Fir diffuse Astrozytome WHO-Grad
Il ermittelt sich ein Mittelwert von 16,1% (95% Kl 10,1-23,2%), flr anaplastische
Astrozytome WHO-Grad Il ein Mittelwert von 34,1% (95% Kl 27,4-41,1%) und
fur Glioblastome WHO-Grad IV ein Mittelwert von 29,9% (95% Kl 24,0-36,1%).

Die DCC Immunreaktivitdt in den vier verschiedenen Tumordignitaten zeigt
signifikant erhdhte Werte flr Glioblastome WHO-Grad IV im Vergleich zu
Astrozytomen WHO-Grad | und Astrozytomen WHO-Grad Il (IV zu |: p=0,0009,
IV zu 11=0,0039). Ebenfalls ergibt sich fur Astrozytome WHO-Grad Il im
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Vergleich zu Astrozytomen WHO-Grad Il und Astrozytomen WHO-Grad | eine
signifikant erhéhte Immunreaktivitat (lll zu II: p=0,0004, Il zu I: p<0,0001).

Beim Vergleich der 16 Normalhirnproben hinsichtlich ihrer Immunreaktivitat far
DCC lasst sich ein Mittelwert von 7,4% (95% Kl 3,0-13,4%) fur Graue Substanz
und ein Mittelwert von 24,8% (95% KI 16,7-33,8%) flr Weisse Substanz
errechnen. Der paarweise Vergleich der Immunreaktivitdt von DCC in
Normalhirnen zeigt eine signifikant erhdhte Immunreaktivitat in der Weissen
Substanz im Vergleich zur Grauen Substanz auf (p=0,0114).
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Abbildung 8: Immunreaktivitit von DCC in Weisser Substanz und
Astrozytomen WHO-Grad I-IV. Darstellung der Mittelwerte mit ihren 95%-

Konfidenzintervallen.
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Abbildung 9: Darstellung der matched-pairs Analyse der DCC
immunreaktiven Zellen in Grauer und Weisser Substanz im paarweisen
Vergleich (N=16).

Zusammengehodrige Gewebepaare sind mit einer Linie verbunden.
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Abbildung 10: Reprasentative Auswahl der immunhistochemischen
Farbungen von DCC in Normalhirnmark und -rinde sowie in Astrozytomen
WHO-Grad I-1V. Die Bilder sind wie folgt angeordnet: Normalhirnmark (A, 40x-
VergroBerung), Normalhirnrinde (B, 20x), pilozytisches Astrozytom WHO-Grad
I (C, 40x), diffuses Astrozytom WHO-Grad Il (D, 40x), anaplastisches
Astrozytom WHO-Grad Il (E, 40x) und Glioblastom WHO-Grad IV (F, 40x). Die
Mittelwerte der DCC immunreaktiven Zellen, deren 95%-Konfidenzintervall und
signifikante Unterschiede der Immunreaktivitat sind Abbildung 8 zu entnehmen.
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3.2.2 DCC Immunreaktivitat in der Infiltrationszone von Glioblastomen

In 24 untersuchten Infiltrationszonen von Glioblastomen ergibt sich ein
Mittelwert von 24,7% (95% KI 16,4-34,1%) DCC immunreaktiver Zellen,
wahrend in 22 untersuchten Tumorzentren ein Mittelwert von 31,6% (95% KiI
22,1-42,0%) aus der Analyse hervorgeht. Im paarweisen Vergleich lasst sich
kein signifikanter Unterschied in der Immunreaktivitdt von DCC feststellen
(p=0,1293).
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Abbildung 11: Darstellung der matched-pairs Analyse der DCC
immunreaktiven Zellen in Infiltrationszone und Tumorzentrum (N=21).

Zusammengehdérige Gewebepaare sind mit einer Linie verbunden.
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3.2.3 DCC Immunreaktivitat in Glioblastom-Rezidiven

Die Analyse von 24 Rezidivtumoren primarer Glioblastome ergibt einen
Mittelwert von 31,4% (95% Kl 21,5-42,3%) DCC positiver Zellen, in den
untersuchten 26 Primartumoren errechnet sich ein Mittelwert von 35% (95% KI
25,1-45,6%). Im paarweisen Vergleich lasst sich kein signifikanter Unterschied
in der Immunreaktivitdt von DCC in Rezidiv- oder Primartumoren feststellen
(p=0,7732).
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Abbildung 12: Darstellung der matched-pairs Analyse der DCC
immunreaktiven Zellen in Primartumor und Rezidiv beim Glioblastom

(N=20). Zusammengehorige Gewebepaare sind mit einer Linie verbunden.
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3.3 Immunreaktivitat von Netrin-1

3.3.1 Netrin-1 Immunreaktivitat in Astrozytomen und Normalhirn

Die Auswertung der pilozytischen Astrozytome WHO Grad | ergibt einen
Mittelwert von 7,7% Netrin-1-reaktiver Zellen (95% Kl 4,1-12,2%). Fur diffuse
Astrozytome WHO-Grad 1l liegt der Mittelwert bei 26,0% (95% Kl 20,4-32,0%),
bei anaplastische Astrozytomen WHO-Grad Il bei 33,1% (95% Kl 27,9-38,5%),
gefolgt von einem Mittwelwert von 67,3% flr Glioblastome WHO-Grad IV (95%
Kl 61,7-72,6%).

In der statistischen Analyse ergibt sich fir Glioblastome WHO-Grad IV eine im
Vergleich zu den Tumoren von WHO-Grad I, Il und Il und zur Weissen
Substanz des Normalhirns signifikant erhdhte Immunreaktivitdt von Netrin-1
(jeweils p<0,0001). Anaplastische Astrozytome WHO-Grad Il weisen eine
signifikant erhéhte Immunreaktivitdt im Vergleich zu diffusen Astrozytomen
WHO-Grad | und zur Weissen Substanz auf (jeweils p<0,0001). Diffuse
Astrozytome WHO-Grad Il erweisen sich zu einem signifikant héheren Anteil
Netrin-1 immunreaktiv im Vergleich zur Gruppe der pilozytischen Astrozytome
WHO-Grad | und zur Weissen Substanz (Il zu |: p<0,0001, Il zu Weisser
Substanz: p=0,0025).

Die Analyse von 13 Proben Grauer Substanz und 16 Proben Weisser Substanz
ergibt einen Mittelwert von 13,3% Netrin-1 immunreaktiver Zellen fir die Gruppe
der Grauen Substanz (95% KIl: 8,7-18,7%) und einen Mittelwert von 12% flr die
Weisse Substanz (95% KI: 8,0-16,6%). Im paarweisen Vergleich ist kein
signifikanter Unterschied in der Immunreaktivitat von Netrin-1 zwischen Grauer
und Weisser Substanz festzustellen (p=0,5213).
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Abbildung 13: Immunreaktivitit von Netrin-1 in Weisser Substanz und
Astrozytomen WHO-Grad I-IV. Darstellung der Mittelwerte mit ihren 95%-

Konfidenzintervallen.
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Abbildung 14: Darstellung der matched-pairs Analyse der Netrin-1
immunreaktiven Zellen in Grauer und Weisser Substanz im paarweisen
Vergleich (N=11).

Zusammengehodrige Gewebepaare sind mit einer Linie verbunden.
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Abbildung 15: Reprasentative Auswahl der immunhistochemischen
Farbungen von Netrin-1 in Normalhirnmark und -rinde sowie in
Astrozytomen WHO-Grad I-IV. Die Bilder sind wie folgt angeordnet:
Normalhirnmark (A, 20x-VergréBerung), Normalhirnrinde (B, 20x),
Pilozytisches Astrozytom WHO-Grad | (C, 20x), diffuses Astrozytom WHO-Grad
Il (D, 20x), anaplastisches Astrozytom WHO-Grad Il (E, 20x) und Glioblastom
WHO-Grad IV (F, 20x). Die Mittelwerte der Netrin-1 immunreaktiven Zellen,
deren  95%-Konfidenzintervall ~und  signifikante = Unterschiede  der
Immunreaktivitat sind Abbildung 13 zu entnehmen.
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3.3.2 Netrin-1 Immunreaktivitat in der Infiltrationszone von Glioblastomen

Die Analyse der 23 Infiltrationszonen ergibt einen Mittelwert von 30,5% Netrin-1
immunreaktiver Zellen (95% Kl 21,6%-40,3%), in den Tumorzentren von 16
untersuchten Glioblastomen WHO Grad IV liegt der Mittelwert bei 62,3% (95%
K1 50,2%-73,6%).

Im paarweisen Vergleich ist die Netrin-1 Immunreaktivitat im Tumorzentrum im

Vergleich zur Infiltrationszone signifikant erhéht (p=0,0006).
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Abbildung 16: Darstellung der matched-pairs Analyse der Netrin-1
immunreaktiven Zellen in Infiltrationszone und Tumorzentrum (N=15).
Zusammengehdrige Gewebepaare sind mit einer Linie verbunden.

3.3.3 Netrin-1 Immunreaktivitat in Glioblastom-Rezidiven

In den 17 untersuchten Rezidiviumoren von Glioblastomen WHO-Grad IV liegt
der Mittelwert der Netrin-1 positiven Zellen bei 56,3% (95% Kl 45,7%-66,7%),
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wahrend in den 17 untersuchten Primartumoren 70,9% der Zellen
immunhistochemisch positiv reagieren (95% Kl 60,8%-80,0%).

Im paarweisen Vergleich ergibt sich kein signifikanter Unterschied fur die
Immunreaktivitat von Netrin-1 (p=0,2028).
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Abbildung 17: Darstellung der matched-pairs Analyse der Netrin-1
immunreaktiven Zellen in Primartumor und Rezidiv beim Glioblastom

(N=10). Zusammengehdérige Gewebepaare sind mit einer Linie verbunden.

3.3.4 Netrin-1 Immunreaktivitdt in GefaBen in Astrozytomen und

Normalhirn

Die Untersuchung der Netrin-1 Immunreaktivitdt in GeféaBen ergibt flr
pilozytische Astrozytome WHO-Grad | einen Mittelwert von 86,5% positiv
gefarbter Zellen (95% Kl 72,3%-96,1%). Fir diffuse Astrozytome WHO-Grad Il
wird ein Mittelwert von 66,5% (95% Kl 52,5%-79,2%), fur anaplastische
Astrozytome WHO-Grad Il ein Mittelwert von 70,2% (95% Kl 59,5%-79,8%)
und fir Glioblastome WHO-Grad IV ein Mittelwert von 95,2% (95% Kl 89,9%-
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98,6%) ermittelt. Fir GefaBe der Weissen Substanz in Normalhirnen ergibt sich
ein Mittelwert von 25,7% (95 Kl 12,0-42,5%).

Im statistischen Vergleich ist die Immunreaktivitat von Netrin-1 in den GefaBen
aller Tumorgruppen im Vergleich zur Weissen Substanz signifikant erhdht
(Weisse Substanz zu I, Ill und IV: p<0,0001, Weisse Substanz zu II: p=0,0004).
Der prozentuale Anteil Netrin-1 positiver Endothelzellen ist in Glioblastomen
WHO-Grad IV signifikant im Vergleich zu Tumoren der Gruppen Il und Il erhéht
(jeweils p<0,0001).
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Abbildung 18: Immunreaktivitit von Netrin-1 in GefaBen von Weisser
Substanz und Astrozytomen WHO-Grad I-IV. Darstellung der Mittelwerte mit
ihren 95%-Konfidenzintervallen.
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Abbildung 19: Reprasentative Auswahl der immunhistochemischen
Farbungen von Netrin-1 in GefaBen in Normalhirnmark sowie in
Astrozytomen WHO-Grad I-IV. Die Bilder sind wie folgt angeordnet:
Normalhirnmark (A, 40x-VergréBerung), Pilozytisches Astrozytom WHO-Grad |
(B, 40x), diffuses Astrozytom WHO-Grad Il (C, 40x), anaplastisches Astrozytom
WHO-Grad Il (D, 40x) und Glioblastom WHO-Grad IV (E, 40x). Die Mittelwerte
der Netrin-1 immunreaktiven Zellen, deren 95%-Konfidenzintervall und
signifikante Unterschiede der Immunreaktivitdt sind Abbildung 18 zu

entnehmen.
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3.4 Kaplan-Meier-Analyse fiir DCC und Netrin-1

In der statistischen Analyse der Immunreaktivitdt ergeben sich keine Hinweise
fiir eine Assoziation der beiden Faktoren mit dem Uberleben der Patienten.

Die Daten der pilozytischen Astrozytome sind hier nur aus Grinden der
Vollstéandigkeit erwahnt. Im Beobachtungszeitraum verstarb lediglich ein
Patient.

Far DCC ergeben sich folgende p-Werte:

WHO-Grad I: p=1, WHO-Grad Il: p=0,875, WHO-Grad Ill: p=0,318, WHO-Grad
IV: p=0,114.

Far Netrin-1 ergeben sich folgende p-Werte:

WHO-Grad I: p=0,729, WHO-Grad II: p=0,242, WHO-Grad lll: p=0,733, WHO-
Grad IV: p=0,133.



Ergebnisse 61

o WHO-Grad | S WHO-Grad Il
& 4000 - 4
Y o © 5000 . . .
3000
£ . . S 3000 qa . .
g 20001 . . P = 2000 - "
" . (0] I .
21000 L. £1000 ot
g 700 - © 6009 = " .
S 500 A . S 400
ﬁ 3009 W ﬁ 200
2 204 " . g
§ S 100
®©
€ 1004 2 %
(6] ] . o) 40 -
2 "t aQ L T T T T T T
0.0 005 010 015 020 0.25 0.0 01 02 03 04 05 06
DCC positive Zellen (in %) DCC positive Zellen (in %)

@ WHO-Grad Il S WHO-Grad IV
Q ;T . S 3000
'E 3000 1 = IICE . 'E 2000
< 2000 A . .- = .
c s . — < e v
8 10005 - s . . 8 600
%’ 600 ] . H . %) 400
S 400 " ' . S 0
D - D
2 . Q 607 . .
£ 1009 T st . .
& 60 S ] .
§ 40 £ 201 .

. [0
@ 2 T T T T T T T ) @ 10 T 1 T | B T 1

00 01 02 03 04 05 06 07 08 00 01 02 03 04 05 06 0.7 08 09
DCC positive Zellen (in %) DCC positive Zellen (in %)

Abbildung 20: Kaplan-Meier-Analysen von DCC in Astrozytomen WHO-
Grad I-1V. Es zeigt sich keine signifikante Assoziation der Immunreaktivitat von
DCC mit dem Uberleben.
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Abbildung 21: Kaplan-Meier-Analysen von Netrin-1 in Astrozytomen WHO-
Grad I-IV. Es zeigt sich keine signifkante Assoziation der Immunreaktivitat von
Netrin-1 mit dem Uberleben.
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4. Diskussion

Heute qilt als gesichert, dass Astrozytome in ihrer Entstehung und Progression
eine Vielzahl von Veranderungen durchlaufen. Stérung der Apoptoseregulation,
Aktivierung  von  zellularer  Migration und Invasion, Sezernierung
immunsuppressiver Faktoren und die Induktion der Angiogenese spielen eine
wichtige Rolle in der Tumorgenese. Trotz aller BemUhungen und einer Vielzahl
klinischer Studien konnte im Rahmen der sogenannten targeted therapy
(zielgerichteten Therapie) neben Operation, Radio- und Chemotherapie bisher
keine Therapieoption etabliert werden, welche das Uberleben der Patienten
entscheidend beeinflusst.

Antiangiogene Therapeutika beispielsweise haben schon den Weg in den
klinischen Alltag geschafft. So wurde der Angiogenese-Inhibitor Bevacizumab
(Avastin®) 2004 zur Behandlung des metastasierenden Kolonkarzinoms
zugelassen. Leider hat sich jedoch im Bezug auf Gliome herausgestellt, dass
teilweise eine erfolgreiche antiangiogene Therapie mit dem Nebeneffekt einer
erhdéhten Tumorinvasivitat einhergeht (Lamszus et al., 2003).

Einen Ausweg aus dem Dilemma koénnte die erfolgreiche Suche nach
Molekulen, die in mdglichst viele unterschiedliche Signalwege dieser bésartigen
Tumoren eingreifen, darstellen. Ziel ist es, durch besseres Verstdndnis der
Entartungsmechanismen mdglichst gerichtete und fir den Patienten schonende
Therapieoptionen zu gewinnen.

Embryonale Faktoren sind nicht zuletzt in den Fokus der Wissenschaft gertckt,
da zahlreiche interessante Parallelen zwischen der embryonalen Entwicklung
des ZNS und der Entstehung bzw. Progession von Tumoren bestehen.
Wahrend der Entwicklung des ZNS kénnen verschiedene Grundprozesse
beschrieben werden. Proliferation von Stamm-/Progenitorzellen, Zellmigration
und —differenzierung, Ausbildung eines GefaBsystems im Rahmen der
Vaskulogenese und die Entwicklung einer Immunitat. Astrozytome scheinen in
ihrer Entstehung bzw. Progression diese Prozesse unkoordiniert zu

wiederholen.
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Netrin-1, erstmals beschrieben als axonales Lenkungsmolekdl in der
Embryogenese, ist ein Kandidat, als pleiotroper Faktor zu agieren und kann aus
theoretischer Sicht die oben genannten Pfade negativ beeinflussen. Als Ligand
greift Netrin-1 in unterschiedliche Signalwege ein:

1. Regulierung der Apoptose ( hemmender Einfluss)

2. Aktivierung von zellularer Migration und Invasion (férdernd)

3. Immunevasion (férdernd und hemmend)

4. Angiogenese (fordernd)
Eine Uberexpression von Netrin-1 filhrt beispielsweise in gastrointestinalen
Neoplasien zur Inhibition der Apoptose (Mazelin et al., 2004). Dabei wurde ein
Apoptosemechanismus nachgewiesen, der nicht wie Ublich Uber das Binden
eines Liganden an seinen Rezeptor zur Auslésung von Apoptosemechanismen
fihrt, sondern diese verhindert. Aus diesem Grund werden diese Molekule auch
Abhangigkeitsrezeptoren genannt. Der Netrin-1 Rezeptor DCC gehdrt zur
Gruppe dieser Rezeptoren und hat neben seiner Abhéangigkeitsfunktion
zusammen mit Netrin-1 auch férdernden Einfluss auf die Regulation der
zellularen Migration (Shekarabi et al., 2005).
Uber die Verteilung von DCC in astrozytaren Tumoren gibt es bisher nur wenige
Daten. Das Vorkommen von Netrin-1 in diesen Tumoren ist bisher Gberhaupt
nicht untersucht.
Um die Expression des Paares DCC und Netrin-1 in vivo zu evaluieren, wurde
in der vorliegenden Arbeit ihre Immunreaktivitdt im Normalhirn sowie in
Astrozytomen WHO-Grad I-IV analysiert und ihre Assoziation mit dem
Uberleben der Patienten untersucht. Diese Untersuchung soll dem weiteren
Verstandnis der Entstehung und Progression humaner astrozytédrer Tumoren
dienen und Grundlagen flir potentielle Therapiestrategien schaffen, welche in
diese Kaskaden eingreifen konnen.

4.1 Zelldichte in Astrozytomen

Die Zelldichte steigt innerhalb der Gruppe der Astrozytome WHO-Grad Il bis IV

mit dem WHO-Grad an. Dies stimmt mit den in der Literatur beschriebenen
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Daten Uberein (Louis et al., 2007). Lediglich das diffuse Astrozytom WHO-Grad
Il weist eine nicht signifikant niedrigere Zellzahl als das pilozytische Astrozytom
auf.

Diese Ergebnisse bekraftigen die Validitdt der TMA-Methode und deuten auf
eine reprasentative Probenauswahl hin.

Die mit Hinblick auf die WHO-Klassifikation erhéhte Gesamtzellzahl lasst sich
mit der Auswahl der Tumorproben fir die TMA-Praparate erklaren. So wurden
einzig solche Tumorzonen ausgewahlt, die histopathologisch charakteristisch
fur jede Tumorgruppe waren und daher vorzugsweise in Regionen hoher
Zelldichte aufzufinden sind.

Die Definition der Infiltrationszone bereitet aus histopathologischer Sicht einige
Probleme, da sie morphologisch nicht exakt vom Primartumor abzugrenzen ist.
Zu ihr werden Gebiete gezahlt, die sich in direkter Umgebung zum
Tumorgewebe befinden, jedoch keine Atypieziechen wie vermehrte Mitosen,
GefaBproliferate oder Nekrosen aufweisen und nicht als residuales ZNS-
Gewebe zu identifizieren sind. Im Vergleich zum Prim&tumor ist die Zellzahl in
der Infiltrationsone etwa um die Halfte reduziert, liegt jedoch deutlich Uber dem
Niveau der Weissen Substanz. Diese Ergebnisse unterstitzen die Idee einer
reprasentativen Probenauswahl bezlglich der Infilirationszonen, wobei nicht
auszuschlieBen ist, dass auch normales ZNS-Gewebe und reaktive Astrozyten
ausgewertet wurden, da normale Gliazellen in der Tumorumgebung vom
eigentlichen Tumorgewebe morphologisch nicht mit absoluter Sicherheit zu
unterscheiden sind.

Die Auswertung der 20 Glioblastom-Rezidivtumoren ergibt eine verminderte
Zellzahl im Vergleich zu den Primartumoren. Dies kénnte als Konsequenz der
erfolgten Radiochemotherapie auf die Tumorzellen betrachtet werden. In der
Literatur wird in Rezidiven von anaplastischen Astrozytomen und Glioblastomen
eine Riesenzellbildung beschrieben (Ogashiwa et al., 1989), die zur Reduktion
der Gesamtzellzahl fihren kann.
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4.2 DCC Immunreaktivitat in Astrozytomen und im Normalhirn

Das Verhéltnis zwischen Proliferation und Apoptose hat entscheidenden
Einfluss auf das Wachstum von Tumoren (Thompson, 1995). Aus diesem
Grund wurde das Proliferations- und Apoptoseniveau in Astrozytomen in
unterschiedlichen  Arbeiten analysiert. Bevor die Ergebnisse des
Abhangigkeitsrezeptors DCC, der proapoptotisch Eigenschaften aufweist,
diskutiert werden, soll kurz auf das allgemeine Apoptoseniveau in Astrozytomen

eingegangen werden.

Mit Hilfe der TUNEL-Farbung, die DNA-Bruchsticke markiert, 1&sst sich die
Anzahl spontaner Apoptosen ermitteln. Die Apoptoserate steigt mit dem
Malignitatsgrad an (Heesters et al., 1999). So liegt sie beim pilozytischen
Astrozytom WHO-Grad | bei 0,3%, beim diffusen Astrozytom WHO-Grad Il bei
0,5%, das anaplastische Astrozytom WHO-Grad Ill weist einen Mittelwert von
0,8% auf und das Glioblastom hat den héchsten Apoptoseindex von 1,7%
(Heesters et al.,, 1999). In diesem Zusammenhang ist auch wichtig zu
erwahnen, dass die Proliferationsrate mit dem Malignitatsgrad der Astrozytome
ansteigt (Heesters et al., 1999). Diese Rate lasst sich mit dem
Proliferationsmarker MIB-1 (Antikérper gegen das Proliferationsantigen Ki-67)
bestimmen. Fir Astrozytome WHO-Grad | liegt der Mittelwert bei 6,9%, flr
WHO-Grad Il Tumore bei 10%, fur WHO-Grad Il bei 19% und flr Glioblastome
WHO-Grad IV bei 28,2% (Heesters et al., 1999). Somit lasst sich eine positive
Korrelation der Apoptoserate mit der Proliferationsrate tUber die WHO-Grade |
bis IV feststellen. Die Diskrepanz zwischen niedriger Apoptoserate und hohem
Proliferationsindex lasst sich mit der Tatsache erklaren, dass die TUNEL-
Farbung gegen DNA-Fragmente gerichtet ist, die nur flr einen kurzen Zeitraum
im Ablauf der Apoptose vorhanden sind (Kordek et al., 1996). Insgesamt
gesehen verlauft der Vorgang der Apoptose sehr schnell, histologisch
betrachtet innerhalb von 3 Stunden (Bursch et al., 1990). Dennoch muss auch
kritisch angemerkt werden, dass mit Hilfe der TUNEL-Farbung auch

falschlicherweise Nekrosen detektiert werden und es falschlicherweise zu hoch
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ermittelten Werten kommen kann. Daher muss bei der Auswertung auch immer
die Apoptosemorphologie beachtet werden.

Die Immunreaktivitdt von DCC im Rahmen der immunhistochemischen
Untersuchung zeigt signifikant héhere Werte flr das anaplastische Astrozytom
WHO-Grad Ill und Glioblastom WHO-Grad IV im Vergleich zum pilozytischen
Astrozytom WHO-Grad | und dem diffusen Astrozytom WHO-Grad Il. wobei das
anaplastische Astrozytom WHO-Grad Il den héchsten Durchschnittswert an
DCC immunreaktiven Zellen und das pilozytische Astrozytom WHO-Grad | den
niedrigsten Prozentsatz aufweisen. Der Anstieg der DCC positiven Zellen mit
dem Malignitatsgrad ist mit den in der Literatur ermittelten Apoptoseraten in
Astrozytomen in Einklang zu bringen (Heesters et al., 1999). Die erhdhten
Durchschnittswerte fir DCC (34,1 % flr das anaplastische Astrozytom WHO-
Grad Ill) kénnten mit dem Umstand erklart werden, dass DCC als
Membranprotein nicht nur wahrend der Apoptose exprimiert wird, sondern auch
im ligandengebundenen Zustand zu detektieren ist.

So gut die Ergebnisse einer erhéhten DCC Immunreaktivitat in Astrozytomen
zur apoptotischen Aktivitat dieser Gruppe von Gliomen passt, so kontrar stehen
diese Ergebnisse jedoch zu der in der Einleitung formulierten Hypothese, dass
DCC mit wachsendem Malignitédtsgrad herunterreguliert wird, wie es auch in der
Literatur beschrieben wird (Ekstrand et al.,1995, Reyes-Mugica et al., 1997).
Ein Erklarungsansatz ware, methodische Unterschiede herauszuarbeiten. Eine
Arbeitsgruppe um Ekstrand hat ihre Ergebnisse aus einer Tumoranalyse via
Western Blot erzielt. Eine andere Arbeitsguppe um Reyes-Mugica hat - wie in
dieser Arbeit - immunhistochemische Farbungen vorgenommen, jedoch auf
eine quantitative Auswertung verzichtet und die Tumoren lediglich als DCC
positiv bzw. DCC-negativ klassifiziert. Von den 26 untersuchten primaren
Glioblastomen wurden gerade einmal 6 als DCC-negativ eingestuft. Eine
weitere Arbeit befasst sich mit niedriggradigen Astrozytomen und kommt zu
dem Schluss, dass die DCC-Expression dieser Tumoren hdchst variabel ist
(Hilton et al., 2002). Dennoch muss man auch die TMA-Methode kritisch
betrachten, da die histologisch-morphologische Begutachtung auf eine 600

Mikrometer durchmessende Schicht begrenzt ist und somit nicht alle
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Tumorareale reprasentativ abgedeckt sein kénnten. Auch bedacht werden
muss, dass insbesondere die Gruppe der Glioblastome WHO-Grad IV eine
auBerst heterogene Tumorentitat darstellt.

Die Stérung der Apoptoseregulation ist eine wichtige Voraussetzung fir die
Entstehung und Progression von Astrozytomen (Steinbach und Weller, 2004).
Insbesondere in ihrer Infiltrationszone zeigen Gliome eine erhdhte
Apoptoseresistenz im Vergleich zum Tumorzentrum, was zur Resistenz dieser
hochmalignen Tumoren gegeniber proapoptotischer Radiochemotherapy
beitragen kdnnte (Lefranc et al., 2005, Lefranc, 2009)

Obwohl bekannt ist, dass viele hdhergradige Astrozytome eine gestoérte
Apoptosefunktion aufweisen, wurde andererseits gezeigt, dass diese bdsartigen
Tumoren unter gewissen Umstanden proapoptotische Molekiile bilden (Fischer
et al.,, 2005). Aus biologischer Sicht kénnte man sich vorstellen, dass die
gesteigerte Proliferationsrate in Glioblastomen einen Selektionsdruck auf den
Tumor ausubt, vermehrt proapoptotische Molekulle zu bilden, was einen DCC-
Anstieg erklaren kdnnte. In der Literatur wird ein erhdhter Apoptoseindex in
Glioblastomen mit einer erhéhten Proliferationsrate und vermehrter Hypoxie in
Zusammenhang gebracht (Ellison et al., 1995, Heesters et al., 1999). Im Verlauf
der Progression von niedriggradigen zu héhergradigen Tumoren akkumulieren
Gliome multiple genetische Veranderungen in Tumorsuppressorgenen und
Onkogenen. Zusammen mit der hypoxischen Mikroumgebung des Tumors flhrt
dies zur genomischen Instabilitdt (Reynolds et al., 1996, Weinmann et al.,
2004). Im hypoxischen Zustand werden im Rahmen der Adaptation zahlreiche
Faktoren aufreguliert. Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) ist in diesem
Zusammenhang von speziellem Interesse, da es in multiple Mechanismen wie
Angiogenese, Apoptose und Zellproliferation regulierend eingreift (Fischer et al.,
2005). HIF-1 aktiviert proapoptotische Proteine wie BNIP3 (BCL2/adenovirus
E1B 19kDa interacting protein 3) und NIX (Sowter et al., 2001, Birse-Archbold
et al., 2005, Althaus et al., 2006). Analog reduziert HIF-2 im Rattengliommodell
Tumorwachstum im Rahmen einer erhdhten Apoptose (Acker et al., 2005). Man
kénnte mutmaBen, dass DCC als proapoptotischer Faktor Uber einen &hnlichen,

bisher unbekannten Mechanismus in Astrozytomen aufreguliert wird.
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Eine Arbeitsgruppe um Ray stellte eine Uberexpression des proapoptotischen
Moleklils Bax sowie eine Aufregulierung von Caspase-3 und Caspase-9 in
malignen Hirntumoren fest. Hypoxie und ein erhdhter Verbrauch von
Nahrstoffen werden hierbei als Triggerfaktoren flr den Zelltod genannt (Ray et
al., 2002). In einer neueren Arbeit wird zumindest das Vorhandensein dieser 3

Faktoren in Glioblastomen bestatigt (Zarnescu et al., 2008).

Die signifikant erhéhten DCC Immunreaktivitat des Astrozytoms WHO-Grad llI
und Glioblastoms WHO-Grad IV passen ebenfalls gut zu der
migrationsférdernden Eigenschaft von DCC.

DCC nimmt Einfluss auf die Organisation des Zytoskeletts ein, einem Prozess,
der eine wichtige Voraussetzung fur Migration und invasives Wachstum darstellt
(Shekarabi et al., 2005, Briancon-Marijollet et al., 2008). Es ist bekannt, dass in
Gliomen zahlreiche proinvasive Faktoren wie Cadherine (Asano et al., 2004),
MMPs (Kargiotis et al., 2008) oder Integrine (Argyriou und Kalofonos, 2009)
aufreguliert sind. DCC-Aktivierung fahrt im Zytoskelett zu Cdc42, Rac1, Pak1
und N-WASP Aktivierung (Shekarabi et al., 2005, Briangcon-Marjollet et al.,
2008), was direkte Auswirkung auf die Aktinorganisation hat. Welcher
Zusammenhang zwischen dem in dieser Arbeit festgestellten Expressionsprofil
auf Proteinebene fur DCC und einer funktionellen Rolle dieses Faktors im
Rahmen der Migration und Invasion besteht, muss jedoch noch mit Migrations-

und Invasionsanalysen untersucht werden.

In der statistischen Auswertung zeigt sich eine deutliche DCC Immunreaktivitat,
wobei der Mittelwert in der Weissen Substanz signifikant gegentber der Grauen
Substanz erhght ist. DCC wird insbesondere von Neuronen im Gehirn
exprimiert (Forcet er al., 2001, Llambi et al., 2001). Es gibt jedoch auch
Hinweise, dass Gliazellen DCC exprimieren. Fir Oligodendrozyten ist eine
DCC-Expression, sowohl in embryonalem, als auch adultem ZNS,
nachgewiesen (Tsai et al., 2003, Jarjour et al., 2008, Rajasekharan et al.,
2009). Zusammen mit Netrin-1 ist DCC in die Organisation und

Aufrechterhaltung der axoglialen Kommunikation an den paranodalen
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Ubergangsstellen in adultem ZNS involviert (Reyes-Mugica et al., 1997, Jarjour
et al., 2008). Auch fir Astrozyten wird eine DCC-Expression in der Literatur
postuliert, wobei keine quantitative Angabe zu finden ist (Reyes-Mugica et al.,
1997). Auf Grund ihrer vielfaltigen Funktionen im ZNS wie beispielsweise die
Modulation der synaptischen Ubertragung kénnte man vermuten, dass
Astrozyten sich Uber einen DCC-gesteuerten Mechanismus an der Organisation

von axoglialen Kontakten beteiligen.

4.3 Netrin-1 Immunreaktivitat in Astrozytomen, Normalhirn und GefaBen

Die Ergebnisse der statistischen Analyse der immunhistochemischen
Farbungen ergeben einen  kontinuierlichen  Anstieg der  Netrin-1
Immunreaktivitdt von WHO-Grad | bis IV und unterstiitzen die Hypothese, dass
Netrin-1 als pleiotroper Faktor in hGhergradigen Astrozytomen aufreguliert wird.
Far das Glioblastom WHO-Grad IV kann eine signifikante Erhdhung der
Immunreaktivitdt im Vergleich zu allen anderen 3 Tumorgraden und zur
Weissen Substanz ermittelt werden. Signifkant ist auch die Immunreaktivitat der
Astrozytome WHO-Grad Il bzw. WHO-Grad IlIl gegenlber dem pilozytischen
Astrozytom WHO-Grad | und der Weissen Substanz erhdht.

Die multifaktoriellen Eigenschaften von Netrin-1 pradisponieren dieses Protein
insbesondere in hochmalignen Tumoren aufreguliert zu sein:

Eine gestérte Apoptosefunktion bzw. eine erfolgreiche Evasion vor dem
natlrlichen Zelltod ist eine wichtige Voraussetzung fir die Entstehung und
Progression von Tumoren (Hanahan und Weinberg, 2000, Steinbach und
Weller, 2004). Die deutliche Aufregulierung von Netrin-1 in Glioblastomen
WHO-Grad IV  kénnte zu einer Blockierung der durch den
Abhangigkeitsrezeptor DCC geférderten Apoptose flhren (Llambi et al., 2001).
Dabei erschien die Relevanz zwischen malignen Potential und der
Apoptoseregulierung in astrozytdren Tumoren lange Zeit nicht klar (Ralte et al.,
2001). Mehrere Arbeiten konnten keine Korrelation der Apoptoserate mit dem
histopathologischen Grad feststellen (Ellison et al., 1995, Carroll et al., 1997,

Heesters et al.,, 1999, Ralte et al., 2001). Nakamura et al. postulieren fir
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rezidivierende Astrozytome eine hdhere Apoptoserate im Vergleich zu den
Primartumoren (Nakamura et al., 1997). Nakamizo et al. weisen fUr das
pilozytische Astrozytom WHO-Grad | den héchsten Apoptoseindex nach und
erklaren dies als Zeichen der biologischen Gutartigkeit dieses Tumors
(Nakamizo et al., 2002). Aus heutiger Sicht jedoch ist unumstritten, dass in
malignen Gliomen zahlreiche Pfade, zum Beispiel p53 oder RB, gestért sind,
die die Apoptose kontrollieren (Steinbach und Weller, 2004, Louis et al., 2007).
Interessanterweise ist im ZNS unter physiologischen Verhéltnissen die
Apoptoserate niedrig (Olano et al., 1996), wahrend sie in Astrozytomen oder
auch im Rahmen von neurodegenerativen Erkrankungen ansteigt (Wang et al.,
2009a). Dies steht im Gegensatz zur physiologisch hohen Apoptoserate
beispielsweie im Darmepithel, welche im Rahmen der Genese von kolorektalen
Karzinomen supprimiert wird (Yang et al., 2009). Man kénnte mutmafBen, dass
die Erhéhung der Apoptoserate eine am Ende vergebliche Reaktion des ZNS
auf die erhéhte Proliferationsrate der astrozytédren Tumoren darstellt.

Stérende Eingriffe in den Ablauf der Apoptose haben dramatische Folgen fur
die Dynamik der Tumorprogression, auch wenn das eingreifende Molekll nur
antiapoptotisch wirksam ist (Hanahan und Weinberg, 2000). Mdgliche
Strategien fir die Evasion der Apoptose wurden in den 90er Jahren am
follikularen Lymphom erstmals ausfihrlich beschrieben. Neben der forcierten
Expression des Bcl-2 Onkogens wurde die Méglichkeit der Apoptosehemmung
durch exogene Uberlebensfaktoren, in diesem Fall IGF-1 (insulin-like growth
factor 1), nachgewiesen (Hueber et al., 1997).

In letzter Zeit wird die autologe Expression von Netrin-1 als Strategie von
Tumorzellen beschrieben, die von Abhangigkeitsrezeptoren induzierte
Apoptose zu blockieren (Mille et al., 2009). Netrin-1-Uberexpression wird
Uberdies fur verschiedene Tumoren, zum Beispiel dem Neuroblastom oder
Mamma-Ca, als potentieller Marker fir eine schlechte Prognose diskutiert
(Fitamant et al., 2008, Delloye-Bourgeois et al., 2009). In dem oben erwéahnten
Lymphommodell scheint die Blockierung der Apoptose den Zellen eine erhdhte
Stressresistenz zu vermitteln, welche somit einen Selektionsvorteil erhalten

(Strasser et al., 1990). Darlberhinaus wird eine ungestoérte Apoptosefunktion
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als ein Schlisselmechanismus des Koérpers angesehen, mutierte Zellen zu
zerstOren (Hanahan und Weinberg, 2000). Im Falle von Netrin-1 scheint es
erwiesen zu sein, dass dieser Faktor Zellen vor der Apoptose schitzt. So
weisen Netrin-1-Nullmduse im Verlauf der embryonalen Hirnstammentwicklung
in DCC exprimierenden Neuronen eine erhéhte Apoptoserate auf (Llambi et al.,
2001).

Eine Aktivierung der Zellproliferation wird im Zusammenhang mit einer
forcierten Netrin-1-Expression nicht beschrieben. Somit stellt sich die
interessante Frage, ob eine gestdrte Apoptosefunktion mit einer erhdhten
Proliferationsrate gleichzusetzen ist? Bezlglich dem in dieser Arbeit
untersuchten Paar Netrin-1/DCC gibt es bisher in der Literatur keinen Hinweis,
dass Uber diesen Signalweg die Zellproliferation geférdert wird. Es gibt nur
Anhaltspunkte, dass eine forcierte Expression von DCC in Zellkulturen den
Zellzyklus in der G2/M-Phase induziert, und eine Aufregulierung von DCC mit
einem bedeutenden Verlust der Proliferationsrate in Zelllinien in
Zusammenhang gebracht wird (Chen et al., 1999, Velcich et al., 1999). Leider
wurde in diesen Arbeiten die Rolle von Netrin-1 in der Zellproliferation nicht
untersucht (Mehlen und Fearon, 2004). In einer neueren Arbeit wird jedoch fur
Netrin-1 Uber einen anderen Signalweg eine zellproliferationsférdernde
Eigenschaft postuliert. Netrin-1 soll in diesm Fall Gber den UNC5B-Rezeptor in
isch&dmisch geschadigten Nieren im Mausmodell die
Tubuluszellproliferationsrate steigern (Wang et al., 2009b). Als erstes Beispiel
in diesem Zusammenhang wird die Rolle des Uberlebensfaktors IGF-2 (insulin-
like growth factor 2) in transgenen Mausen, die Pankreastumoren entwickeln,
beschrieben. IGF-2-Nullm&use entwickeln in diesem Model gutartige Tumore
mit hohen Apoptoseraten bei gleich bleibenden Proliferationsraten (Christofori
et al.,, 1994). Apoptoseevasion und Proliferationsinduktion scheinen eher Uber
unterschiedliche Mechanismen in der Genese von Tumoren einzugreifen, als
dass eine kausale Verknipfung nachzuweisen ist.

Mechanismen, die die Zelladhasion und -migration regulieren, spielen nicht nur
eine wichtige Rolle in der Entwicklung und Differenzierung normaler

Gewebszellen, sondern sind auch relevant fur das Uberleben und die



Diskussion 73

Metastasierung von Tumorzellen (Cavallaro und Christofori, 2004, Strizzi et al.,
2005). Insbesondere maligne astrozytare Tumoren sind charakterisiert durch
diffuse Invasion von ZNS-Gewebe. Dieser Prozess ist durch komplexe
molekulare Abldufe charakterisiert. Zum Beispiel spielt die Veranderung der
Adhasion von Tumorzellen an extrazellularer Matrix eine wichtige Rolle, ebenso
wie die Sekretion von Proteasen und die Modifikation des Zytoskeletts (Lefranc
et al., 2005). Netrin-1 wird zugeschrieben, Uber die Integrine alpha6beta4 und
alpha3betal EinfluB auf die Zellmotilitdt zu nehmen (Yebra et al., 2003, Hebrok
und Reichardt, 2004). Mit Hilfe des Rezeptors Neogenin beteiligt sich Netrin-1
auch an der Motilitdt von Brustdrisenzellen unter Steuerung des Proteins
Cripto-1 (Srinivasan et al., 2003, Strizzi et al., 2005). In diesem Falle erfolgt der
Aufregulierung von Neogenin vermutlich jedoch im Rahmen einer negativen
Ruckkopplung (Strizzi et al., 2005). Erhdhte Netrin-1-Konzentrationen erwirken
eine erniedrigte Neogenin-Expression. Die Wirkung von Netrin-1 im Rahmen
der Zellmigration ist flr Astrozyten wenig erforscht. Erfolgt die Aufregulierung
des Abhangigkeitrezeptors DCC vielleicht im Rahmen einer positiven
Rickkopplung im Gliagewebe? Die im Rahmen der molekularen
Signalkaskaden beteiligten Signalwege, wie zum Beispiel PI3K, Akt, mTOR
oder NF-kappaB, spielen eine Rolle bei der Resistenzbildung von
Glioblastomzellen gegentiber der Apoptose (Lefranc et al., 2005), was die
Wichtigkeit der Erforschung dieser Eigenschaften unterstreicht.

Netrin-1 wird auch eine immunmodulierende Wirkung zugeschrieben. Uber den
Rezeptor UNC5B soll es, ahnlich wie bei der axonalen Lenkung in der
embryologischen Entwicklung des Gehirns, eine chemorepulsive Wirkung
entfalten (Ly et al., 2005). UNC5B wird von Leukozyten exprimiert (Ly et al.,
2005). Eine funktionierende Immunantwort ist essentiell zur Elimination von
bdsartigen oder infizierten Zellen, kann jedoch auch, im extremen Falle,
negative Konsequenzen, z.B. eine Autoimmunerkrankung, nach sich ziehen (Ly
et al, 2005). Daher muss eine Vielzahl von Leukozyten regulierenden
Mechanismen bestehen. Die Zirkulation der Leukozyten in einer inaktivierten
Form, eine funktionierende Endothelbarriere in GefaBen sowie die elektrische

Ladung des Endothels und der Leukozyten spielen eine wichtige Rolle (Ly et
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al., 2005). Neben den bereits beschriebenen chemoattraktiven Molekilen, wie
Interleukin-8 (Baggiolini, 2001), existieren vermutlich auch chemorepulsive
Faktoren, die Leukozyten regulieren (Ly et al., 2005). Im Modell von Ly soll
Netrin-1 seine Wirkung vor allem in Endothelzellen entfalten. In der
Vergangenheit  wurde  interessanterweise @ auch dem  neuronalen
Lenkungsmolekul slit-2 nachgewiesen, die chemotaktische Rekrutierung von
Leukozyten zu inhibieren (Wu et al., 2001, Chen et al., 2004). Astrozyten
spielen eine Rolle bei der Homdostase der zerebralen Blutzirkulation und sind
an der Bildung der Blut-Hirn-Schranke beteiligt (Harder et al., 2002, Gordon et
al., 2007). Man kbénnte mutmaBen, dass mutierte Astrozyten in Gliomen
,Storende“  einwandernde  Leukozyten Uber einen chemorepulsiven
Mechanismus fernhalten.

In dieser Arbeit wurde ebenfalls die Netrin-1 Immunreaktivitat in Endothelzellen
untersucht. Die signifikante ErhOhung Netrin-1 positiver Zellen in allen
Tumorgraden unterstltzt die Hyopthese, dass dieser Faktor als proangiogenes
Molekll agiert (Park et al., 2004). Am hdchsten war der Mittelwert Netrin-1
immunreaktiver Endothelzellen im Glioblastom WHO-Grad 1V, gefolgt vom
pilozytischen Astrozytom WHO-Grad |, anaplastischem Astrozytom WHO-Grad
[Il und dem diffusen Astrozytom WHO-Grad II.

In der Literatur wird die Angiogenese als ein SchlUsselfaktor in der Progression
von Gliomen beschrieben (Bello et al., 2004, Fischer et al., 2005). Der Grad der
Neovaskularisierung korreliert direkt mit der biologischen Aggressivitat,
Malignitat und Rezidivrate von Gliomen (Burger et al., 1985, Daumas-Duport et
al., 1997, Fischer et al., 2005, Louis et al., 2007). Netrin-1 soll als vaskulares
Mitogen eine &hnlich potente Wirkung wie VEGF entfalten (Park et al., 2004).
VEGF-Expression korreliert positiv mit dem Grad der Vaskularisierung und
Malignitat in Gliomen (Chaudhry et al., 2001). Analog kénnte die erhéhte Netrin-
1-Immunreaktivitdt in  Gliomen, sowohl in Astrozyten, als auch in
Endothelzellen, auf die proangiogene Eigenschaft von Netrin-1 zurlckzufihren
sein. Netrin-1 stimuliert die Proliferation, Migration und Adhasion von
Endothelzellen und glatten GefaBmuskelzellen (Park et al., 2004, Bouvrée et

al., 2008). Welcher Netrin-1-Rezeptor diese Rolle vermittelt, ist noch unklar



Diskussion 75

(Park et al., 2004, Bouvrée et al., 2008). Interessanterweise scheint das
neuronale Lenkungsmolekll Netrin-1 hierbei als bimodaler Faktor zu agieren.
Uber den Rezeptor UNC5B vermittelt es eine repulsive Wirkung auf sich
entwickelnde BlutgefaBe (Bouvrée et al., 2008). GefaB-Nervenstrédnge teilen
sich oft denselben Trajektionspfad, und so ist ein gemeinsames
Lenkungsmolekul nicht unwahrscheinlich (Mukouyama et al., 2002, Park et al.,
2004). Inwieweit Netrin-1 mit anderen vaskularen Mitogenen wie VEGF
interagiert, muss noch erforscht werden (Park et al., 2004).

Die im pilozytischen Astrozytom WHO-Grad | im Vergleich zum Normalhirn
signifikant und zu den Astrozytomen WHO-Grad Il und Il tendenziell erhéhte
Netrin-1 Immunreaktivitat in den GefaBzellen kénnte mit der relativ hohen
GefaBzahl und dem Auftreten von GefaBproliferaten erklart werden. In der
kraniellen Bildgebung ist dieser Tumor trotz seines niedrigen Malignitatsgrades
durch Kontrastmittelaufnahme charakterisiert, was auf eine Blut-Hirn-
Schrankenstérung hinweist (Fulham et al., 1993). Diese Schrankenstérung
beruht auf einer verédnderten Permeabilitdt der gebildeten TumorgefaBe (Del
Maestro et al., 1990).

Die extrem erhOhte Netrin-1 Immunreaktivitat in Astrozytomen kdnnte Netrin-1
als potentiellen Kandidaten moglicher gezielter Therapiekonzepte in den
Blickpunkt ricken. Um ein derartiges Potential jedoch diskutieren zu kénnen,
mussen noch weitere funktionelle Untersuchungen durchgefihrt werden. Zum
einen ist der Endothelrezeptor, der die proangiogene Aktivitdt von Netrin-1
vermittelt noch unbekannt, zum anderen muss ein besseres Wissen Uber das
Zusammenspiel von Netrin-1 mit den weiteren proangiogenen Molekilen wie
VEGF oder PDGF ermittelt werden. Uberdies muss die antiangiogene Rolle von
Netrin-1 genauer untersucht werden. Ebenso herrscht noch Unklarheit Gber das

Zusammenwirken von Netrin-1 und anderen neuronalen Lenkungsmolekulen.



Diskussion 76

4.4 DCC und Netrin-1 Immunreaktivitdt in der Infiltrationszone von

Glioblastomen

Die Immunreaktivitdt von Netrin-1 ist im Tumorzentrum im Vergleich zur
Infiltrationszone signifikant erhéht. Tendenziell zeigt auch DCC ein erhdhtes
Vorkommen im Tumorzentrum, jedoch ohne statistische Signifikanz.

Die Auswertung der Zelldichte ergab eine deutlich hdhere Zellzahl im
Tumorzentrum im Vergleich zur Peripherie.

Auf Grund der hohen Zellzahl im Tumorzentrum ist die Versorgung dieser
Region mit Nahrstoffen und Sauerstoff reduziert und die Bildung von GeféaBen
fir das weitere Glioblastomwachstum essentiell (Fischer et al., 2005).
Interessanterweise  wird durch die Hypoxie die Bildung des
Transkriptionsfaktors HIF-1 angeregt, welcher die Expression von VEGF
induziert. Folglich besteht eine Verbindung zwischen Hypoxie und Angiogenese
(Semenza, 2003, Fischer et al., 2005). Netrin-1, ebenfalls als proangiogenes
Molekdl beschrieben (Park et al., 2004), kénnte durch einen &hnlichen
Mechanismus im Tumorzentrum aufreguliert werden. Gelingt es dem Tumor
nicht, eine ausreichende Versorgung zu gewahrleisten, entstehen die
charakteristischen Nekrosen (Louis et al., 2007).

Neben der Angiogenese spielt jedoch auch ein Ungleichgewicht zwischen
Proliferation und Apoptose eine Rolle (Hanahan und Weinberg, 2000). Die
Aufregulierung von Netrin-1 im Tumorzentrum konnte auch als Reaktion des
Tumors auf den proapoptotischen Effekt von DCC erfolgen. Die Uberexpression
von Netrin-1 verleint dem Tumor einen &hnlichen Vorteil wie eine
Herunterregulierung des Abhéangigkeitrezeptors DCC — die Mdglichkeit einer
ungehinderten Proliferation und Metastasierung (Fitamant et al., 2008).

Die weitaus geringere Immunreaktivitat von Netrin-1 und DCC in der Peripherie
kénnte beispielsweise fir einen verbesserten Erndhrungs- und Energiezustand
der Tumorzellen auBerhalb des zellreichen Tumorzentrums sprechen. Hier sind
auch die fur das Tumorzentrum typischen Nekrosen nicht aufzufinden. Netrin-1
zeigt sich in seiner Immunreaktivitat in der Infiltrationszone tendenziell erhéht im

Vergleich zum Normalhirn. Man kénnte mutmaBen, dass die multimodalen
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Eigenschaften von Netrin-1 in der ,Kampfzone“ der Glioblastome zumindest
einen supportiven Einfluss auf das Tumorwachstum austben und Netrin-1 als
Uberlebensfaktor fungiert.

Invasiv wachsende Gliome weisen eine verminderte Proliferationsrate und eine
erhdhte Apoptoseresistenz in der Peripherie im Vergleich zum zellreichen
Tumorzentrum auf (Lefranc et al., 2005). Eine Herunterregulierung von DCC
sowie eine vergleichsweise leicht erhéhte Netrin-1 Immunreaktivitdt in der

Peripherie ist mit diesen beiden Eigenschaften zu vereinbaren.

4.5 DCC und Netrin-1 Immunreaktivitat in primaren Glioblastomen und

deren Rezidiven

Es ergibt sich keine statistische Signitkanz bei der Auswertung der beiden
Molekule hinsichtlich ihrer Immunreaktivitat in den Rezidiviumoren im Vergleich
zu den Primartumoren.

Das biologische Verhalten der Tumoren kann sich durch die Durchfiihrung der
Radiochemotherapie verandern. Rezidivtumoren kdnnen ein verandertes
Expressionsmuster aufweisen und resistent gegentber zytotoxischen Agenzien
auftreten (Brandes, 2003). Wie bereits erwahnt, ist die Zelldichte in
Rezidivtumoren erniedrigt. Histologisch lasst sich zum Teil eine
Riesenzellbildung nachweisen (Ogashiwa et al., 1989).

Eine Veranderung der Immunreaktivitdt kann jedoch auch Hinweise auf das
Ansprechen einer Therapie ermdglichen und das Verstandnis der molekularen
Eigenschaften dieser Tumoren verbessern, weshalb die histopathologische
Suche nach therapeutischen Biomarkern auf jeden Fall sehr sinnvoll erscheint
(Fischer et al., 2008).

In der statistischen Analyse lasst sich weder eine Auf-; noch eine
Herunterregulierung des Parchens DCC und Netrin-1 feststellen, was gegen
einen Funktionsverlust der beiden Proteine im Rahmen einer Resistenzbildung

unter Radiochemotherapie spricht.
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4.6 Uberlebensanalysen

Die Analysen der Immunreaktivitdt im Zusammenhang mit dem postoperativen
Uberleben wurden fiir die Astrozytome WHO-Grad II, 1ll und IV durchgefihrt.
Das pilozytische Astrozytom WHO-Grad | fand keine Berilicksichtigung, da im
Beobachtungszeitraum lediglich ein Patient verstarb. Eine Tatsache, die bei
einer 10-Jahres-Uberlebensrate von 96% (Ohgaki und Kleihues, 2005a) bei
diesen Tumoren nicht Uberrascht.

Far die Proteine Netrin-1 und DCC ergab sich keine signifikante Assoziation mit
dem Uberleben.

Den bedeutendsten etablierten prognostischen Faktor stellt der WHO-Grad des
Tumors zum Zeitpunkt der Erstdiagnose dar (Ohgaki und Kleihues, 2005b,
Kallio et al., 1991). Zusatzlichen Einfluss auf die Prognose des Patienten haben
das Alter, der praoperative Karnofsky-Performance-Status und die Art der
Behandlung (Bussiére et al., 2005).

Wahrend der Apoptoseindex in Astrozytomen nicht mit dem Uberleben der
Patienten korreliert (Schiffer et al., 1995, Heesters et al., 1999), wird der mit
dem Marker MIB-1 ermittelten Proliferationsrate eine die Prognose
beeinflussende Qualitat zugeschrieben (Ralte et al., 2001, Neder et al., 2004).
Der Grad der Neovaskularisierung korreliert in den Astrozytomen aller WHO-
Grade invers mit dem postoperativen Uberleben der Patienten (Burger et al.,
1985, Fischer et al., 2005, Louis et al., 2007).

Auf Grund dieser Erkenntnisse werden auch verschiedene Therapieoptionen
herangezogen. Proapoptotische, antiproliferative und gezielt antiangiogene
Pharmazeutika sind im klinischen Einsatz (Vredenburgh et al., 2007, Omuro
und Delattre, 2008). Bisher wird jedoch noch auf den groBen Durchbruch
gewartet, was die Bedeutsamkeit weiterer Grundlagenforschung unterstreicht.
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4.7 Schlussfolgerung und Ausblick

Wichtige Schlussfolgerungen, die sich aus dieser Arbeit ergeben, sind:

1.) Der in der Literatur beschrieben Abfall von DCC in Astrozytomen konnte auf
Proteinebene immunhistochemisch nicht nachvollzogen werden. Vielmehr
konnte ein Anstieg dieses Faktors mit dem WHO-Tumorgrad festgestellt
werden. Dies koénnte auf ein Gegenregulationsphdnomen dieser Tumoren
zurickzufihren sein, vermehrt proapoptotische Molekule zu bilden. Ein weiteres
Erklarungsmodell l1&asst vermuten, dass DCC in diesen hochmalignen Tumoren
Einfluss auf die Tumorinvasion und Migration nimmt.

2.) Diese erste Immunreaktivitatssstudie far Netrin-1 in Astrozytomen ergab
eine deutliche Aufregulierung mit steigendem Malignitatsgrad, passend zu den
multimodalen, potentiell tumorprogressiven Eigenschaften dieses Faktors.

3.) Netrin-1 zeigt sich im Tumorzentrum deutlich aufreguliert im Vergleich zur
Infiltrationszone. Dies kdénnte auf einen proangiogenen Gegenregulations-
mechanismus dieses Faktors zurlckzufihren sein, dieses hypoxische Areal
besser mit Sauerstoff und Nahrstoffen (insbesondere Glukose) zu versorgen.
4.) Die GefaBendothelzellen zeigten ebenfalls eine signifikante Netrin-1
Immunreaktivitat, was die Hypothese einer proangiogenen Rolle dieses Faktors
untermauert.

5.) In den Normalhirnproben zeigte sich flir DCC eine leicht signifikant erhdhte
Immunreaktivitat in der Weissen Substanz im Vergleich zur Grauen Substanz,
was eine physiologische Rolle dieses Faktors bei der Organisation und
Modulation von axoglialen Kontakten vermuten lasst.

6.) Die Analyse der Immunreaktivitat der beiden Faktoren in Rezidivtumoren
ergab keinen Hinweis auf eine Beteiligung der beiden Proteine an einer
moglichen Resistenzbildung der Gliomzellen.

7.) Die beiden Faktoren zeigten keine signifikante Assoziation mit dem
Uberleben der Patienten.
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Aus der vorliegenden Arbeit ergeben sich folgende Fragestellungen und

Anregungen fur zukinftige Untersuchungen:

1.) Auf Grund dieser Vorarbeit erscheint die Erstellung eines Expressionsprofils
(auf RBNA- und Proteinebene) — beispielsweise via Western-Blot und
Polymerase-Kettenreaktion - von Netrin-1 und seinen Rezeptoren DCC,
Neogenin und den UNC-5 Homologen in Astrozytom- und Kontrollgeweben
sinnvoll, um ihr Expressionsniveau besser beurteilen zu kdnnen.

2.) Netrin-1 und seine Rezeptoren sollten zur Evaluation ihrer funktionellen
Rolle in Astrozytomen beispielsweise via der Methode der si-RNA-Inhibierung
untersucht werden. Dies kénnte Hinweise auf ihre Funktion in der Apoptose,
Migration und Invasion, Immunevasion und Angiogenese liefern.

3.) Im Rahmen von Zwei-Kammer Techniken, zum Beispiel mit der Boyden
Kammer, welche die Rolle von Netrin-1 bei der Migration und Invasion von
Astrozytomzellen aufklaren kénnte.

4.) Die deutliche Hochregulierung beider Faktoren mit dem WHO-Tumorgrad
wirft die Frage auf, ob gemeinsame Regulationsmechanismen vorhanden sind,
oder ob es sich um einen Gegenregulationsmechanismus handelt.

5.) Welche Rolle spielt Netrin-1 in der Angiogenese? Ist es ein ebenso potentes
Ziel antiangiogener Therapie wie der VEGF vermittelte Signalweg? Welcher

Rezeptor vermittelt die proangiogene Rolle von Netrin-17?
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5. Zusammenfassung

Astrozytome stellen die gr6Bte Gruppe hirneigener Tumoren dar. Trotz
Maximaltherapie mit Chirurgie, Chemo- und Strahlentherapie sind diffus
infiltrierende Astrozytome bisher nicht heilbar, im Fall des Glioblastoms liegt das
mediane Uberleben bei unter einem Jahr.

Knapp 100 Gene sind in malignen Tumoren verandert. Diese haben unter
anderem EinfluB auf Zellwachstum, zellularer Migration und Invasion,
Sezernierung immunsuppressiver Faktoren und die Induktion der tumoreigenen
Angiogenese.

Neben pleiotropen Faktoren wie beispielsweise TGF-B sind embryonale
Faktoren — zum Beispiel die Familie der Ephrinrezeptoren und -liganden —
Gegenstand der Gliomforschung.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, das axonale Lenkungsmolekll Netrin-1
sowie dessen Rezeptor DCC in humanen Astrozytomen zu untersuchen. Initial
wurden die beiden Molekille als wichtigstes, auf Axone attraktiv wirkendes
Interaktionspaar beschrieben. Mittlerweile ist bekannt, dass Netrin-1 neben der
axonalen Lenkung auch multimodale Funktionen ausltben kann, welche
allesamt positiv auf die Tumorprogression wirken kénnten. Fiir DCC wird eine
Herunterregulierung in Astrozytomen an Hand genetischer Studien postuliert.
Jedoch gibt es bislang keine Untersuchung, die die Expression von Ligand und
Rezeptor in denselben Proben umfasst.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Netrin-1 und DCC Immunreaktivitat an 194
Astrozytomen und 23 Normalhirnkontrollen immunhistochemisch mit der tissue
microarray (TMA)-Methode studiert. Uberdies wurde die Assoziation der Netrin-
1 und DCC Immunreaktivitat mit dem Uberleben der Patienten analysiert, um so
eine mogliche Bedeutung der Faktoren in Hinblick auf die klinische Prognose
herauszufinden.

Far DCC ergab sich eine signifikante Aufregulierung in hdéhergradigen
Astrozytomen im Vergleich zu niedriggradigen. Dies kdnnte auf ein reaktives
Gegenregulationsphanomen dieser Tumoren hindeuten, vermehrt

proapoptotische Molekile zu bilden. Da diese hochmalignen Tumore invasives
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Wachstum zeigen, unterstitzt das Ergebnis die Hypothese, dass DCC durch
Migrationsforderung Einfluss auf die Tumorinvasion nimmt.

In der Weissen Substanz des Normalhirns zeigte sich eine signifikant erhdhte
DCC Immunreaktivitdt im Vergleich zur Grauen Substanz, welche eine
physiologische Rolle des Abhangigkeitsrezeptors DCC bei der Organisation und
Modulation von axoglialen Kontakten vermuten lassen kénnte.

FOr Netrin-1 wurde eine Immunreaktivitat ermittelt, die signifikant mit der
Tumormalignitat ansteigt. Dieses Ergebnis passt gut in das Bild des mehrfach
als pleiotropes Protein beschriebenen Faktors und lasst Netrin-1 als potenten
Progressionsmarker erscheinen.

In den Normalhirnproben konnte kein signifikanter Unterschied in der Netrin-1
Immunreaktivitat zwischen Grauer und Weisser Substanz festgestellt werden.
Netrin-1 zeigte sich signifikant erhéht in den Tumorzentren im Vergleich zu den
Infiltrationszonen der Glioblastome WHO-Grad |V. Dieser Befund kénnte
moglicherweise Ausdruck einer durch die aufgrund der erhéhten Zelldichte und
nutritive Minderversorgung im Zentrum herrschende Hypoxie induzierte, Netrin-
1 vermittelte Angiogenese sein. Insbesondere die Aufregulierung von Netrin-1
in den Endothelzellen der gefaBreichen pilozytischen Astrozytomen WHO-Grad
I und Glioblastomen WHO-Grad IV unterstitzt ebenfalls die Hypothese, dass es
sich bei Netrin-1 um ein vaskulares Mitogen handelt.

Die statistische Analyse der Rezidivtumoren im Vergleich zu ihren
Primartumoren ergab keine signifikanten Unterschiede in der Immunreaktivitat.
Damit ergibt sich kein Hinweis, dass die untersuchten Faktoren auf
Proteinebene an der Entwicklung moglicher Resistenzen durch die
Radiochemotherapie involviert sein kdnnten.

In den Analysen der postoperativen Uberlebenszeit der Astrozytompatienten
lasst sich keine statistisch signifikante Assoziation der Immunreaktivitat auf die
Prognose feststellen.

Zusammenfassend besteht — zumindest teilweise — eine gesteigerte Expression
beider Faktoren mit der Zunahme der Malignitat. Damit wird neben den
genetischen Untersuchungen die Bedeutung der immunhistochemischen

Untersuchungen an humanen Tumor- und Normalgewebe unterstrichen.
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7. Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

A2bAR
Apaf-1
APPL

AGT
Asp1290
Bax
Bcl-2

BNIP3
BTSC
cAMP
CAMs
CBTRUS
Cdc42
CDK4
C-terminal
DAB
DART
dATP
DCC
DIP13-a
DISC
DNA
DR
EGFR
EphA2
Erk-1/2
EZM
FAK

A2b adenosine receptor
Apoptotic-protease-activating-factor-1
Adaptorprotein phosphotyrosine interaction,

PH domain and leucine zipper containing 1
O(6)-Alkylguanin-DNA Alkyltransferase

Aspartat 1290

Bcl-2-associated-X-protein

gehdrt zur Gruppe der antiapoptotischen ,b-cell-
lymphoma 2“-Proteine

BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3
Brain tumor stem cells

zyklisches Adenosinmonophosphat
Zell-Zell-Adhasionsmolekule

Central Brain Tumor Registry of the United States
cell division cycle 42

Cyclin-dependent kinase 4

Carboxy-terminus

Diaminobenzidin

dependence-associated receptor transmembrane
Desoxyadenosintriphosphat

Deleted in colorectal cancer

DCC-interacting protein 13-a
Death-inducing-signalling-complex
Desoxyribonucleic acid

Death receptor

Epidermal growth factor receptor

Ephrinrezeptor A2

Extracellular signal regulated kinase
extrazellulare Matrix

Focal adhesion kinase
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G2-Phase
GFAP
GTPase
HE

HIF-1
HIF-2
HIV
hMLH1
hPMS1
HNPCC
IAP
IGF-1
IGF-2
IHC

kDA

Ki

KRAS
LOH
MAP-Kinase
MGMT
MHC
MIB-1

mi

mm
MMP
M-Phase
mRNA
mTOR
NCAM
NFAT
NF-kappaB

Gap2-Phase

Glial fibrillary acidic protein
Guanin-Triphosphathydroxylase
Hamatoxylin-Eosin

Hypoxia-inducible factor-1
Hypoxia-inducible factor-2

Humanes Immundefizienz Virus

Human mutL homolog 1

Human postmeiotic segregation increased 1
non-polypdsen Kolonkarzinom
Inhibitor-of-apoptosis-proteins
Insulin-like growth factor 1

Insulin-like growth factor 2
Immunhistochemie

kilo Dalton

Konfidenzintervall

Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
Loss of heterozigosity

Mitogen activaded protein kinase
(6)-Methylguanin-DNA Methyltransferase
Major histocompatibility complex

Antikorper gegen den Proliferationsmarker Ki-67

Milliliter

Millimeter

Matrix Metalloproteinasen

Mitose-Phase

messenger RNA

mammalian target of rapamycin
Nerven-Zell-Adhé&sions-Molekil

Nuclear factor of activated T cells

nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of

activated B-cells
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NGF
NF-1
N-terminal
N-WASP
Pak-1
PDGF
PI3K
PNS
PTEN
Rac-1
Raf

Ras

Rb

RNA
Robo
siRNA
SOS
SV-40
TGF-a
TGF-B
TMA
TNF-alpha
TP53
TRAIL

TUNEL

T-Zelle
Unc5H
UNC5B
uPA

Nerve growth factor

Neurofibromatose Typ |

Amino-terminus

Wiskott-Aldrich syndrome protein
P21-activated kinase

Platelet-derived growth factor
Phosphoinositide 3-kinase

Peripheres Nervensystem

Phosphatase and tensin homolog
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
Rat fibrosarcoma

Rat sarcoma

Retinoblastoma protein

Ribonucleic acid

Roundabout receptor

small interfering RNA

Son of sevenless

Simian-Virus 40

Tumor growth factor-a

Transforming growth factor-3

Tissue Microarray
Tumor-necrosis-factor-alpha
Tumorsuppressorgen p53
Tumor-necrosis-factor-related-apoptosis-inducing-
ligand

Terminal desoxynucleotidyl transferase-mediated
deoxyuridine triphosphat (dUTP) biotin nick end-
labeling

Thymus-abhangiger Lymphozyt
Uncoordinated in gene 5 homolog
Uncoordinated in gene 5 b

Urokinase
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VEGF
WHO
um
ZNS

Vascular endothelial growth factor
World Health Organization
Mikrometer

Zentrales Nervensystem
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